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Resumo

Os trabalhos apresentados nesta dissertagdo tém como ponto comum a imobilizagdo de
enzimas numa matriz de sol-gel a base de silicato de sédio.

Na primeira parte, foi continuada o desenvolvimento de um biossensor eletroquimico para
nitritos baseado na redutase de nitrito multihémica (ccNiR) extraida de Desulfovibrio
desulfuricans ATCC27774. Em concreto, foi realizada uma otimizagdo mais fina dos
parametros analiticos deste biossensor (desenvolvido no nosso grupo de investigagao), através
da variagao da composigao do eletrdlito suporte e da incubagéao prévia da ccNiR em compostos
anfifilicos (os surfactantes DDM e SDS) ou hidrofilicos (o polimero, PEG 400). Enquanto que
com o PEG 400 se obteve um aumento da resposta catalitica (sensibilidade de 0,78 AM'cm?e
intervalo de linearidade de 0,5 a 31 pM), os dois detergentes nao contribuiram para uma
melhoria da resposta analitica.

A remocao de O, dissolvido € um aspeto importante para o funcionamento de biossensores
eletroquimicos baseados em redutases (caso da ccNiR), nomeadamente quando se pretende
desenvolver testes rapidos para utilizagcdo em célula aberta. Neste sentido, procurou imobilizar-
se o sistema de remogao de O, composto pelas enzimas glucose-oxidase (GOx) e catalase,
usando uma matriz de sol-gel de silicato de sdédio. Refira-se que este método é bastante mais
rapido que os protocolos convencionais € menos agressivo para as moléculas biolégicas. A
imobilizagdo das duas enzimas foi efetuada separadamente ou em conjunto, segundo
diferentes configuragbes. O sistema PGE/catalase/sol-gel com GOx e glucose em solugao,
mostrou ser o mais eficaz para a remogado de O,, tendo sido incorporado a posteriori no
biossensor de nitrito.

Por fim, as experiéncias realizadas neste contexto foram aproveitadas para o desenvolvimento
de um biossensor de glucose baseado na imobilizagdo da enzima GOx com a mesma matriz de
sol-gel. Ao reagir com a glucose, a GOx consome o O, dissolvido, levando a um decréscimo da
corrente de redugado de O, proporcional a sua concentragdo. A sensibilidade deste biossensor
para a glucose varia entre 2,66 — 6,69 mAM'cm™e o intervalo de linearidade entre 1,2 a 8 mM.

Palavras-Chave: transferéncia eletrénica direta, ccNiR, surfactantes, sol-gel, biossensor de
nitrito, biossensor de glucose
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Abstract

The works presented herein has in common the immobilization of enzymes in a sol-gel matrix
based on sodium silicate.

The first part is dedicated to the construction of an electrochemical biosensor for nitrite, based
on the cytochrome c nitrite reductase (ccNiR) extracted from Desulfovibrio desulfuricans
ATCC27774. A fine-tuning of the analytical parameters of this biosensor (developed in our
research group) was performed through the variation of the composition of the supporting
electrolyte and the incubation of ccNiR in amphiphilic (the surfactants DDM and SDS) or
hydrophilic (the polymer, PEG 400) compounds. While with the PEG 400 polymer the catalytic
response was increased (sensitivity of 0.78 AM"'ecm? and linearity range of 0.5 to 31 yM), the
two detergents did not contribute to an improvement in the analytical response.

The removal of dissolved O, is an important aspect for the operation of electrochemical
biosensors based on reductase enzymes (the ccNiR’s case), namely when the goal is to
develop point-of-care tests to use in air open cells. In this regard, the O, removal system
composed by glucose oxidase (GOx) and catalase was immobilized using a sodium silicate
based sol-gel matrix. It should be noted that this method is much faster than conventional
protocols and less aggressive for the biological molecules. The two enzymes were immobilized
separately or mixed together, according to different configurations. The PGE/catalase/sol-gel
system with GOx and glucose in solution proved to be the most effective for O, removal, so the
system was later incorporated into the nitrite biosensor.

Finally, the experiments performed in this context were used for the development of a glucose
biosensor based on the immobilization of the enzyme GOx of Aspergillus niger in the same sol-
gel matrix. Upon reacting with glucose, GOx consumes the dissolved O,, leading to a decrease
of the O, reduction currents, that are proportional to its concentration. The sensitivity of this
biosensor to glucose varied between 2.66 - 6.69 mAM'cm and the linear range between 1.2 to
8 mM.

Keywords: Direct electron transfer, ccNiR, surfactants, sol-gel, nitrite biosensor, glucose

biosensor
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1. INTRODUGAO

1.1Biossensores

A simplificagao dos métodos analiticos e portabilidade da instrumentagédo sao objetivos comuns
a todas as areas da quimica analitica. Assim, ao longo dos anos tem-se tornado disponiveis no
mercado um maior numero de dispositivos — denominados de biossensores - que permitem a
redugcado do tamanho da amostra, tém um custo relativamente baixo, sdo versateis, seletivos e
economizam os tempos de analise [Turner et al., 1987; Banica, 2012].

Um biossensor — Figura 1.1 — é um dispositivo integrado que compreende um elemento de
reconhecimento biolégico (biorecetor) associado a um transdutor fisico-quimico. Estes
dispositivos fazem a detegdo quantitativa ou semi-quantitativa de um analito. O biorecetor
interatua com o analito produzindo um sinal biolégico que é reconhecido pelo elemento de
transducado e convertido num sinal elétrico mensuravel (valores numéricos). Os elementos
biolégicos dos biossensores podem ser tecidos, microrganismos, organelos, enzimas,
recetores celulares, DNA, RNA e anticorpos [Thévenot et al., 1999].
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Figura 1.1- Esquema geral do funcionamento de um biossensor [Justino et al., 2013].

Num biossensor, o transdutor € o componente que tem o papel mais importante no processo
de detegao de sinal. Os elementos de detegao podem ser eletroquimicos, piezoelétricos,
térmicos, magnéticos, 6ticos, etc [Thévenot et al., 1999].

No presente trabalho, o0 método de transdugéo do biossensor desenvolvido é eletroquimico (e
por isso mesmo lhe sera dado destaque particular), sendo que os métodos eletroquimicos, e
em especial a voltametria, sera abordada no anexo A. De acordo com o transdutor utilizado os
biossensores eletroquimicos podem ser classificados como amperométricos, potenciométricos,
impedimétricos e condutimétricos. [Thévenot et al., 2001].

Os biossensores constituem um campo interdisciplinar, € os avangos ocorrem a partir de
diversas disciplinas tais como, a microeletrénica, microcomputadores e biotecnologia. Algumas
propriedades mais pertinentes e caracteristicas do desempenho de um biossensor, sdo: a
sensibilidade, a linearidade, o limite de detecdo, a seletividade, € o tempo de vida [Lojou e
Bianco, 2006; Buerk, 1993].



1.1.1 Vantagens

O primeiro biossensor, desenvolvido em 1962 por Clark e Lyons, utilizava a enzima glucose-
oxidase (GOx) como recetor biolégico para detetar os niveis de glucose no sangue. Este
dispositivo foi assim o principal impulsionador da investigagdo na area dos biossensores,
tendo-se tornado bastante relevante devido ao elevado impacto econémico e epidemiolégico
da diabetes, que sera abordado na secc¢éo 1.3 [Clark e Lyons, 1982].

Os biossensores podem ser utilizados em diversas aplicagdes tais como: analise ambiental em
tempo real, analises bioquimicas, analise in-vivo, detegao de substancias biolégicas relevantes
(como hormonas e drogas de abuso) e detegdo de guerra quimica [Pearson et al., 2000].
Comparativamente aos métodos analiticos mais comuns como o UV-Vis, a fluorimetria, etc,
(mencionados em 1.2.3), os biossensores apresentam algumas vantagens: empregam técnicas
de detegdo “limpas”, isto é, ndo poluentes e de baixo custo sem recurso a fases de pré-
tratamento de amostra demoradas ou necessidade de grandes volumes de amostra. O seu
uso, na maioria dos casos, nao obriga ao recurso de técnicos especializados podendo, nalguns
casos, dispensar o uso de reagentes adicionais, e aparecendo tanto como dispositivos de uso
continuo ou descartaveis [Pearson et al., 2000].

1.1.2 Biossensores enzimaticos amperométricos

A maior parte dos biossensores reportados na literatura utiliza como componentes bioloégicos
enzimas imobilizadas (assunto que sera discutido na seg¢do 1.1.4), estando os métodos de
transducao eletroquimicos (amperométricos e potenciométricos) entre os mais utilizados
[Karube e Nomura, 2000; Oliveira Neto e Yamanaka, 1988].

Os biossensores amperométricos, sdo assim denominados devido ao seu mecanismo de
transducdo. A detegdo baseia-se na medida da intensidade de corrente no elétrodo de
trabalho, ao qual é aplicado um potencial fixo, sendo que a corrente gerada pela reagédo de
oxidagdo ou redugao eletroquimica das espécies eletroativas na superficie do elétrodo, é
proporcional a concentragao dessas espécies [Thévenot et al., 2001].

O comportamento de um biossensor enzimatico amperométrico € determinado pelos aspetos
relacionados com o processo eletrédico, e também pela cinética da enzima. Torna-se por isso
fundamental conjugar os conhecimentos eletroquimicos com os de cinética de enzimas
imobilizadas. Em geral, o controlo da velocidade global é determinado pela cinética da reagao
enzimatica ou pela difusdo do substrato, sendo o detetor eletroquimico considerado uma
testemunha passiva da reagdo enzimatica [Thévenot et al., 2001]. Quando comparadas aos
catalisadores quimicos, as enzimas apresentam um alto nivel de especificidade para o
substrato. Isto deve-se as caracteristicas do meio reacional e da prépria molécula de substrato,
tais como: tamanho, polaridade, estereoquimica, grupos funcionais e energia de ligagao
[Karube e Nomura, 2000; Oliveira Neto e Yamanaka, 1988].

1.1.3 Geragoes de biossensores amperométricos

Os biossensores amperométricos podem ser classificados de acordo com trés geragbes
[Borgmann et al., 2011].

Os biossensores de primeira geragao baseiam-se na detegdo do aumento de um produto de
uma reagado enzimatica ou da diminuigdo do substrato enzimatico, sendo necessario que o
composto medido seja electroquimicamente ativo — Figura 1.2A. O primeiro biossensor
desenvolvido foi um biossensor de primeira geragdo que tinha como elemento de



bioreconhecimento a GOx e no qual se monitorizava o consumo de oxigénio por esta enzima.
Em alternativa, a atividade deste biossensor pode também ser seguida através da producgéao de
peroxido de hidrogénio pela GOx [Clark e Lyons, 1982; Borgmann et al., 2011]. Os
biossensores de primeira geragdo apresentam alguns problemas: em primeiro lugar, as
medi¢cdes amperométricas de perédxido de hidrogénio e de oxigénio requerem um potencial de
trabalho elevado, ao qual o impacto na corrente medida de interferentes presentes em
amostras biolégicas ou ambientais é significativo; em segundo lugar, uma vez que este tipo de
biossensores sdao baseados em oxidases que utilizam o oxigénio como aceitador de eletrdes, a
sua resposta depende das concentragbes de oxigénio dissolvido nas amostras, as quais
podem variar, afetando a resposta analitica do biossensor [Borgmann et al., 2011].

As desvantagens associadas aos biossensores de primeira geragdo podem ser parcialmente
superadas substituindo o oxigénio por um aceitador de eletrdes sintético — um mediador. O
mediador transfere eletrbes, gerados ou consumidos durante a reagdo enzimatica, entre a
enzima e o elétrodo. Os biossensores que se baseiam neste esquema de transferéncia
eletrénica foram classificados como a segunda geragdo de biossensores — Figura 1.2B
[Borgmann et al., 2011]. A utilizacdo destes mediadores é vantajosa, pois permite diminuir o
potencial de detegao do biossensor, reduzindo assim a interferéncia causada por outros
compostos que possam ser oxidados diretamente na superficie do eléctrodo, e facilita a
transferéncia eletrénica entre o componente biolégico e a superficie transdutora [Chaubey e
Malhotra, 2002].

Os biossensores de terceira geragao — Figura 1.2C - sdo baseados na transferéncia direta de
eletrbes entre a enzima e a superficie do elétrodo (DET — Direct Electron Transfer). A auséncia
de um mediador (como por exemplo fenazina, safrinas, antroquinonas, etc) € a principal
vantagem destes biossensores, proporcionando assim uma alta eficiéncia e design simples. No
entanto, a transferéncia direta de eletrbes entre enzimas redox e o elétrodo, pode ser muito
lenta, devido a cadeia polipeptidica da proteina que protege o centro ativo [Silveira, 2011;
Borgmann et al., 2011]. A eficiéncia da transferéncia direta de eletrdes, depende do
distanciamento entre o centro ativo da enzima e do elétrodo, o que é afetado nao sé pela
orientagdo da enzima no elétrodo, mas também pelas propriedades do material do elétrodo e a
técnica de imobilizagao [Borgmann et al., 2011].
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Figura 1.2 - Representagdo esquematica de um biossensor; A) de primeira geracdo; B) de
segunda geragédo; C) de terceira geragao [Gali, 2009].

1.1.4 Imobilizagao de enzimas

Nos biossensores, o biorecetor e o transdutor estdo em contacto fisico. Os agentes de
reconhecimento biolégico sao, por isso, imobilizados na superficie do transdutor, sendo os
mais usados, as enzimas. A utilizagado de enzimas imobilizadas, é bastante vantajosa uma vez
que diminui o custo por analise, aumenta a rapidez e exatiddo do processo de medigao e
garante a estabilidade das enzimas [Karube e Nomura, 2000; Oliveira Neto e Yamanaka, 1988;
Gregg and Heller, 1991]. Contudo, uma das maiores dificuldades na preparagao de
biossensores enzimaticos, esta relacionado com a estabilidade da molécula bioldgica. Fora do
seu ambiente natural, a enzima tende a desnaturar-se, perdendo a sua atividade enzimatica,
afetando assim o desempenho do biossensor [Scouten et al., 1995]. Este obstaculo pode ser
ultrapassado através da imobilizagdo adequada da biomolécula na superficie do transdutor,
garantindo que esta mantém as suas propriedades.

Os métodos fisico-quimicos mais comumente utilizados na imobilizagdo de enzimas em
transdutores eletroquimicos sao: adsorgao fisica, encapsulamento em géis poliméricos,
formagao de ligagbes intermoleculares cruzadas, entre outros [Krajewska, 2004; Krajewska,
2009]. No presente trabalho sera dada uma especial atengdo a imobilizagdo de enzimas em
filmes de surfactantes (secgao 1.1.4.1) e de sol-gel (secgéo 1.1.4.2).

1.1.4.1 Surfactantes

A imobilizagdo de proteinas com filmes de surfactantes tem sido sugerida como uma boa
abordagem para promover a transferéncia de eletrdes entre proteinas e elétrodos [Fan et al,,
2000; Fernandes et al., 2012; Vittal et al., 2006; Silveira, 2011; Rodrigues, 2013].



Os surfactantes (também conhecidos como detergentes) sado compostos anfipaticos
constituidos por um grupo hidrofilico (cabega polar) e uma cadeia hidrofébica (cauda)
constituida por 6 a 22 atomos de carbono. A regidao polar da molécula pode ser positiva,
negativa, neutra ou zwitteriénica. Assim sendo, os surfactantes podem ser classificados de
acordo com a densidade de carga que apresentam, podendo ser cationicos, aniénicos, nao-
idnicos ou zwitteridnicos. Nos surfactantes idnicos existe um grupo carregado, positiva ou
negativamente, enquanto que nos néao-iénicos o grupo hidrofilico € neutro. Os surfactantes
zwitteridnicos possuem na cabega polar igual nimero de grupos carregados positiva e
negativamente [Holmberg et al., 2003; Le Maire et al.,2000].

Em solugdo aquosa, as moléculas de surfactante formam micelas esféricas com a cabecga
hidrofilica virada para a solugao, e as cadeias de hidrocarbonetos orientadas para o interior da
estrutura — Figura 1.3. O processo de formagdo de micelas a partir das moléculas de
surfactante, a uma determinada temperatura, ocorre a uma determinada concentragao,
denominada concentragao micelar critica (CMC) [Evans e Wennerstrom, 1999]. A CMC é
caracteristica de cada surfactante e esta relacionada com alteragbes significativas nas
propriedades fisicas do surfactante, tais como a condutividade, viscosidade e a tensao
superficial [Maniasso, 2001].
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Figura 1.3 - Exemplos de algumas estruturas tipicas de uma micela: A) micela esférica
normal; B) micela esférica invertida; C) micela lamelar; D) vesiculo [Adaptado de Tadros,
20085].

A capacidade dos surfactantes formarem micelas é bastante importante uma vez que lhes
permite solubilizar solutos com diferentes caracteristicas através da combinagao do efeito
hidrofébico e de forgas electroestaticas, isto €, ao interatuarem com o soluto, as moléculas
hidrofébicas sao capturadas para dentro da micela onde sao solubilizadas [Tadros, 2005]. Ao
agregarem as micelas podem formar estruturas supramoleculares com regides especificas de
caracter hidrofilico e hidrofébico — Figura 1.4 [Seddon et al., 2004; Holmberg et al., 2003].



Figura 1.4 - Representacbes esquematicas de surfactantes nas diferentes formas, a cabeca
esta representada em circulos vermelhos, e as caudas hidrofébicas estdo a azul. A) micelas
esféricas, B) hemimielas, C) bicamada na superficie do elétrodo e D) multicamada na
superficie do elétrodo [adaptado de Silveira, 2011].

Devido a capacidade de alterar as propriedades da interface elétrodo-solugédo, varios
surfactantes tém sido utilizados em metodologias eletro-analiticas, podendo ser empregues em
solugao e/ou na modificagdo da superficie do elétrodo [Cao et al., 2008; Mahmud et al., 2011].
Os surfactantes tém a capacidade de interagir com os analitos facilitando a adsorgao desses
compostos, 0 que aumenta a concentracdo dos mesmos sobre a superficie do elétrodo [Xu et
al., 2009; Rajbongshi et al., 2010].

Estudos anteriores mostraram que os filmes de surfactantes sdo bastante estaveis em solugao
aquosa e que as proteinas imobilizadas conseguem reter as suas propriedades nativas
[Rusling, 1998; Guto e Rusling, 2006]. Estes filmes podem também ajudar a orientar as
proteinas e permitir uma boa difusdo no seu interior devido a microestrutura bem definida e a
dinamica dos filmes dos surfactantes [Rusling e Nassar, 1993; Zhang e Rusling, 1997]. A
possibilidade de orientar especificamente as proteinas no interior de filmes de surfactante esta
relacionada com o grupo hidrofilico do surfactante ou a interagdo entre a proteina e as
bicamadas hidrofobicas. Outras vantagens atribuidas aos filmes dos surfactantes sédo a
possibilidade de estudar as proteinas por métodos eletroquimicos ou 6ticos, 0 aumento do grau
de reversibilidade conferido aos sinais eletroquimicos, as quantidades reduzidas de amostra
necessarias para preparar os filmes, e a estabilidade [Rusling, 1998; Hu, 2001].

No presente trabalho, usaram-se dois tipos de surfactantes para a imobilizagdo da enzima
ccNiR: dodecil sulfato de sodio (SDS) — Figura 1.5A — e o0 n-dodecyl-B-D-maltosideo (DDM)
Figura 1.5B.
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Figura 1.5 - Estruturas quimica dos surfactantes. A) n-dodecil-sulfato de sédio (SDS) (CMC=8,1
mM). B) n-dodecil- B-D-maltosideo (DDM) (CMC=0,18 mM).
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1.1.4.2 Filmes de sol-gel

O interesse pelo processo sol-gel para a produgao de vidros e materiais ceramicos teve inicio
por volta da segunda metade do século XIX. Em 1846, Ebelmen foi o primeiro a relatar a
formagao de sol-gel como resultado da hidrélise lenta de um éster do acido silicico (H4SiO4), o
Si(OC,Hs5)4 chamado de tetraetilortossilicato ou TEOS [Ebelmen, 1846]. A denominagao de sol-
gel advém de uma das etapas mais importantes deste processo que consiste no momento de
transicdo de uma fase sol para uma fase gel. O termo sol ¢ utilizado para definir uma dispersao
estavel de particulas coloidais de dimensao entre 1 e 100 nm num fluido, enquanto que o termo
gel define um sistema formado por uma estrutura rigida de particulas coloidais (gel coloidal) ou
de cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobiliza uma fase liquida nos seus intersticios
[ller, 1979; Brinker et al., 1990].

A reagao de polimerizagdo sol-gel pode ser dividida em duas etapas (a hidrélise e a
condensagao) ilustrado nas equagdes 1.1 a 1.3, com precursores alcéxido:

Hidrdélise do grupo alcoxido com a formagao dos grupos funcionais silanol:

Si(OR), + H,0 — HO — Si(OR)s + ROH (1.1)

Condensacgao do grupo silanol, que inicialmente leva a formagao do sol e, eventualmente a
formagao do gel:

—S|i—OH+HO—S|i——>—S|i—O—S|i—+H20 (1.2)

ou,



—S81i—OR+HO —Si——> —S8i— O0—S8i—+ROH (1.3)

E de notar que as reagdes de hidrélise e condensacdo ocorrem simultaneamente, pois apds a
formagado das primeiras moléculas de precursor hidrolisadas, estas ficam disponiveis para
participar nas reagdes de condensagao.

Os precursores para formar o “sol” sdo moléculas constituidas por elementos metalicos ou
metaldides (elementos metalicos rodeados por ligandos reativos). Os alcoxidos, em particular,
sdo os mais frequentemente utilizados uma vez que reagem facilmente com a agua. Os
alcoxidos mais utilizados para a preparagdo de sensores sao o tetrametiloxisilano (TMOS),
tetraetilortossilicato (TEOS), aminopropiltrietoxisilano (APTOS), 2-(3,4-epoxiciclohexil)-
etiltrimetoxisilano, e metil-trimetiloxisilano [Li et al., 1998; Lee et al., 2000 (a); Lee et al., 2000
(b); Navas Dias et al., 1998; Van Unen et al., 2001; Tsai et al., 2003; Kauffmann et al., 1996;
Lev et al., 1997; Wang et al., 2000 (a); Sampath e Lev, 1996; Kiinzelmann et al., 1997; Wang
et al., 2000 (b); Martinez-Pérez et al., 2003; Gupta et al., 1997; Couto et al., 2002; Rabinovich e
Lev, 2001]. No entanto, existem outros tipos de precursores disponiveis, tais como os titanatos,
aluminatos, boratos, etc. [Airoldi e Farias, 2004; Avnir, 1995]. Como o grupo alcoxido possui
baixa reatividade, as reagdes de hidrélise e condensagdo sao relativamente lentas, sendo
necessaria a adicdo de catalisadores acidos (por exemplo, o acido cloridrico e a aménia) ou
basicos (hidroxido de potassio). O efeito da adigao destes catalisadores, além de fazer variar a
energia de ativagdo do processo, altera também a polidispersidade, a massa molar e o grau de
ramificagdo das cadeias formadas [Kandimalla et al., 2006; Brinker et al., 1990; Alfaya et al.,
2002].

Apods a formagao do “sol”, e a secagem do gel, forma-se o xerogel, um silicato poroso com area
de superficie elevada [Lev et al., 1997; Rabinovich e Lev, 2001; Pauliukaite et al., 2005]. As
reagdes quimicas envolvidas na formagao do sol, do gel e do xerogel influenciam a composi¢ao
e as propriedades do produto final [Kandimalla et al., 2006; Alfaya et al., 2002; Brinker et al.,
1990]. Na Figura 1.6 é possivel observar com mais detalhe os principais produtos obtidos pelo
processo sol-gel.
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Figura 1.6 -Esquema ilustrativo dos possiveis produtos no processo sol-gel [adaptado de
Catauro, 2012].

O processo de sol-gel pode ser dividido em duas classes dependendo da natureza do
precursor inorganico utilizado: os sais (cloretos, nitratos, sulfetos, entre outros) e os alcéxidos,
sendo esta ultima, a classe mais versatil [Alfaya e Kubota, 2001].

A razao molar agua:precursor, a natureza e a concentragao do catalisador e o tipo de precursor
alcoxido sdo parametros especificos que influenciam fortemente as velocidades relativas das
reagdes de hidrolise e de condensagédo na formagao do sol-gel. Em geral, preparagbes com
baixo valor de pH e de teor de agua produzem materiais densos com poros pequenos,
enquanto que preparagdes de pH elevado e altos teores de agua produzem materiais mais
porosos [Kandimalla et al., 2006; Brinker et al., 1990; Alfaya et al., 2002].

Aplicagoes de materiais de sol-gel

A utilizagao do processo de sol-gel para produzir materiais para sensores analiticos tem atraido
um grande interesse por parte da comunidade cientifica [Li e Tan, 2000; Kandimalla et al.,
2006; Wu et al., 2015 (a)]. Este interesse deve-se a varios fatores, tais como o facto de os
materiais de sol-gel serem quimicamente inertes, a facilidade de fabricagdo do sol-gel, a
flexibilidade dos processos de sintese, a estabilidade mecénica dos materiais produzidos, a
possibilidade de controlar a sua porosidade, bem como o facto de permitirem a facil
imobilizagdo das enzimas retendo a sua atividade enzimatica [Avnir et al., 1994; Dave et al.,
1994; Gill, 2001; Collinson et al., 2002; Carturan et al., 2004].

No contexto da imobilizagao de enzimas e de outros componentes biolégicos, os materiais de
sol-gel tém-se demonstrado bastante vantajosos devido a sua capacidade de retengdo de um
alto teor de agua, o que promove a estabilidade a longo prazo da enzima, e do facto do
processo de imobilizagdo poder ser realizado a temperatura ambiente [Avnir et al., 1994; Dave
et al., 1994; Gill, 2001; Collinson et al., 2002; Carturan et al., 2004; Smith et al., 2002; Brinker et
al., 1990; Alfaya et al., 2002].

Existem quatro abordagens diferentes no que diz respeito a imobilizagao de enzimas numa
matriz de sol-gel: o aprisionamento da enzima na matriz de sol-gel, a ligagdo da enzima a



superficie de um percursor organicamente modificado, a imobilizagdo da enzima numa
configuragdo de sanduiche e a imobilizagdo de enzimas numa configuragdo em bicamada—
Figura 1.17 [Tripathi et al., 2006; Wang et al., 2000 (c); Liu e Sun, 2007; Narang et al., 1994;
Wang et al., 2004].
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Figura 1.7 - Esquema das diferentes abordagens da imobilizagdo de enzimas em sol-gel. a)
Aprisionamento da enzima na matriz de sol-gel; b) Ligacdo da enzima a superficie de um
percursor organicamente modificado; c) Método de sanduiche; d) Configuracdo em bicamada
(reproduzida com modificagdes) [adaptado de Tripathi et al., 2006].

Na literatura encontra-se informagao quanto ao uso da matriz de sol-gel nos mais diversificados
elétrodos de trabalho. Os mais comuns sdo de metais, como o ouro, e diferentes tipos de
elétrodos de carbono, em particular grafite, pasta de carbono, carbono vitreo, e filmes de
carbono [Lee et al., 2000 (b); Wang et al., 1996; Li et al., 1998; Sampath e Lev., 1996; Wang et
al., 2000 (a); Pauliukaite et al., 2005; Pauliukaite et al., 2006; Pauliukaite et al., 2008 (a);
Pauliukaite et al., 2008 (b)]. Assim, o aprisionamento de biomoléculas em sol-gel permite a
conversdo de materiais biolégicos labeis em nanocompdsitos reutilizaveis e fisico-
quimicamente robustos, que podem ser integrados em plataformas espectroscopicas e
eletroquimicas para gerar biossensores. A estrutura porosa da matriz de silica garante a
biomolécula um aprisionamento eficaz, permitindo que espécies pequenas (i.e., os analitos)
possam aceder aos centros bioativos [Walcarius e Collinson, 2009].

No presente trabalho pretende-se imobilizar o sistema bienzimatico de remogao de
oxigénio molecular, baseado na glucose oxidase e catalase, assim como a ccNiR numa
matriz de sol-gel, no qual este seria o biossensor final e ideal de nitrito. O sol-gel foi
preparado com a combinagao de silicato de sddio - Figura 1.8A e polietilenoglicol (PEG) -
Figura 1.8B.

A) B)
N 0 H
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O O n

Figura 1.8 - Estruturas quimicas dos componentes do sol-gel utilizado nesta tese. A) Silicato de
sédio; B) Polietilenoglicol.
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1.2 Biossensores de nitrito

1.2.1 Ocorréncia/lmportancia/Riscos — Nitratos e Nitritos

As principais fontes de exposig¢ao alimentar do Homem, a nitratos e nitritos incluem peixes e
carnes processadas e outros produtos fumados aos quais se adicionam nitratos e/ou nitritos
(conservagao de alimentos), vegetais (como alface, espinafres, couves, brécolos, etc.), e ainda
a agua de locais contaminados por nitratos com origem na agricultura intensiva com recurso a
fertilizantes. Os vegetais sado a principal fonte de nitratos (80-95%), enquanto os produtos
processados e curados sao a principal fonte de nitritos [Pennington, 1998; Santamaria, 2006].
Na conservagdo dos alimentos, os nitratos e nitritos sdo adicionados como aditivos, tendo
como principais fungdes: dar cor e sabor aos alimentos e inibir o crescimento da bactéria
Clostridium botulinum (responsavel por um tipo de intoxicagao alimentar conhecida como
botulismo) [Azeredo, 2012].

Nos ultimos anos, o aumento da exposi¢cao a nitratos e nitritos na alimentagdo humana tem
dado origem a um interesse crescente na determinagdo dos teores destes ides em produtos
alimentares. Isto deve-se aos potenciais efeitos adversos na saude humana e animal dos
nitritos derivados da redugao de nitratos [Romitelli et al., 2007; Chan, 2011; Fewtrell, 2004;
WHO, 2011]. A principal preocupagédo com o nitrato € o seu potencial de conversdo endégena
em nitrito e nitrosaminas, que sao potenciais causadores de doengas agudas e crénicas, tais
como a meta-hemoglobinemia, disturbios da tiréide e carcinogénese [Bahadoran et al., 2015;
Fewtrell, 2004; Gilchrist et al., 2010 (a)].

A meta-hemoglobinemia é uma condi¢do clinica rara originada pela entrada de uma
concentragao elevada de nitrito, na corrente sanguinea, que ao reagir com a hemoglobina (Hb)
origina meta-hemoglobina, que é incapaz de se ligar ao oxigénio impedindo assim que ocorra o
seu transporte normal no organismo. No decurso desta reagdo o atomo de ferro & oxidado,
passando do estado Fe?" a Fe*'— Equagao 1.4.

NO; + oxihemoglobina (Fe?*) — meta — hemoglobina (Fe3*) + NO3 (1.4)

Esta condigdo leva a sintomas clinicos como a cianose (coloragdo azul da pele), quer em
adultos, quer em criangas. Devido a diferenga da acidez do liquido gastrico entre os adultos e
os bebés (sendo que o dos bebés é menos acido), e a reduzida atividade da enzima meta-
hemoglobina redutase (que ¢é responsavel pela passagem da meta-hemoglobina a
hemoglobina), os bebés tornam-se mais suscetiveis a cianose, podendo dai resultar asfixia e
eventualmente morte, sobretudo em bebés com menos de 3 meses [Fraser, 1981; Santamaria,
2006; Hord, 2009; Dutt e Davis, 2002; Chan, 2011].

Outra grande preocupacgido para a saude humana deve-se ao elevado consumo de carnes
processadas, o que tem sido associado a um aumento do risco de cancro gastrico por varios
autores. Recentemente, um estudo demonstrou também uma associagdo entre a exposi¢ao
elevada a nitritos e o cancro da tiréide [Fewtrell, 2004; Larsson et al., 2006; Kilfoy et al., 2011;
Aschebrook-Kilfoy et al., 2013; Bahadoran et al., 2015]. Por outro lado, foram publicados varios
estudos que contradizem estas teorias € que ndo demonstram relagdes consistentes entre a
exposi¢ao a nitrato e nitrito e qualquer tipo de cancro [Milkowski et al., 2010; Inoue-Choi et al.,
2013; Bryan et al., 2012]. Para além disto, as potenciais propriedades terapéuticas de nitrato e
nitrito foram também ja reportadas na literatura, o que provocou um interesse na sua aplicagao
na terapia clinica de varias condi¢gdes patologicas, tais como doengas cardiovasculares,
hipertensao, diabetes, sindrome metabdlica e a resisténcia a insulina [Ghasemi e Zahediasl,
2011; Ghasemi e Zahediasl, 2013; Kevil et al., 2011; Kevil e Lefer, 2012; Lundberg et al., 2008;
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Machha e Schechter, 2011; Gilchrist e Benjamin, 2010; Machha e Schechter, 2012]. Desta
forma, o conceito de risco-beneficio da exposigdo alimentar ao nitrato/nitrito tem vindo a
impulsionar o desenvolvimento de métodos praticos para a quantificagdo destes compostos
[Gilchrist et al., 2010 (a); Van Grinsven et al., 2006].

1.2.2 Regulamentacgao

A seguranca alimentar € um assunto de grande preocupacgéao para os consumidores. Com base
nos estudos relativos dos efeitos adversos do nitrato e nitrito na saide, a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) estabeleceu valores para a dose diaria aceitavel, que estdo compreendidos
entre 0 e 3,7 mg kg'1 de peso corporal por dia para o NO3 e entre 0 e 0,06 mg kg'1 de peso
corporal por dia para o NO, [WHO, 2011]. Com a intengdo de manter o teor de nitrosaminas o
mais baixo possivel, o Parlamento Europeu adotou a Diretiva 2006/52/CE com o objetivo de
reduzir a quantidade de nitritos e de nitratos adicionados aos alimentos. Esta legislagao
comunitaria foi transposta para a diretiva portuguesa através do Decreto-lei 33/2008, que
estabelece as condigbes a que deve obedecer a utilizagdo dos aditivos alimentares (DL
33/2008 de 25 de Fevereiro de 2008). A legislagdo em vigor determina que, nos produtos a
base de carne, a quantidade de nitrito adicionada podera ser no maximo igual a 150 mgkg'1 de
NaNO,. Para a agua potavel, a Diretiva Europeia 98/83/EC estabelece que os niveis maximos
admitidos sado de 50 mgL'1 para nitrato, e de 0,1 mgL'1 para o nitrito. A Organizagao Mundial de
Saude (OMS), estabeleceu para o nitrato o mesmo valor limite, permitindo ao nitrito um limite
de 3 mgL™ [WHO, 2011].

1.2.3 Estado de Arte

Dado que o nitrito e nitrato estao presentes nos alimentos e agua que consumimos, a sua
detegcdo é extremamente importante. Assim, ao longo dos anos, tem havido um aumento
significativo na procura por métodos analiticos para determinacdo de nitratos e nitritos.
Contudo, as amostras ambientais, alimentares, industriais e fisioldgicas t€ém uma elevada
complexidade e possuem um grande numero de potenciais interferentes, pelo que se torna
dificil encontrar técnicas de quantificagdo compativeis com os diferentes tipos de amostra
[Moorcroft et al., 2001].

Existem varios métodos de analise disponiveis para a determinagao de ides de nitrito e nitrato:
espectrofotometria UV-Vis (sendo o mais comum o método de Griess), espectrofotometria de
fluorescéncia, eletroforese capilar, eletroquimica, cromatografia iénica e gasosa (associada a
varios sistemas de detegao, tais como UV-Vis, fluorimetria, eletroquimica e espectrometria de
massa), entre outros [Dutt e Davis, 2002; Moorcroft et al., 2001; Ellis et al., 1998; Bryan e
Grisham, 2007; Helmke e Ducan, 2007; Pelletier et al., 2006; Guevara et al., 1998; Zhang et
al., 2008; Abha et al, 2001]. De entre os métodos reportados destacam-se os
espectrofotométricos que, pela simplicidade dos protocolos, disponibilidade da instrumentagao
e o0s baixos limites de detegcdo obtidos, sdo os mais usados. No entanto, os métodos
eletroquimicos, tém-se demonstrado uma interessante alternativa, pois s&o capazes de
fornecer limites de detecéo baixos, oferecendo a possibilidade de analise direta das amostras
sem a necessidade de ter que haver pré-tratamentos das mesmas, possibilitam ainda a analise
de solugdes coloridas ou com particulas sélidas em suspensao, e além disso, a instrumentagao
€ menos dispendiosa quando comparada a outros equipamentos, como por exemplo, os
utilizados em cromatografia [Silva et al., 1996]. Ja os sistemas de analise baseados em
técnicas laboratoriais automatizadas, como a eletroforese capilar e cromatografia, necessitam
muitas vezes de passos de preparagdo da amostra, antes de se realizar a analise (como por
exemplo a ultrafiltragao), tém tempos de resposta longos (10 - 30 minutos) e sdo de uso quase
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exclusivamente laboratorial. Por estes motivos sao preteridos relativamente aos métodos
eletroquimicos [Larsen et al., 2000]. De modo a ultrapassar as desvantagens que os métodos
de detegdo de nitratos e nitritos baseados em técnicas laboratoriais proporcionam, a area
analitica procura ferramentas inovadoras e melhoradas, tais como os biossensores.

Na ultima década, a tecnologia de biossensores tem sido explorada para realizar quantificagao
confiavel de nitrito em amostras complexas. Na maioria dos casos, a sua concentragédo é
determinada utilizando dispositivos enzimaticos baseados em redutases de nitrito [Almeida et
al., 2010]. Relativamente ao método de transdugao é possivel encontrar uma ampla
predomindncia de abordagens eletroquimicas na literatura, baseadas na voltametria e/ou
amperometria e um pequeno numero de trabalhos de investigacdo que recorrem a técnicas
potenciométricas ou condutimétricas. Contudo, encontram-se também na literatura sistemas
integrados que utilizam o método de transdugéo 6tico, e a redutase de nitrito, cd;NiR, como
elemento de reconhecimento biolégico [Silveira, 2011; Silveira et al., 2010 (a); Almeida et al.,
2010; Silveira et al., 2010 (b); DaSilva et al., 2004; Serra et al., 2011; Almeida et al., 2007 (b);
Ferretti et al., 2000; Rosa et al., 2002].

A utilizagdo de enzimas redutoras de nitrito altamente seletivas, ativas e estaveis, isoladas em
diversas espécies bacterianas, melhorou os valores de sensibilidade, intervalo linear e
seletividade da resposta analitica nos biossensores pretendidos, aumentando o interesse por
parte dos investigadores sobre estes.

A Tabela 1.1 resume alguns dispositivos propostos na area dos biossensores de nitrito
baseados em redutases do nitrito citocromo c, desde 1995 até a presente data. Os
biossensores enzimaticos capazes de quantificar os nitritos (Tabela 1.1), podem ser
classificados de acordo com o método de transdugido de sinal utilizado (maioritariamente
eletroquimico), com o tipo de enzima que possuem e com o tipo de resposta fornecido
(mediada ou direta).

A revisdo bibliografica apresentada demonstra que os biossensores propostos usam
maioritariamente transdugdo por amperometria ou voltametria, encontrando-se também
trabalhos com transdugao o6tica ou potenciométrica [Ferreti et al., 2000; Rosa et al., 2002;
Kiang et al., 1975]. A informagao relatada na literatura refere o uso predominante da
transferéncia eletrénica mediada (apesar da existéncia de trabalhos com transferéncia
eletrénica direta), i.e., com recurso a mediadores redox (como por exemplo, derivados de
viologénio), que exibem uma resposta eletroquimica rapida e reversivel e sdo capazes de
transportar rapidamente os eletrdes para os centros redox das proteinas [Silveira, 2011]. As
varias propostas apresentadas na Tabela 1.1 baseiam-se na mistura de polimeros/ redutase de
nitrito citocromo ¢ (ccNiR) sobre a superficie de elétrodos, com vista ao aprisionamento
simultaneo desta enzima e mediadores.
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Tabela 1.1 -Descrigéo e parametros analiticos de biossensores baseados na redutase de nitrito citocromo ¢ (MET — Transferéncia eletronica mediada; DET —
transferéncia eletronica direta; N.D.- ndo determinado).

Enzima Fonte Preparagéo do sensor Modo de Transferéncia Intervalo linear Sensibilidade Referéncia
Transdugao eletrénica
ccNiR D. desulfuricans GC / deposicao de enzima + Até 200 UM [Scharf et al.,
poliacrilamida (mediador na Vol T e H 5 1999]
solugdo) e
D. desulfuricans GC / deposigédo de enzima + Até 200 uM [Scharf et al.,
L 1995
poliacriiamida Voltamétrico DET N.D. ]
ccNiR D. desulfuricans GC / dispersao de mistura de 5.4-43.4 UM -1 =2 [DaSilva et
poli  (pirrolo-viologénio)  + Voltamétrico e ATASAH 1721 mAM cm al., 2004]
enzima seguida de
electropolimerizagao
ccNiR D. desulfuricans GC / deposicao de Nafion + -1 =2 [Almeida et
enzima/ incorporagéo do Voltamétri MET 75-800 uM 445 mAM  cm al., 2007]
mediador oltamétrico
ccNiR D. desulfuricans GC / deposigéo de [ZnCr-AQS] 0.015-2.350 1824 MAM 'em?2
+ enzima / ligagdo covalente Amperométrico MET ’ pM’ [Chen et al.,
com vapor de gluteraldeido 2007]
ccNiR D. desulfuricans Ouro / deposig¢do de Nafion + 0.2-120 uM 0.194 USuM™
enzima + mediador + glicerol + “ H ’ HoU
g Condutimétrico MET [zhang et al.,

BSA/ ligagdo covalente com
gluteraldeido

2009]



ccNiR

ccNiR

ccNiR

ccNiR

D. desulfuricans

D. desulfuricans

D. desulfuricans

S. deleyianum

Grafite pirolitica / deposi¢ao de
EETMS sol/ deposicédo de
enzima

Grafite / deposicdo de
dispersdao de nanotubos de
carbono “single-walled” /|
deposigao de enzima

Tinta condutora de
carbono/enzima

Comp¢sito  de  grafite  +
mediador/deposicéo de
enzima + membrana de
hidrogel de poli(carbamoil
surfonato)

Amperométrico

Voltamétrico

Voltamétrico

Amperométrico

DET

DET

DET

MET

0,25-50 pM

Até 150 uM

0,7-370 pM

Até 250 uM

-1 -2
430 mAM cm

-1 -2
2400 mAM cm

4 2
0,55 AM cm

_1 -
446,5 mAM cm

2

[Silveira et al.,
2010]

[Silveira et al.,
2010]

[Monteiro et
al., 2015]

[Strehlitz et
al., 1996]
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1.2.4 NIR’s

Tal como demonstrado na segao anterior (secgao 1.2.3), as enzimas redutase de nitrito (NiRs)
sdo candidatas inatas para desempenhar o papel de elementos de bioreconhecimento
biolégico nos biossensores de nitrito. Trata-se de uma categoria de proteinas que catalisam a
reducgao de nitrito por duas vias distintas: ammonia forming (produtoras de aménia), originando
como produto final da reacdo aménia (NH4"); e NO forming (produtoras de éxido nitrico) sendo
que o produto final da reagao é o oxido nitrico (NO). Estas duas categorias de redutases de
nitrito podem também ser subdivididas tendo em conta o tipo de cofator que possuem [Almeida
et al., 2010].

Existem dois tipos de NiRs, que catalisam a reagdo de reducdo do nitrito a 6xido nitrico
(equacao 1.5): i) as redutases de nitrito de cobre (CuNiRs), que contém centros de cobre do
tipo | ou tipo I, e ii) as redutases do nitrito citocromo cd, (cd;NiRs), que possuem um hemo-tipo
c e um hemo-tipo d4. Estas enzimas estdo envolvidas na desnitrificagdo bacteriana [Zumft,
1997; Atkins et al., 2006; Wasser et al., 2002; Moura et. al, 2001].

NO; + 2H* + e~ -» NO + H,0 (1.5)

Os restantes dois tipos de NiR’s, redutases do nitrito citocromo ¢ (ccNiR) e NiR sirohémica,
catalisam a reducdo de nitrito a aménia (NH,"), de acordo com a seguinte equacéo:

NO; + 8HY + 6e” - NH} + 2H,0  (1.6)

O (ccNiR) sao enzimas multihémicas geralmente isoladas a partir de bactérias redutoras de
sulfato ou enxofre, e estao envolvidas no passo terminal do metabolismo energético anaerébio
do azoto, tendo um papel importante na respiragdo bacteriana e na conservagédo de energia.
Estas enzimas foram isoladas a partir de diversas espécies de bactérias como por exemplo,
Eschericia coli, Haemoplilus influenzae, Desulfovibrio desulfuricans, Wolinella succinogenes,
Sulfurospirillum deleyanum, Vibrio fisheri e Vibrio algynoliticus [Rodrigues et al., 2006; Almeida
et al., 2003].

As redutases de nitrito sirohémicas constituem a segunda classe de NiRs que reduzem nitrito
a amoénia. Estas possuem um sirohemo e um centro de ferro-enxofre, e sdo usualmente
isoladas a partir de organismos fotossintéticos como plantas, algas e cianobactérias
[Kuznetsova et al., 2004; Swamy et al., 2005; Hirasawa et al., 2010].

A enzima ccNiR usada neste trabalho, foi purificada a partir da proteobactéria redutora de
sulfato Desulfovibrio desulfuricans ATCC 27774. A ccNiR é uma proteina que esta associada a
membrana periplasmatica, e cuja produgado é fortemente aumentada ao crescer a bactéria
Desulfovibrio desulfuricans, num meio contendo nitrato [Costa et al., 1990]. Para além do
sulfato, estas bactérias tém a capacidade de utilizar uma ampla variedade de compostos
inorganicos como aceitadores de eletrdes tais como nitrato, nitrito, tiossulfato e enxofre
[Hansen, 1994]. A ccNiR é composta pelas subunidades NrfA e NrfH, de massa 61 a 19 kDa. A
estequiometria in vitro do complexo purificado € de 2NrfA : 1NrfH (MM(ccNiR)=141 kDa) e in
vivo, segundo Rodrigues, et al., 2006 a estequiometria € 4NrfA: 2NrfH [Einsle et al., 1999;
Rodrigues et al., 2006]. Esta enzima nao € uma proteina integral de membrana, sendo que a
subunidade NrfA, o citocromo pentahémico catalitico, localiza-se no periplasma e esta
ancorada a membrana pela subunidade NrfH. A subunidade NrfH é um citocromo tetrahémico
que constitui o doador eletronico fisiolégico da subunidade catalitica (esta envolvida no
processo de transferéncia de eletrbes para a subunidade catalitica) [Cunha et al., 2003]. A
formagado do complexo com as duas subunidades garante a transferéncia rapida de eletrdes,
evitando-se as limitagdes de difusdo e docking (interagdo molecular de proteinas) de parceiros
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redox [Einsle et al., 1999]. A enzima tem um espectro UV-visivel tipico de citocromos do tipo ¢
com maximos de absorgdo a 280, 409 e 534 nm na forma oxidada, e no estado reduzido a
420,5; 523,5 e 553,5 nm.

Na Figura 1.9 esta representada a estrutura cristalografica da ccNiR, onde se observam as 4
subunidades cataliticas, NrfA, e as 2 subunidades de transferéncia eletrénica, NrfH.
Pressupbe-se que os homodimeros compactos da subunidade NrfA, constituem a forma
funcional da subunidade catalitica. Os cinco grupos hemo de cada mondmero de ccNiR estao
em contato muito proximo, caracteristico em enzimas redox. Esta disposicdo sugere a
transferéncia eletrénica direta entre os grupos hemo, incluindo aqueles que se concentram na
interface do dimero [Bamford et al., 2002].

A , ‘

Cytoplasm

Figura 1.9 - Estrutura da redutase do nitrito de Desulfovibrio vulgaris Hildenborough com as
suas sub-unidades [Rodrigues et al., 2006].

O hemo 1 da subunidade catalitica constitui o centro ativo penta-coordenado da ccNiR e
contém um residuo de lisina como ligando proximal, em vez do habitual residuo de histidina
presente nos citocromos do tipo c. Este tipo de coordenagao é exclusivo desta proteina e esta
apenas presente no hemo 1, sendo que os outros hemos da enzima apresentam o motivo de
ligacao tipico dos hemos ¢, com histidinas como ligandos proximais e distais (coordenagao bis-
His). Estes grupos hemo sao responsaveis pela transferéncia eletronica [Bamford et al., 2002].
O hemo 1, pode ser acedido por dois canais que comunicam com a superficie da proteina, os
canais de substrato e de produto. Os anides como o nitrito chegam ao centro ativo pelo canal
de entrada de substrato, que tem uma carga eletrostatica positiva. O produto fisiolégico da
reagao, o catido amoédnia, passa por um segundo canal localizado no lado oposto do canal de
entrada de substrato, cuja superficie apresenta uma carga eletrostatica predominante negativa.
Estas caracteristicas eletrostaticas sdo consideradas importantes para atrair os ides de nitrito
negativamente carregados, ao centro ativo, e para levar os ibes de amédnia positivamente
carregados, para o exterior da enzima, sendo uma das possiveis justificagdes para a elevada
eficiéncia catalitica da ccNiR. Os residuos que compdem a cavidade do centro ativo garantem
um potencial eletrostatico positivo, o que facilita a permanéncia de anides intermediarios, que
se vao formando ao longo da reagao, na cavidade.

Além da conversdo do nitrito a amoédnia, a ccNiR catalisa também a redugdo de NO e de
hidroxilamina (NH,OH), que sao possiveis intermediarios da redugao catalitica do nitrito, com
atividades especificas de 1,2% e 50% relativamente a atividade para o nitrito [Bamford et al.,
2002]. Esta enzima apresenta também atividade vestigial para a redugao do sulfito [Pereira et
al., 1996].
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1.3Biossensores de Glucose

1.3.1 Importancia

A glucose é um hidrato de carbono simples (monossacarideo), sendo o agucar mais importante
no metabolismo humano. O valor médio de glucose no sangue humano é de 72 mg/dL, sendo
que este valor pode variar ao longo do dia. Os valores anormais da concentragdo de glucose
no sangue podem ser indicativos da alteragado do estado de saude ou de alguma doenga, como
por exemplo a diabetes [http://www.diabetesatlas.org/resources/2015-atlas.html]. A diabetes é
uma doenga cronica que ocorre quando o pancreas nao produz insulina ou quando o
organismo nao consegue utilizar a insulina produzida, o que pode levar ao desenvolvimento de
uma série de problemas de saude incapacitantes  ou mesmo fatais
[http://www.diabetesatlas.org/resources/2015-atlas.html]. Apesar de n&o haver cura para esta
doenga, o principal tratamento passa por manter os niveis de glucose no sangue dentro de
limites aceitaveis (inferior a 180 mgdL'1). Além disso, sabe-se que monitorizagdo continua da
glucose no sangue reduz, a longo-prazo, as complicagdes causadas pela doenga e,
consequentemente, o sofrimento humano resultante destas complicagbes, bem como os custos
econdémicos associados a monitorizagao, controlo e intervengao meédica
[http://www.diabetesatlas.org/resources/2015-atlas.html; Mealey e Oates, 2006]. Para uma
melhor qualidade de vida dos pacientes, desde cedo tentou-se desenvolver dispositivos
precisos e autbnomos, capazes de medir os niveis de glucose in situ e em tempo real.

1.3.2 Monitorizagao da glucose

Os niveis de glucose no sangue podem, atualmente, ser monitorizados usando diferentes tipos
de dispositivos. Todos os testes de detegdo da glucose disponiveis comercialmente, sejam
eletroenzimaticos ou colorimétricos, baseiam-se na quantificagdo da reacdo de oxidagao da
glucose catalisada pela enzima GOx [Steine et al., 2011]. Existem varios métodos de
espectroscopia utilizados para a quantificagdo da glucose in vivo, tais como a espectroscopia
de fluorescéncia (GOx e sensores fluorescentes), espetroscopia de infravermelho,
espetroscopia de Raman e a detegao colorimétrica de glucose [Coté e McNichols, 2003]. Ao
longo dos anos, os testes eletroquimicos ganharam vantagem por varias razdes, incluindo a
precisao e a capacidade de medir a glucose em volumes de sangue extremamente pequenos.
Atualmente a grande maioria dos testes presentes no mercado compreende estas vantagens
[Heller e Feldmand, 2008; Steiner et al., 2011; Wu et al., 2011].

1.3.3 Enzima GOx

Os biossensores eletroquimicos de glucose sao baseados, em geral, em uma das trés
enzimas; hexoquinase, glucose-oxidase (GOx) ou glucose-desidrogenase (GDH) [Price, 2003].
Devido a sua facil obtengao, ao seu custo relativamente baixo e a sua grande estabilidade, a
GOx é a enzima mais amplamente utilizada como agente de reconhecimento biolégico para a
determinagao da glucose [Bankar et al., 2009].

A GOx é uma flavoproteina que catalisa a oxidagao da -D-glucose em D- glucono-0-lactona e
peréxido de hidrogénio, utilizando oxigénio molecular como recetor de eletrbes. As fontes
microbianas mais comuns para a produgao de GOx sado Aspergillus, Penicillium, e as espécies
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Saccharomyces [Bankar et al., 2009]. A GOx utilizada no presente trabalho é originaria do
Aspergillus niger tipo Il. O pH tem um papel importante na manutencao da estrutura apropriada
da GOx, sendo que o pH 6timo para esta enzima, se situa entre 5,0 a 7,0. Outro paradmetro
essencial na atividade desta enzima é a temperatura; para a GOx originaria de A. niger a
temperatura 6tima situa-se entre os 40 e os 60 °C [Bankar et al., 2009].

A GOx contém o cofactor redox dinucleétido de flavina e adenina (FAD). Este funciona
inicialmente como aceitador de eletroes e é reduzido a FADH, durante o ciclo catalitico da
enzima. O cofactor é regenerado por reagdo com o oxigénio, conduzindo a formagao de
peroxido de hidrogénio — Figura 1.10.

Acido Glucorénico

GOx
[FAD] Hz0,

Figura 1.10 - Diagrama esquematico das reagbes da GOx.

1.3.4 Estado de Arte

Desde os primeiros trabalhos realizados na década de 60, o desenvolvimento de biossensores
de glucose tem vindo a ser explorado, de forma a obter biossensores de baixo custo e
confiaveis, com uma alta sensibilidade e seletividade. Os biossensores de glucose baseados
na GOx tém sido bastante estudados ao longo dos anos devido a elevada procura de métodos
para a monitorizagao fiavel e sensivel de glucose no sangue, quer no contexto de analises
clinicas como na investigagao. [Rahman et al., 2010; Liu et al., 2016].

Para a criagdo de novos biossensores de glucose, foram desenvolvidos numerosos processos
e metodologias (secgado 1.3.2), sendo que nos ultimos 40 anos os biossensores de glucose
eletroquimicos tém atraido maior atengao devido a sua sensibilidade e seletividade. [Rahman
et al., 2010].

A Tabela 1.2 apresenta alguns biossensores eletroquimicos de glucose, reportados nos ultimos
quatro anos, que fazem uso da enzima GOx, como elemento de bioreconhecimento,
imobilizada em diversos tipos de matrizes. Para além destes dispositivos (Tabela 1.2), é
possivel encontrar varios outros trabalhos relatados na literatura, porque as areas médicas e
farmacéuticas tém investido cada vez mais no desenvolvimento de biossensores para a
detegdo da glucose devido ao aumento do numero de pessoas com diabetes
[http://www.diabetesatlas.org/resources/2015-atlas.html; Yoo, e Lee, 2010].
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Tabela 1.2 - Descrigédo e parametros analiticos de alguns biossensores eletroquimicos de glucose apresentados nos ultimos quatro anos na literatura,
utilizando a enzima GOx para determinagao de glucose.

Enzima Preparagao do Intervalo Linear (mM) Sensibilidade (|.|AmM'1cm'2) Tempo de resposta Referéncia
Sensor (s)
GOx GOx imobilizada com 0,5-18 2140 5 Senel et al., 2013

FAD e poli(acido tiofeno-
3-borénico) (PTBA)

GOx GOx imobilizada com 0,1-27 1,85 5 Unnikrishnan et al.,
6xido de grafeno 2013
reduzido (RGO)

GOx GOx imobilizada com 0,01 -6,5 7,95 5 Mani et al., 2013

6xido de grafeno —
multicamada de
nanotubos de carbono
(ERGO-MWCNT)

GOx GOx imobilizada com 0,1-27 1,85 - Unnikrishnan et al.,
6xido de grafeno 2013
reduzido (RGO)

GOx GOx imobilizada com 0,005 -1,32 0,0232 3 Yang et al., 2014

nanorods de diéxido de
titanio (TCS-TiOy)
GOx GOx imobilizada com 0,06-23,2 0,266 11 Palanisamy et al.,
multicamada de 2014
nanotubos de carbono —
6xido de grafeno
(MWCNT/GO)
GOx GOx imobilizada com 0,001 -1 156,27x']06 2 Anusha et al., 2015
nanoparticulas de
quitosano
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GOx

GOx

GOx

GOx

GOx

GOx

GOx

Quitosano/GOx/cadeias
de grafite modificadas
com azul de Prussia
(PB-G)

GOx imobilizada com
nanoparticulas de ouro
eletrodepositadas em
PVP-PANI/Nafion

GOx imobilizada com
ouro Nanoporoso

GOx imobilizada com
compésito de grafeno
(GR)/MnO2

GOx imobilizada com um
nanocomposito de ouro
(Au/MXene/Nafion
GOx imobilizada com
sulfeto de estanho
revestido com carbono
(SNS)

GOx imobilizada com
6xido de grafeno
conjugado com
nanoparticulas
magnéticas (RGO-
Fe304)

0,03-1

0,05 -2,25

0,05-10

0,04 -2

0,1-18

0,03-0,7

0,05-1

641,3

9,62

12,1

3,3

4,2

4,39x10*

59

Lee et al., 2015

Miao et al., 2015

Wu et al., 2015

Liu et al., 2016

Rakhi et al., 2016

Chung et al., 2017

Pakapangpan e
Poo-arporn, 2017
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1.4 Sistema de remoc¢ao de oxigénio

A maioria dos biossensores eletroquimicos baseados em redutases sao utilizados em
condigdes anaerdbias, sendo a eliminagdo do oxigénio do eletrdlito realizada através do
borbulhamento com um gas inerte (argon ou azoto). A remogao do oxigénio € determinante,
pois este pode contribuir para a corrente medida no potencial de trabalho, e pode ainda oxidar
a superficie do elétrodo e reagir com os reagentes e/ou produtos da reagdo em estudo
[Rodrigues, 2013].

Trabalhar em condi¢gdes anaerébias € uma desvantagem que limita a aplicagdo de redutases
em biossensores usados fora do meio laboratorial, € como tal é importante desenvolver
meétodos alternativos para a remogéo do oxigénio nas amostras a analisar. Mas para ser um
sistema de remogéao de oxigénio tdo eficaz como a remogado com gas inerte, este sistema tera
que ser capaz de assegurar as condigdes anaerobias durante todo o ensaio, nao interferir com
0 processo eletroquimico nem com o elemento de bioreconhecimento ou com os mediadores
envolvidos na quantificagdo do analito, apresentar uma rapida cinética de redugao do oxigénio,
para minimizar o tempo de espera necessario para atingir as condi¢gdes anaerobias e ser
auténomo, i.e., ndo necessitando de equipamento especializado [Plumeré et al., 2012]. Assim,
Plumeré et al., (2012) aplicou num biossensor amperométrico de nitrato um sistema capaz de
remover o oxigénio do eletrélito baseado nas enzimas glucose-oxidase (GOXx) e catalase (Cat).
Este sistema de captacido de oxigénio permite trabalhar com a célula eletroquimica aberta, em
contacto com o ar [Plumeré et al., 2012]. A GOx catalisa a oxidagao da glucose na presencga de
oxigénio e liberta peréxido de hidrogénio (Equagado 1.7). De seguida, num segundo passo, o
peréxido de hidrogénio resultante da reagédo (1.7) é desproporcionado em agua e oxigénio,
reagao catalisada pela enzima catalase (Equagao 1.8). As moléculas de oxigénio regeneradas
pela catalase sao ainda reduzidas pela oxidase. Na reagdo global (1.9), duas moléculas de
glucose sao necessarias para a redugdo de uma molécula de oxigénio.

H,0, - 10, + H,0 (1.8)
0, + 2C4Hy,0 — 2CoHy006 + 2H,0 (1.9)

O sistema de remogao de O, consegue assim remover o oxigénio dissolvido no eletrdlito,
enquanto que os reagentes, os catalisadores, os intermediarios da reagdo e produtos
envolvidos na reagdo de redugao do oxigénio — Figura 1.11 - ndo sao detetados
electroquimicamente [Plumeré et al., 2012].
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Figura 1.11 - Esquema do sistema de remocéao de O, GOx-Catalase [Rodrigues, 2013].

No presente trabalho, este sistema foi primeiro utilizado para a remogado do oxigénio em
solugdo, e numa segunda parte tentou-se imobilizar este sistema numa matriz de sol-gel, e
desta forma explorar o seu funcionamento quando imobilizado na superficie do elétrodo. A
atividade das enzimas que o integram foi também estudada, o que deu origem a um sistema de
detegao de glucose.

1.5 Objetivos

No seguimento de trabalhos anteriormente realizados no nosso grupo de investigagao sobre o
desenvolvimento de biossensores amperométricos para a detegdo de nitrito usando a enzima
redutase de nitrito (ccNiR) de Desulfovibrio desulfuricans ATCC 27774, e tendo-se obtido
resultados preliminares promissores com a imobilizagdo da enzima na presenga de
surfactantes, o primeiro objetivo deste trabalho consistiu em fazer uma otimizacdo dos
parametros analiticos do biossensor através da escolha de um eletrdlito de suporte e uma
matriz de imobilizagdo adequada (surfactantes, o polimero PEG 400 e sol-gel). Para tal, a
resposta do biossensor ao nitrito foi avaliada em termos da sua sensibilidade, e gama de
linearidade.

O segundo objetivo deste trabalho, foi realizar a imobilizagdo de cada uma das enzimas do
sistema de remocgédo de O, (GOx e catalase) na superficie do PGE com a matriz de sol-gel
isoladamente e em conjunto, testando-se varias configuragdes de elétrodo.

Por fim, foi realizado a imobilizagdo deste mesmo sistema, assim como da ccNiR, na matriz de
sol-gel.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e proteinas

O acido cloridrico (36,46 gmol'1; 237%), o Trizma® base (121,14 gmol'1), o fosfato de potassio
dibasico trihidratado (228,22 gmol'1), o fosfato de sodio monobasico (119,98 gmol'1), o]
hidréxido de sodio (40 gmol'1), o0 n-dodecil-sulfato de sodio (SDS, 288,4 gmol'1), a glucose
(180,16 gmol'1), o polietilenoglicol 400 (PEG 400, d= 1,128 gmL'1), e a solugao de silicato de
sodio (d=1,39 gmL'1) foram obtidos da Sigma Aldrich. O cloreto de potassio (74,55 gmol'1) eo
nitrito de sodio (69 gmol'1) foram adquiridos a VWR. O n-dodecil-B-D-maltosideo (DDM, 510,6
gmol'1) foi adquirido a Calbiochem®. O acido sulfarico (d= 1,84 gcm'3) foi adquirido a Panreac.
A catalase (proveniente de figado de bovino; 5000 Umg'1sc'>lido), a glucose oxidase (GOx)
(originaria de Aspergillus niger tipo I, 17300 Ug'1s<’)lido), e o citocromo c (originario de coragao
de cavalo; 12,384 kDa) foram obtidos a Sigma Aldrich.

As solugdes foram preparadas com agua desionizada (p = 18,2 MQcm) obtida com um sistema
Millipore da Milli-Q.

2.1.1 Preparacgao das solugoes

As solugdes de Tris-HCl e KCI foram preparadas com Trizma® base e cloreto de potassio,
tendo-se acertado o pH a 7,6 com acido cloridrico. O tampéao PB foi preparado a partir da
mistura de 100 mM fosfato de s6dio monobasico com 100 mM fosfato de potassio dibasico
trinidratado até atingir o valor de pH desejado.

As solugdes padrao de nitrito de sédio (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 mM) foram preparadas em 2 mM
hidréxido de sodio para prevenir a degradagao do nitrito.

2.2 Quantificagao da enzima ccNiR

A redutase do nitrito (ccNiR) disponibilizada para a realizagdo desta tese foi purificada de
acordo com o método usado por Almeida (2003) [Almeida, 2003]. O conteldo proteico foi
determinado com o kit B/IO-RAD Protein Assay (BIO-RAD), baseado no método de Bradford,
este emprega o corante Coomassie® Birilliant Bue G-250, cujo maximo de absorg¢ao se desloca
de 465 para 595 nm quando ligado a proteina. Utilizou-se citocromo ¢ como padrao [Bradford,
1976].

Foram testados 3 lotes de enzima (numerados em laboratério) sendo que no lote VIl obteve-se
um conteudo proteico de 0,955 mgmL'1, no lote V 1,962 mg mL™" e no lote C 2,275 mgmL'1; 0s
diferentes lotes foram preservados a -20 °C em tampao PB 100 mM, pH 7,6. Apds a realizagao
de ensaios preliminares com os varios lotes de enzima, selecionou-se o lote V para o restante
trabalho experimental.

2.3 Eletroquimica

Os ensaios de voltametria ciclica foram realizadas num potenciéstato Autolab PGSTAT12 da
Eco-Chemie, controlado através do soffware GPES 4.9. Utilizou-se uma velocidade de
varrimento de 0,05 Vs, numa janela de potencial de -0,1 a -0,8 V vs Ag/AgCI (salvo indicagao
contraria). Para a determinagédo dos valores de corrente de pico utilizaram-se as ferramentas
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de analise do software GPES, tragando-se linhas de base manuais lineares, para cada
voltamograma. No caso do biossensor de nitrito, as correntes cataliticas foram determinadas
no potencial de inversao (-0,8 V vs Ag/AgCl), e no biossensor de glucose, foram determinadas
no pico catédico dos voltamogramas.

2.3.1 Célula eletroquimica

Os ensaios de eletroquimica foram realizados numa célula de vidro de um unico compartimento
com um sistema convencional de trés elétrodos. Para assegurar a completa remogao de nitrito
residual entre cada ensaio, a célula eletroquimica foi primeiro lavada com uma solugdo de
acido sulfurico (32% (m/V)) durante 5 minutos, seguida de nova lavagem com agua
desionizada e secagem com ar comprimido.

Foi usado um elétrodo de trabalho de grafite pirolitica basal (PGE, @=3 mm), fabricado no
laboratério com grafite adquirida & GE Quartz, um elétrodo de referéncia de Ag/AgCl e um
contra-elétrodo de platina em fio (Pt) que foram fornecidos pela Radiometer (Figura 2.1).

R |
J

Elétrodo de referéncia

Elétrodo de trabalho

Contra-elétrodo de platina

Figura 12.1 -Célula eletroquimica com o sistema convencional de 3 elétrodos, usada
neste trabalho.

Em alternativa, foram usados elétrodos Screen-Printed de pasta de carbono (SPE, @ =4 mm) -
DRP-C110, adquiridos a DropSens, que incluem, num mesmo suporte de porcelana, o elétrodo
de trabalho, o contra-elétrodo (ambos de pasta de carbono) e o elétrodo de referéncia. Os
resultados referentes a estes ensaios encontram-se no anexo B.

2.3.2 Eletrélito suporte

Os ensaios foram realizados em 10 mL de eletrélito suporte a temperatura ambiente (2213 °C),
salvo indicagao contraria. Foram testadas 3 solugdes diferentes: Tris-HCI 100 mM pH 7,6 e KCI
100 mM; Tris-HCI 50 mM pH 7,6 e KCI 100 mM e tampao fosfato (PB) 100 mM, pH 7,6.

Para a remogao do oxigénio do eletrdlito suporte, utilizaram-se dois métodos distintos.

a) Borbulhamento com um gas inerte — argon
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O eletrdlito suporte foi desarejado através do borbulhamento com argon durante 15 minutos,
antes do inicio dos ensaios, tendo-se mantido a atmosfera de argon no interior da célula
eletroquimica durante a realizagdo dos mesmos.

b) Sistema de remogéao de O,

Antes da realizagdo dos ensaios, foram adicionadas GOx (15 UmL'1), Cat (2000 UmL'1) e
glucose (80 mM) ao eletrdlito suporte. A solugao foi agitada durante 15 minutos para promover
a remocao do oxigénio. A cat foi preparada a uma concentragéo de 50000 UmL™", a glucose a 1
M, e a GOx a 375 UmL™ em tampéao PB 100 mM, pH 7,6.

2.4 Preparacgao do elétrodo de trabalho

2.41 Limpeza

Os elétrodos de trabalho (PGE) foram limpos através do polimento da sua superficie, antes de
cada ensaio, sobre um material aveludado com uma suspensido de particulas de 6xido de
alumina (9= 0,3 um, Buelher), seguido de lavagem com &gua desionizada. O elétrodo foi
mergulhado em agua desionizada e colocado num aparelho de ultrassons durante 5 minutos,
para remover vestigios de alumina, novamente lavado com agua desionizada e por fim seco
com ar comprimido.

2.4.2 Imobilizagao das enzimas

As enzimas (ccNiR, GOx e Cat) foram imobilizadas no elétrodo de trabalho separadamente,
isoladas ou em misturas, com agentes de imobilizagdo. O procedimento consistiu na deposi¢ao
de uma gota de enzima (ou misturas) na superficie do elétrodo, deixando-se secar ao ar
durante cerca de 45 minutos. Em alternativa a enzima e os agentes de imobilizagdo foram
aplicados sequencialmente em camadas na superficie do elétrodo. Apdés a secagem do
material depositado no elétrodo, este foi usado de imediato. As varias configuragbes de
eléctrodo preparadas e respetivos métodos de imobilizagao sdo descritos de seguida.

A) Biossensores de nitrito — imobilizagao da ccNiR

* Adsorgao simples

O elétrodo foi modificado com uma gota de solugao de ccNiR, contendo 41,8 pmol de proteina,
depositada na superficie do elétrodo.

* Em detergentes

o n-dodecil-B-D-maltosideo (DDM) e n-dodecil-sulfato de sédio (SDS)
A enzima foi misturada com os surfactantes, numa concentragado correspondente a duas vezes

a sua concentragao micelar critica (0,18 mM para DDM, 8,1 mM para SDS), e incubada durante
30 minutos a temperatura ambiente (22+3 °C). Seguidamente, uma gota de 3 pL da mistura,
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contendo 33,3 pmol de ccNiR, foi aplicada no elétrodo de trabalho (PGE).

« Em Polietilenoglicol 400

A enzima foi imobilizada na presenca de 6% (v/v) PEG 400, tendo-se seguido o procedimento
utilizado com os surfactantes SDS e DDM.

+  Em sol-gel

O sol-gel foi preparado a partir de uma mistura de silicato de sédio 57 mM e PEG400 6% (v/v),
cujo valor de pH foi ajustado para 7, com HCI.

De seguida, depositaram-se sequencialmente 3 puL de ccNiR e 3 pyL da mistura de sol-gel na
superficie do elétrodo de trabalho, deixando-se secar entre as deposigdes.

+ Co-imobilizagdo com as enzimas usadas no sistema bienzimatico remogéao de O,

Comegou-se por imobilizar a ccNiR no PGE. De seguida depositaram-se 3 puL da enzima do
sistema de remocéo de O, GOx e/ou Cat, e por fim 3 yL da mistura de sol-gel, deixando-se
secar entre deposigoes.

B) Sistema bienzimatico remocgéao de O,

As enzimas do sistema bienzimatico, GOx e Cat, foram imobilizadas no PGE com sol-gel. Para
tal, depositaram-se 3 uL de mistura das enzimas (contendo 150 e 1,1 U de Cat e de GOx,
respetivamente) e 3 uL da mistura de sol-gel, deixando-se secar entre cada aplicagdo. Em
todas as situagdes a glucose foi adicionada a solugao.

Foram testados diferentes métodos de deposigcdo (misturas de enzima(s) e sol-gel em varias,
camadas ou sanduiche e ordens de aplicagdo das enzimas e sol-gel no elétrodo, sendo que “/”
simboliza uma camada e “+” significa que os componentes foram adicionados numa mistura, o
que resultou na preparagao das seguintes configuragdes:

*+ Em camadas:
PGE/GOx+sol-gel;
PGE/Cat+sol-gel;
PGE/GOx/Cat/sol-gel;
PGE/Cat/ GOx/sol-gel;
PGE/sol-gel/Cat/GOx;
PGE/sol-gel/GOx/Cat;

000 UToD

* Em sanduiche:
a. PGE/Cat+sol-gel/GOx+sol-gel;
b. PGE/GOx+sol-gel/Cat+sol-gel.

» Misturas:
a. PGE/Cat+GOx+sol-gel
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C) Biossensor de glucose — imobilizagao da GOx
+ Com sol-gel

Para a preparagao dos biossensores de glucose, depositaram-se 3 yL de GOx (1,1 U) no PGE,
deixando-se secar por 45 minutos. De seguida, foram depositados 3 pL da solugdo de sol-gel,
deixando-se secar novamente durante aproximadamente 1 hora.

2.5 Atividade dos bioelétrodos

2.5.1 Resposta ao nitrito

Previamente aos testes de atividade dos bioelétrodos, realizaram-se 15 voltamogramas ciclicos
seguidos, até o sinal obtido ser reprodutivel, i.e., até os voltamogramas serem sobreponiveis.
Para avaliar a resposta do biossensor (modificado com ccNiR) ao nitrito, foram sucessivamente
adicionados volumes de solugbes padrao de nitrito de sodio (0,01; 0,1; 1; 10 e 100 mM), a
célula eletroquimica.

2.5.2 Resposta a glucose

Para avaliar a resposta do biossensor de glucose, foram realizadas adi¢gdes de solugdes
padrdao de glucose (0,1 e 1 M) preparadas previamente, a célula eletroquimica, contendo
eletrélito suporte ndo desarejado. Entre cada adigado, a solugao foi agitada com uma barra de
agitacdo magnética, durante 1 minuto, para promover a homogeneizagao.

2.6 Calculo dos parametros analiticos e cinéticos dos biossensores

A sensibilidade da resposta dos biossensores de nitrito foi determinada a partir do declive da
curva de regressao linear ajustada aos dados de variagéo de intensidade de corrente catalitica
com a concentragao de nitrito (no intervalo de resposta linear). Para o calculo da sensibilidade,
os valores de intensidade de corrente foram convertidos em densidade de corrente, utilizando
para tal a area geométrica do elétrodo de trabalho, que no caso do PGE é de 0,071 cm?, e no
caso do SPE é de 0,139 cm?. O intervalo de linearidade corresponde a gama de concentragdes
na qual a intensidade de corrente catalitica & proporcional a concentragao de nitrito.

O desempenho dos biossensores, € geralmente avaliado considerando para o limite de
detegao (LOD), para além da sensibilidade e do intervalo de linearidade. Contudo, os valores
calculados no decorrer do trabalho com os diversos métodos de célculo descritos na literatura,
apresentavam-se bastante abaixo do limite inferior do intervalo de linearidade, tendo-se
decidido ndo usar este parametro.

Os valores dos parametros cinéticos aparentes dos biossensores, referentes as constantes de
Michaelis-Menten obtiveram-se utilizando o programa GraphPad Prism v6.0 para o ajuste de
dados.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizagao do biossensor de nitrito

Na sequéncia dos resultados promissores anteriormente obtidos no nosso grupo de
investigacdo e no ambito do desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para a detegao
de nitrito baseados na enzima ccNiR (Silveira et al., 2010(a); Monteiro et al., 2015), a primeira
etapa deste trabalho consistiu numa otimizagdo mais fina dos parémetros analiticos do
biossensor de nitrito, em concreto, fez-se variar a composigéao do eletrélito suporte bem como
se testou a incubagao prévia da enzima em detergentes ou polimeros hidrofilicos.

3.1.1 Eletrélito suporte

Em primeiro lugar, comparou-se a atividade dos biossensores em 3 eletrdlitos suporte com o
mesmo valor de pH, mas forgas idnicas ligeiramente diferentes, nomeadamente Tris-HCI 100
mM pH 7,6 em KCI 100 mM; Tris-HCI 50 mM pH 7,6 em 100 mM KCI, e PB 100 mM, pH 7,6.
Nesta fase, a ccNiR foi imobilizada por adsorgao fisica diretamente na superficie do elétrodo de
grafite pirolitica (PGE) - Figura 3.1. O voltamograma ciclico mostrado na Figura 3.1 ilustra a
resposta eletroquimica direta de ccNiR, na auséncia de nitrito e usando Tris-HCI 100 mM pH
7,6 em KCI 100 mM como eletrdlito suporte. Tal como se pode ver, o voltamograma ciclico
apresenta um pico catodico bastante largo e mal-resolvido, a cerca de —0,4 V vs Ag/AgCl, que
foi anteriormente atribuido a redugao dos 14 grupos hemos da ccNiR por Almeida et al., (2007),
mas também podera dever-se a redugido de nitrito residual presente na célula eletroquimica
[Almeida et al., 2007]. Por sua vez, o pico de oxidagao, centrado a cerca de -0,250 V, é
praticamente impercetivel, pelo que o sistema eletroquimico é geralmente classificado como
irreversivel (Anexo A).

Intensidade de Corrente (pA)

0.9 08 0.7 06 05 04 03 02 -0,1
Potencial (V) vs Ag/AgCI (sat.)

Figura 13.1 - Voltamograma ciclico do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR (41,8
pmol), na auséncia de nitrito. Eletrolito suporte Tris-HClI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM
desarejado com argon; velocidade de varrimento = 0,05 vs™.

A resposta eletroquimica do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR, na presenga de
concentragdes crescentes de nitrito, no eletrélito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI
100 mM KCI, é demonstrada na Figura 3.2A.
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Figura 3.2 - A) Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR (41,8
pmol) obtidos na presenga de concentracdes crescentes de nitrito (0,05 - 176,4 uM). Eletrdlito
suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM KCI, desarejado com argon. Velocidade de
varrimento = 0,05 Vs, B) Curva de calibragéo (y=-0,057x-1'9; r2=0,999) correspondente a
variagao da corrente catalitica em fungdo da concentragdo de nitrito. Correntes cataliticas
medidas no potencial de inversdo a -0,8 V vs Ag/AgCl. C) Variagdo da corrente catalitica em
funcéo da concentragdo de nitrito com os diferentes eletrdlitos testados (A - Tris-HCI 50 mM em
KCl 100 mM; #- Tris-HCI 100 mM em KCI 100 mM; e —PB 100 mM). As linhas continuas
representam as simulag¢des de Michaelis-Menten de cinética enzimatica.

Os voltamogramas ciclicos mostram um aumento das correntes catédicas em fungdo da
concentragao de nitrito na célula eletroquimica. Isto deve-se a reagao de redugao de nitrito a
amonia catalisada pela ccNiR imobilizada no elétrodo, de acordo com a seguinte equagao:

NO; + 8HY + 6e” » NH} + 2H,0  (3.1)

O processo eletrocatalitico global, encontra-se esquematizado na Figura 3.3; apds a redugéao
da ccNiR na superficie do elétrodo (reagao heterogénea), segue-se a reducgao catalitica do
nitrito numa reagdo quimica homogénea, onde é produzida amoénia, e da qual resulta a
regeneragao da sua forma oxidada. Desta forma estamos perante um mecanismo do tipo EC
(ElectroChemical/Chemical), no qual apdés a reagao eletroquimica da redugdo da ccNiR no
elétrodo, ocorre uma reagao quimica acoplada, a redugéo do nitrito a amadnia.
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Figura 3.3 - Representagdo esquematica do mecanismo da reagdo do biossensor de nitrito
baseado na resposta eletroquimica direta da ccNiR [Silveira, 2011].
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A curva de calibragao associada a resposta eletroquimica do biossensor a adigao de nitrito esta
representada na Figura 3.2B; a corrente catalitica (medida no potencial de inversdo do
voltamograma ciclico e corrigida relativamente ao branco obtido na auséncia de analito) é
proporcional a concentragao de nitrito no intervalo 0,05 a 18 yM. De acordo com o declive da
curva de calibragao representada, a sensibilidade deste biossensor para o nitrito é de 0,72 AM
em?

Os parametros analiticos obtidos com os demais eletrdlitos suporte estao representados na

Tabela 3.1.

Tabela 3.1 -Parametros analiticos e valores dos parametros cinéticos, do biossensor de nitrito
baseado no sistema PGE/ccNiR com os diferentes eletrélitos de suporte testados.

Sensibilidade Intervalo de app ap
(AM'cm?)  Linearidade (um) ™ (MM) Imax ™ (WA)
Tris-HCI 50 mM em KCI
100 mM (n=2) 0,9 (+0,1) 0,5/1,9 - 31 0,041 (+ 0,007) 4,5 (+0,3)
Tris-HCI 100 mM em KCI
100 mM (n=2) 0,76 (+0,04) 0,05 — 18/31 0,039 (£ 0,007) 3,09 (+ 0,07)
PB 100 mM (n=2) 0,71 (x0,06) 0,05-18 0,09 (+ 0,03) 5(x2)

Da anadlise dos resultados da Tabela 3.1, conclui-se que o biossensor apresenta valores de
sensibilidade relativamente mais elevados com o eletrélito de suporte Tris-HCI 50 mM pH 7,6
em KCI 100 mM, mas também apresenta um maior erro. Relativamente as gamas de
linearidade, estas s&o bastante semelhantes entre os eletrélitos, ndo sendo possivel fazer uma
escolha entre elas. Contudo, a sensibilidade apresentada para o tampao PB é ligeiramente
inferior aos outros dois, o que estad de acordo com o trabalho reportado por Stach, et al. em
2000, no qual a atividade da ccNiR diminui na presenca deste tampao [Stach et al., 2000].
Além disso, o K,**® tende a ser maior neste tamp&o (ver discuss&o abaixo). Assim, e tendo em
conta que os resultados foram reprodutiveis com o eletrélito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6
em KCI 100 mM, optou-se por prosseguir o trabalho com esta solugao.

Na Figura 3.2C observa-se a variagdo da intensidade de corrente catalitica numa gama mais
ampla de concentragdes de nitrito, para os trés eletrolitos suporte testados. Os resultados
mostram um aumento das correntes cataliticas até cerca de 0,1 mM de nitrito, atingindo-se um
patamar para concentragdes mais elevadas. Este comportamento demonstra que a resposta
eletroquimica da ccNiR ao nitrito, segue uma cinética enzimatica de Michaelis — Menten, na
presencga dos 3 eletrélitos suporte.

Os valores aparentes dos parametros cinéticos, K, e |nsx do biossensor obtidos na presenga
dos diferentes eletrélitos suporte testados s&o apresentados na Tabela 3.1. Os valores de K,,**"
nos eletrélitos suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM e Tris-HCI 50 mM pH 7,6 em
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100 mM KCI, sdo muito semelhantes entre si, ao invés do valor obtido em PB 100 mM, pH 7,6,
que apresenta um valor superior, 0 que podera indicar uma menor afinidade da enzima para o
nitrito nestas condigdes.

3.1.2 Incubagao em compostos anfifilicos ou hidrofébicos

Apods a escolha do eletrdlito suporte mais adequado, a segunda etapa do trabalho passou pelo
teste do efeito de alguns compostos anfifilicos na atividade catalitica da ccNiR. Assim, importa
mencionar que os resultados prévios obtidos por Silveira (2011), mostravam que a incubagao
em diferentes detergentes afeta significativamente a resposta eletroquimica direta de ccNiR,
pelo que a sua influéncia nos parametros analiticos merece ser estudada mais a fundo
[Silveira, 2011]. Refira-se que os dois surfactantes escolhidos sao capazes de formar
membranas na superficie do elétrodo o que constitui um ambiente apropriado para a
imobilizagdo de proteinas de membrana, tais como a ccNiR. Ambos (DDM e SDS) foram
usados com uma concentragao correspondente a 2xCMC para garantir que, sobre o elétrodo,
poderiam ser formadas biomembranas, a partir das micelas em solugéo, e desta forma poder
comparar os efeitos dos surfactantes sobre a resposta eletroquimica da enzima ccNiR em
condigdes equivalentes. O biossensor foi preparado pela a deposicao de uma mistura de
enzima e surfactante na superficie do elétrodo de grafite pirolitica. Preparou-se ainda um
controlo, que consistiu na deposi¢cao de uma mistura de enzima e agua destilada, na superficie
do PGE. A resposta ao nitrito foi avaliada por voltametria ciclica na presenga de diferentes
concentragbes do substrato. Os voltamogramas ciclicos destes bioeléctrodos obtidos na
auséncia de substrato sao exibidos na Figura 3.4.

0,10 e

0,00

Controlo
0,05

-0,15

Intensidade de Corrente (pA)

-0,20

-0,25
-09 -0,8 -0,7 -0,6 -0,5 -04 -03 -0,2 -0,1 0

Potencial (V) vs Ag/AgCI (sat.)

Figura 3.4 - Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema
PGE/ccNiR+surfactante, na auséncia de nitrito. Eletrélito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em
KCl 100 mM, desarejado com argon. Velocidade de varrimento = 0,05 Vs Linha verde —
DDM,; linha laranja - SDS e linha azul — controlo (sem surfactantes).

Da anadlise da Figura 3.4 conclui-se que o potencial de redugdo da enzima é igual na
auséncia/presencga de surfactantes, e que a intensidade de corrente no pico € maior para o
SDS, depois para o DDM e, por fim, para o controlo. Estes resultados mostram que apesar da
quantidade de proteina depositada em todos os elétrodos ser a mesma, ha possivelmente um
maior nimero de moléculas eletroativas na presenca do SDS. Em parte, este resultado é
surpreendente, na medida em que o SDS é reconhecido pelo seu efeito desnaturante. Este
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surfactante pode estar a funcionar como um agente de solubilizagdo para os agregados
hidrofébicos que a ccNiR forma em solugédo, e consequentemente ocorre a desagregagao
destes, levando a um aumento do nimero de moléculas disponiveis para reagir diretamente
com a interface [Silveira, 2011].

A resposta eletroquimica do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+DDM, na presencga de
diferentes concentragdes de nitrito, apresenta-se na Figura 3.5A.

A)

@

Nitrito
Intensidade de Corrente (BA)
.

Intensidade de Corrente GuA)

Petancl V)8 AAGES ) [NaNO2] (M)

I//V

Intensidade de Corrente (A)

[NaNO2] (M)

Figura 3.5 - A) Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+DDM, obtidos na
presenca de concentragdes crescentes de nitrito (0,05 - 301,3 uM). Eletrélito suporte Tris-HCI 100 mM pH
7,6 em KCI 100 mM, desarejado com argon. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™t B) Curva de calibracédo
(y=-0,0465x-0,0187; r2=0,998) correspondente a variagdo da corrente catalitica em fungdo da
concentracédo de nitrito. Correntes cataliticas medidas no potencial de inverséo a -0,8 V vs Ag/AgCl. C)
Variagdo da corrente catalitica em fungdo da concentragdo de nitrito com os diferentes surfactantes
testados (A- DDM; #- SDS). As linhas continuas representam as simulagdes de Michaelis-Menten de
cinética enzimatica.

Os voltamogramas ciclicos mostram um aumento das correntes catédicas em fungdo do
aumento da concentragao de nitrito. Tal como visto nos voltamogramas ciclicos obtidos com o
sistema PGE/ccNiR (Figura 3.2A), isto indica que o biossensor de nitrito é funcional na
presenga de ambos os detergentes.

A curva de calibragao associada a resposta eletroquimica do biossensor a adigao de nitrito esta
representada na Figura 3.5B; a corrente catalitica (medida no potencial de inversdo do
voltamograma ciclico e corrigida relativamente ao branco obtido na auséncia de analito) é
proporcional a concentragdo de nitrito no intervalo 0,3 a 31 yM. De acordo com o declive da
curva de calibragao representada, a sensibilidade deste biossensor para o nitrito € de 0,66 AM"

em™.

A Tabela 3.2 reune dados sobre os pardmetros analiticos obtidos com o biossensor de nitrito
baseado no sistema PGE/ccNiR+surfactantes, SDS e DDM.
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Tabela 3.2 - Parametros analiticos e valores dos parametros cinéticos, do biossensor de nitrito
baseado no sistema PGE/ccNiR+matriz de imobilizagdo, e controlo baseado no sistema
PGE/ccNiR+agua.

Sensibilidade Intervalo de

(AM'ecm?)  Linearidade (uM) K™ (mM) Imax *° (MA)
Controlo (n=2) 0,65 (+0,07) 0,2/0,3 — 18/31 0,067 (+0,001)  4,2(x0,7)
SDS (n=2) 0,64 (+0,07) 0,3 -18/48 0,09 ( 0,05) 7 (+3)
DDM (n=2) 0,65 (+0,03) 0,3/0,5 — 31/48 0,10 ( 0,08) 6 (+3)
PEG 400 (n=2) 0,78 (+0,04) 0,5/2 - 31 0,055 (+0,001) 4.8 (+0,4)
Sol-gel (n=3) 0,41 (+0,03) 0,5/0,95 — 18/31 0,026 (+0,009) 1,03 (+0,08)

Do ponto de vista analitico, a utilizagcdo de surfactantes ndo demostrou qualquer vantagem
relativamente ao elétrodo controlo preparado apenas com ccNiR, pois quer a sensibilidade,
quer o intervalo de linearidade sao bastante semelhantes (Tabela 3.2).

A analise da variagcédo da intensidade de corrente catalitica com a concentragao de nitrito para
os biossensores preparados com DDM e SDS apresenta-se na Figura 3.5C, e demonstra que a
resposta ao nitrito € bastante semelhante, em ambos os casos. A Figura 3.5C mostra ainda um
aumento das correntes cataliticas até cerca de 0,2 mM de nitrito, as quais se tornam
constantes para concentragcdes mais elevadas. Na presenga dos dois detergentes, a resposta
eletroquimica da ccNiR ao nitrito segue mais uma vez uma cinética de Michaelis — Menten. Os
valores de K, e I,:"" do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+surfactantes sdo
também apresentados na Tabela 3.2, bem como os resultados relativos ao elétrodo de controlo
preparado na auséncia de detergentes. Os valores de K,**® sdo superiores na presenca de
SDS e DDM, indicando que a imobilizagdo da ccNiR na presenga dos surfactantes pode levar a
formagdo de uma barreira de difusdo ao analito (nitrito), que limita o seu transporte até a
enzima. A resposta do biossensor passa assim a ser controlada pela difusdo do substrato até a
camada de ccNiR imobilizada, o que resulta no aumento dos valores de Kj,.

Com o uso de surfactantes esperava-se uma melhoria da atividade da ccNiR, tal como foi
demonstrado anteriormente por Silveira, 2011, pois a ccNiR € uma enzima de membrana, e
apresenta, por isso, caracteristicas hidrofébicas quando colocada em solugdo, mostrando uma
forte tendéncia para formar agregados com uma massa molecular bastante elevada [Almeida et
al., 2003; Silveira, 2011]. A desagregagdo dos complexos da ccNiR na presenga dos
surfactantes, deveria assim aumentar o numero de moléculas disponiveis para reagir
diretamente com a interface e consequentemente aumentar a atividade do biossensor. Tal
como visto anteriormente, o biossensor preparado com o surfactante SDS apresenta valores de
corrente nao catalitica superiores aos dos outros sistemas (Figura 3.4), o que parece
corresponder a um maior nimero de moléculas a interatuar com o elétrodo. Mas apds a analise
dos parametros analiticos, estes nao revelaram qualquer melhoria de sensibilidade e intervalo
de linearidade do biossensor de nitrito. Assim, os ensaios realizados com os surfactantes ndo
demonstraram o aumento da atividade do biossensor. No decurso desta tese, outras tentativas
de melhorar a resposta do biossensor passaram pela miniaturizagdo dos dispositivos, com a
mudanga do sistema para elétrodos de pasta de carbono (SPE), nos quais foram testadas
diferentes quantidades de enzima e temperaturas de operagado do biossensor na presenca de
DDM (Anexo B). Contudo, nenhuma das estratégias utilizadas resultou numa melhoria
significativa da performance analitica do biossensor.

Adicionalmente, testou-se o efeito do polimero hidrofilico de baixo peso molecular, o
polietilenoglicol 400 (PEG 400), na resposta do biossensor de nitrito. O polimero foi testado da
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mesma forma que os surfactantes, i.e., foi depositado numa mistura com a enzima na
superficie do elétrodo. Este composto é também integrante da matriz de imobilizagao sol-gel,
utilizada em ensaios posteriores (ver abaixo secgédo 3.1.3). A sua utilizagdo como aditivo em
materiais de sol-gel provou ser altamente benéfica para a estabilizagdo de proteinas de
membrana imobilizada [Winger et al., 2009].

A resposta eletroquimica do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+PEG 400, na
presenca de diferentes concentragdes de nitrito esta representada na Figura 3.6.
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Figura 3.6 - A) Voltamogramas ciclicos com o biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+PEG
400, obtidos na presenga de concentragdes crescentes de nitrito (0,05 - 462,9 yM). Eletrélito
suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM, desarejado com argon. Velocidade de
varrimento = 0,05 vs™. B) Curva de calibracédo (y=-0,0573x-2'8; r2=0,999) correspondente a
variagao da corrente catalitica do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+PEG 400 em
funcdo da concentragéo de nitrito. Correntes cataliticas medidas no potencial de inverséo a - 0,8
V vs Ag/AgCl. C) Variacdo da corrente catalitica em fungdo da concentragédo de nitrito. A linha
continua representa a simulagao de Michaelis-Menten de cinética enzimatica.

Na Figura 3.6B observa-se a respetiva curva de calibragao associada a resposta eletroquimica
do biossensor a adigdo de nitrito; a corrente catalitica (medida no potencial de inversdo do
voltamograma ciclico e corrigida relativamente ao branco obtido na auséncia de analito) é
proporcional a concentragédo de nitrito no intervalo de 0,5 a 18 uM, e acordo com o declive da
curva de calibragao representada, a sensibilidade deste biossensor para o nitrito € de 0,81 AM
em?

Os valores obtidos para a sensibilidade e o intervalo de linearidade com o sistema
PGE/ccNiR+PEG 400 estdo apresentados na Tabela 3.2. Comparando estes resultados com
os obtidos com os surfactantes, concluiu-se que a ccNiR incubada com PEG apresenta
melhores resultados a nivel da sensibilidade, com uma melhoria na sensibilidade na ordem dos
17% em comparacédo com os surfactantes DDM, SDS e o controlo, apresentando assim uma
boa atividade catalitica. Quanto ao intervalo de linearidade, este manteve-se semelhante aos
obtidos na presenga dos surfactantes, mas menos amplo em relagéo ao controlo.

A variagao da intensidade de corrente catalitica em fungdo da concentragdo de nitrito com o
sistema PGE/ccNiR+PEG pode observar-se na Figura 3.6C. Esta variagdo demostra que a
resposta eletroquimica da ccNiR ao nitrito segue uma cinética de Michaelis-Menten na
presenga do PEG (tal como verificado anteriormente com os outros bioeléctrodos estudados).
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Os valores do K, P e 1,:°"" do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+PEG 400, estdo
apresentados na Tabela 3.2. Observa-se que este biossensor apresenta um K, inferior aos
surfactantes e até mesmo ao controlo, o que podera indicar que a enzima imobilizada com o
PEG tem uma maior afinidade para o substrato ou que havera uma menor limitagdo no
transporte de massa do nitrito, ao longo do biofilme ccNiR+PEG400.

3.1.3 Imobilizagao em Sol-gel

O objetivo de usar o sol-gel foi encontrar uma matriz de imobilizagdo que permitisse ao mesmo
tempo imobilizar a ccNiR e os componentes do sistema bienzimatico de remogao de oxigénio
molecular e assim tornar o biossensor numa unidade funcional de utilizagdo simples, sem ser
necessario remover o oxigénio das solugdes a analisar com argon.

No contexto da imobilizagao de enzimas e de outros componentes biolégicos, o sol-gel tem-se
demonstrado bastante vantajoso (ver secgédo 1.1.4.2). Neste trabalho testou-se uma matriz de
sol-gel anteriormente explorada pelo grupo de trabalho, preparada a partir da mistura de
silicato de sédio e PEG400 [Mazurenko et al., 2015]. Da composi¢céo deste sol-gel faz parte o
PEG 400, que tal como foi possivel observar anteriormente melhora a resposta da enzima.
Assim, realizaram-se ensaios com o biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+sol-gel e
comparou-se a resposta obtida com os biossensores testados anteriormente.

A analise da variagdo da intensidade de corrente catalitica em fungdo da concentragdo de
nitrito para o biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+sol-gel esta apresentada na Figura
3.7. Esta demonstra que a reposta eletroquimica de ccNiR imobilizada em sol-gel ao nitrito
segue também uma cinética de Michelis-Menten.

s o6
0 ©

-0,7
-0,6
0,5
-0,4
-0,3

Intensidade de Corrente (pA)

-0,2
-0,1

450

[NaNO2] (uM)

Figura 3.7 - Variagdo da corrente catalitica em funcdo da concentragdo de nitrito com o
biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+sol-gel. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™t
Correntes cataliticas medidas no potencial de inversdo a — 0,8 V vs Ag/AgCl. A linha continua
representa a simulagéo de Michaelis-Menten de cinética enzimatica.

Os resultados apresentados na Tabela 3.2 demonstram que a incorporagao da ccNiR na matriz
de sol-gel resulta numa diminuigdo da sensibilidade do biossensor relativamente aos
surfactantes, ao controlo e ao PEG 400. No que diz respeito ao intervalo de linearidade, este
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manteve-se constante, concluindo-se que apesar da perda significativa de sensibilidade o
biossensor de nitrito € funcional do ponto de vista analitico.

Os valores de K,™ e I,:"" do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+sol-gel, sdo
apresentados na Tabela 3.2. O valor de K, é inferior aos das outras matrizes de
imobilizagdo, o que indica que a enzima imobilizada com o sol-gel aparenta ter uma maior
afinidade pelo substrato, quando comparado com a imobilizagdo em PEG 400 ou,

alternativamente, que a difusao de nitrito esta facilitada nesta matriz de imobilizagao.

3.1.4 Remocgao do O, dissolvido

A remocgao do oxigénio € um dos passos importantes no funcionamento dos biossensores
eletroquimicos baseados em redutases de nitrito, pois 0 oxigénio pode reagir com os reagentes
elou produtos da reagédo de elétrodo em estudo, pode oxidar a superficie do elétrodo e pode
interferir na corrente medida [Rodrigues, 2013]. Normalmente, a remogao do oxigénio é feita
através de borbulhamento das solugdes com um gas inerte (neste trabalho recorreu-se ao uso
do argon), mas o processo tem inconvenientes no que diz respeito a utilizagcdo destes
dispositivos fora do ambiente laboratorial, como por exemplo, ter que se transportar uma
garrafa de gas comprimido, o que se torna impraticavel, bem como o préprio custo deste tipo
de gases. Assim, neste trabalho testou-se o sistema bienzimatico de remogéo do O, descrito
por Plumeré et al., (2012) — secgao 1.4 [Plumeré et al., 2012].

Nesta fase do trabalho, optou-se pela utilizagdo do surfactante DDM na preparagdo do
biossensor; os componentes do sistema de remocado de O, (GOx, Cat e glucose) foram
adicionados ao eletrdlito suporte. Como demonstrado por Monteiro et al., (2015), este sistema
tem a capacidade de remover todo o oxigénio em solugédo, sendo que apds 10 minutos da
adicdo do mesmo a solugdo, é possivel observar a diminuigdo da intensidade de corrente
correspondente a redugao do oxigénio [Monteiro et al., 2015].

Os voltamogramas ciclicos obtidos com o sistema PGE/ccNiR+DDM apés o borbulhamento do
eletrélito com argon, durante 15 minutos (linha preenchida) ou usando o sistema de remogéao
de O; (linha tracejado) para o mesmo fim, apdés 15 minutos da adigdo dos componentes ao
eletrélito suporte, estdo apresentados na Figura 3.8. O sinal da ccNiR é muito mais intenso
(cerca de -113 nA) com argon do que com o sistema bienzimatico de remocéao de O, (cerca de -
31,8 nA). Esta diferencga pode ser justificada por um possivel efeito de passivagao da superficie
do elétrodo pelas enzimas GOx e Cat em solugao, diminuindo assim a resposta da ccNiR.
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Figura 3.8 - Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+DDM, na
auséncia de nitrito. Eletrolito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em 100 mM KCI, desarejado com
argon ou com o sistema de remog¢éo de O, em solugéo. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™.
Linha preenchida — Uso de argon para remogéo de oxigénio; linha tracejada — uso do sistema
bienzimatico para remogao do oxigénio.

De seguida realizaram-se ensaios de resposta do biossensor ao nitrito na presenga do sistema
bienzimatico de remogao de oxigénio molecular — Figura 3.9A.
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Figura 3.9 - A) Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+DDM, obtidos na
presenca de concentragdes crescentes de nitrito (0,05 — 342,2 pM). Eletrdlito suporte Tris-HCI 100 mM pH
7,6 em KCI 100 mM, com o sistema de remogéo de Oz em solugéo. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™.
B) Curva de calibragéo (y=-0,0313x+2'7; r2=0,999) correspondente a variagdo da corrente catalitica em
fungdo da concentragdo de nitrito. Correntes cataliticas medidas no potencial de inversdo a — 0,8 V vs
Ag/AgCI. C) Variacdo da corrente catalitica em fungéo da concentragéo de nitrito.
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Os resultados mostram um aumento da corrente catalitica, que demonstra que a ccNiR
responde as adi¢gbes de nitrito, e que o biossensor é capaz de detetar nitrito na presencga do
sistema de remocado de O,. A curva de calibragdo associada a resposta eletroquimica do
biossensor representado a adigao de nitrito, mostra que a corrente catalitica (medida no
potencial de inversdo do voltamograma ciclico e corrigida relativamente ao branco obtido na
auséncia de analito), é proporcional a concentragao de nitrito no intervalo 1,8 a 31 yM, e que a
sensibilidade deste biossensor é de 0,48 AM'cm™ (Figura 3.9B).

A analise da variagao da intensidade de corrente catalitica com a concentragao de nitrito para o
biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+DDM, com o sistema de remogédo de O, em
solugao, é apresentada na Figura 3.9C. Esta, ao contrario do que se tem observado até agora,
mostra que a resposta eletroquimica da ccNiR ao nitrito na presenga do DDM, n&o segue uma
cinética de Michaelis-Menten.

A sensibilidade e o intervalo de linearidade determinados para o biossensor de nitrito utilizado
como sistema bienzimatico de remogao de O, foram de 0,33 (+0,08) AM"cm? e 2/3 — 18/31 MM,
respetivamente, e para comparagao utilizou-se os parametros analiticos apresentados na
Tabela 3.2. E possivel observar que a performance do biossensor é inferior no primeiro caso
uma vez que a sensibilidade diminui cerca de 49% e que o limite inferior do intervalo de
linearidade do sistema de remocgéao de O, (2 a 3 uM), € superior ao obtido com argon (0,3 a 0,5
uM), impossibilitando a detegao de concentragbes baixas de nitrito.

Os parametros cinéticos (Kn™™" e Imac'") ndo foram possiveis determinar na presenga do
sistema bienzimatico, pois a resposta do bioeléctrodo ao nitrito ndo segue uma cinética de
Michaelis-Menten.

3.2 Imobilizagao do sistema de remocgao de O,

Tal como reportado por diversos autores Kandimalla et al., (2006), Wang e Uchiyama, (2013), e
mais recentemente por Moreira et al., (2015), o sol-gel € uma matriz ideal para imobilizagdo de
enzimas, uma vez que permite que estas mantenham a sua atividade enzimatica, e os
processos de sintese do sol-gel sdo relativamente simples e versateis, entre diversas outras
vantagens. No presente trabalho, pretendeu-se imobilizar as enzimas que compdem o sistema
de remogao de O, na matriz de sol-gel. Numa primeira fase as proteinas foram incorporadas
isoladamente no sol-gel (primeiro a GOx e depois a Cat; de seguida procedeu-se a co-
imobilizagdo destas duas enzimas, testando-se varias configuragdes e métodos de deposi¢ao
no elétrodo) [Kandimalla et al., 2006; Wang e Uchiyama, 2013; Moreira et al., 2015].

Tal como descrito anteriormente, o sistema de remocgéao de O, é composto pela GOx e pela
Cat, e funciona do seguinte modo: a GOx catalisa a reagdo de oxidagdo da glucose na
presencga de oxigénio e liberta peréxido de hidrogénio (Equagao 3.2). Num segundo passo, o
peréxido de hidrogénio resultante da reagao da GOx é desproporcionado em agua e oxigénio,
uma reagao catalisada pela enzima Cat (Equagao 3.3). As moléculas de oxigénio regeneradas
pela Cat sdo novamente reduzidas pela oxidase, constituindo-se assim um ciclo catalitico que
vai diminuindo progressivamente a concentragao de oxigénio em solugdo. Na reagao global
(Equacao 3.4), duas moléculas de glucose sao necessarias para a redugdo de uma molécula
de oxigénio.

H,0, - 10, + H,0 (3.3)

0, + 2C4Hy,0¢ — 2CoHy006 + 2H,0  (3.4)
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3.2.1 Imobilizagao da GOx

Primeiramente, comegou-se por imobilizar a GOx em sol-gel no PGE, adicionando-se os
restantes componentes do sistema de remogéo de O,, a Cat e a glucose, ao eletrélito suporte
(Figura 3.10).
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Figura 3.10 - Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/GOx/sol-gel, com
a Cat e glucose em solugdo. Eletrdlito suporte Tris-HClI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM.
Velocidade de varrimento = 0,05 vs™t. A) -PGE/GOx/Sol-gel — linha a; Adi¢cdo de 2000 UmL" de
Cat — linha b; Adicao de 80mM de glucose —linha c; B) — Adi¢édo de glucose — linha c; 10 minutos
— linha d; 30 minutos — linha e.

Na Figura 3.10A, a linha a) mostra a resposta eletroquimica da GOx imobilizada no sol-gel,
numa solugdo contendo oxigénio. De acordo com a literatura consultada, o processo de
reducgado indicado em |, (aproximadamente — 0,450 V), refere-se a redugédo do FAD, o centro
ativo da GOx — Equacéo 3.5 [Harper e Anderson, 2010].

FAD,, + 2e~ + 2H* - FAD,.; (E® = entre — 0,447 e — 0,337 V vs Ag/AgCl) (3.5)

O processo Il (aproximadamente a — 0,620 V) corresponde a redugdo do O, a H,0O; na
superficie do elétrodo — Equagéao 3.6 (ver Figura 3.12) [Harper e Anderson, 2010]:

0,+ 2H* +2¢~ > H,0, (3.6)

Apods a adigao da Cat a solugao (Figura 3.10A, linha b), observa-se um novo processo catddico
a cerca de — 0,680 V, assinalado como lll. Este consiste possivelmente na associagao do
processo anterior (Equagao 3.5) com a reagao catalisada pela Cat, i.e., a decomposi¢cdo do
perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua [Lai e Bergel, 2002], de acordo com a seguinte
equagao:
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Cat
2H,0, — 2H,0 + 0, (3.7)

Desta forma estamos novamente perante um mecanismo do tipo EC no qual apoés a reagao
eletroquimica da redugao do oxigénio no elétrodo, ocorre uma reagdo quimica acoplada, a
redugao do perdxido de hidrogénio pela Cat.

Com a adigdo da glucose a solugdo (Figura 3.10A, linha c) observa-se uma diminuigao
significativa da intensidade de corrente catddica, que corresponde ao consumo de oxigénio
durante a reagao catalitica da GOx, na presenga de glucose e oxigénio, de acordo com a
seguinte equagao:

Gox
Glucose + %02 + H,0 == Acido Glucorénico + H,0, (3.8)

Na Figura 3.10B é apresentada a evolugao do sinal ao longo do tempo, apés a adigdo de
glucose ao eletrélito, sendo que ao fim de 30 minutos ndao se observa nenhum dos processos
catddicos identificados nos voltamogramas a). E possivel observar ainda uma diminuicdo da
intensidade de corrente do processo denominado Ill ao longo do tempo. Nestas condigdes,
embora se verifique uma diminuigdo significativa das correntes de redugdo de oxigénio, a
remogao desta molécula do eletrélito suporte ndo parece ser totalmente eficaz. Uma explicagao
possivel sera a acumulagao do peréxido de hidrogénio na matriz de sol-gel, proveniente da
reducao catalitica do oxigénio pela GOx imobilizada na superficie do elétrodo.

Seguidamente foi realizado um ensaio nas mesmas condigdes exceto na ordem de adigao dos
componentes do sistema de remogao de O, a solugao: primeiro adicionou-se a glucose e de
seguida a Cat. Os resultados sao apresentados na Figura 3.11.
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Figura 3.11 - Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/GOx/Sol-Gel, com
a glucose e Cat em solugéo. Eletrdlito suporte Tris-HClI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM.
Velocidade de varrimento = 0,05 vs™t. A) — PGE/GOx/sol-gel - linha a; Adicdo de 80mM de
glucose — linha b; Adicao de 2000 UmL™" de Cat — linha ¢; B) — Adicéo de Cat — linha c; apo6s 15
minutos — linha d; ap6s 60 minutos — linha e.

Os resultados obtidos sdao muito semelhantes aos do ensaio anterior (Figura 3.10); a remocgéao
do oxigénio e perdxido de hidrogénio nao é totalmente eficaz. O processo denominado |,
refere-se a redugao do FAD, tal como visto no ensaio anterior, e o0 processo IV corresponde a
reducao do O, a H,0, na superficie do elétrodo, denominado de processo Il no ensaio anterior.
Destaca-se a existéncia do processo catdédico denominado V, a — 0,640 V, apds a adigao da
glucose a solugao (Figura 3.11A); este devera corresponder a redugao do oxigénio, a peréxido
de hidrogénio, catalisada pela GOx — Equacgéao 3.8. O sinal catédico diminui aquando da adigao
da glucose, o que indica o consumo de oxigénio, mas torna a aumentar quando a Cat é
adicionada a solugao (Figura 3.11A, linha c) desviando-se também para um potencial mais
negativo - processo VI. Este aumento da intensidade de corrente de redugdo deve-se
provavelmente a reagdo desta enzima que vai converter imediatamente o perdxido de
hidrogénio que se acumulou na célula eletroquimica em oxigénio e agua (Equagao 3.7). A
continuagao do funcionamento do ciclo catalitico formado pelas duas enzimas resulta numa
diminuigao gradual de oxigénio e peroxido de hidrogénio na solugdo. A comparagao da Figura
3.10A e Figura 3.11A, mostra que os processos lll e VI se devem a agao da Cat.

No passo seguinte, realizou-se um ensaio controlo, sem enzimas imobilizadas na matriz de sol-
gel, e no qual se adicionou-se GOx e glucose a solugao, uma vez que se queria confirmar se o
sistema era funcional na auséncia da Cat. Esse ensaio é apresentado na Figura 3.12. O
voltamograma a), obtido na auséncia de GOx e glucose, mostra a reagcdo de redugao do
oxigénio no elétrodo (modificado com sol-gel) a cerca de — 0,600 V (denominado 0). Com a
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adicdo de GOx (linha b), o potencial desvia-se para cerca de — 0,620 V concordante com o
processo |l — Figura 3.10A — observado no ensaio com a GOx imobilizada no sol-gel. Com a
adicao de glucose (linha ¢) ha uma diminuigdo muito rapida do oxigénio em solugao; apos 10
minutos ndo se observam quaisquer processos redox no voltamograma ciclico. Estes
resultados demonstram que nas condi¢gdes experimentais testadas a GOx é capaz de remover
eficazmente o oxigénio da solugdo. Uma vez que o peroxido de hidrogénio formado nao
interfere na resposta do elétrodo (possivelmente a concentragdo € baixa e como tal ndo é
detetada), ndo é necessario adicionar Cat, simplificando-se assim o processo de remogao de
oxigénio do eletrdlito suporte. Os resultados sugerem também que quando a GOx é imobilizada
no sol-gel (ensaios representados nas Figuras 3.10 e 3.11) o processo de remogao de oxigénio
e peroxido de hidrogénio da solugédo nao é tao eficaz porque este ultimo podera ficar retido na
matriz polimérica.
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Figura 3.12 - Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/sol-gel, com
adicdo de GOx e glucose a solugdo. Eletrélito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100
mM. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™t PGE/sol-gel - linha a; Adicéo de 15UmL™" de GOx —
linha b; Adicdo de 80mM de glucose — linha c.

3.2.2 Imobilizagao da catalase

Seguidamente, procedeu-se a imobilizagdo da Cat na matriz de sol-gel, sendo a GOx e a
glucose adicionadas a célula eletroquimica. Os voltamogramas obtidos estédo representados na
Figura 3.13.
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Figura 3.13 - Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/Cat/sol-gel,
com a GOx e glucose em solugdo. Eletrdlito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100
mM. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™. PGE/Cat/sol-gel — linha a; Adicdo de GOx
15UmL™" = linha b; Adicdo de 80mM de glucose — linha c¢; ap6s 60 minutos — linha d.
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A linha a) mostra a resposta da Cat imobilizada no sol-gel numa solugdo contendo oxigénio. O
processo observado a —-0,320 V, denominado de VII, devera corresponder a reagao da redugao
do oxigénio pela Cat, formando-se agua [Lai e Bergel, 2002], de acordo com a seguinte
equacao:

1 ¥ _ Cat
10,+ 2H* +2e7 5 H,0  (3.9)

Com efeito, o potencial de redugdo do oxigénio é bastante diferente do que é normalmente
observado na auséncia de Cat e GOx, i.e., a redugédo de oxigénio diretamente no elétrodo (-
0,600 V, Figura 3.12). Isto mostra que o processo VIl deve-se muito provavelmente a reagao da
Cat com o oxigénio, ou seja, a reagao de redugao do O, esta muito facilitada (AE = -0,300 V).
Apods a adigdo da GOx (linha b) ocorre um desvio do potencial de pico catédico para cerca de —
0,345 V (denominado processo VIII), que podera dever-se a reagdo da GOx também com o Oy,
estando a dificultar a reagado da Cat, levando a uma competicdo destas duas enzimas pelo
oxigénio, e consequentemente o desvio para potenciais mais negativos. Quando se adiciona a
glucose a solugao (Figura 3.13, linha c), observa-se um decréscimo quase instantaneo e muito
acentuado das correntes catédicas, concluindo-se que ha uma remocgéo eficiente do oxigénio.

Realizou-se um segundo tipo de ensaio no qual se fez a monitorizagdo do sinal eletroquimico
do sistema PGE/Cat/sol-gel ao longo do tempo na auséncia dos restantes componentes do
sistema de remogéao de O, — Figura 3.14. Desta forma pretendeu avaliar-se a resposta da Cat
na presenga de oxigénio.
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Figura 3.14 - Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/Cat/sol-gel.
Eletrolito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM. Velocidade de varrimento = 0,05

vs™t PGE/Cat/sol-gel - linha a; apés 15 minutos — linha b; ap6s 30 minutos — linha c; apés 60
minutos — linha d.

Os voltamogramas da Figura 3.14, mostram que o sinal relativo a reagao da Cat com o
oxigénio (linha a, aproximadamente a —0,350 V) desaparece 15 minutos apds o inicio do
ensaio (linha b). Este resultado sugere que a reagao podera inativar a enzima, a qual
deixara entdo de ser capaz de reduzir o oxigénio. Por outro lado, o pico de redugao a —
0,730 V aumenta ao longo do tempo e podera corresponder a redugdo do oxigénio a
peroxido de hidrogénio diretamente na superficie do elétrodo (Equagao 3.6). Este
resultado mostra que a Cat imobilizada nao é suficiente para impedir a acumulagao de
peroxido de hidrogénio na solugéo. Note-se que os processos que ocorrem na superficie
do eléctrodo nao afetam toda a solugao o que podera justificar este resultado.
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3.2.3 Co-imobilizagao da GOx e Cat

Apds a imobilizagao isolada de cada uma das enzimas do sistema de remocgdo de O,
procedeu-se a sua co-imobilizagdo. Assim, testaram-se varias configuragdes de elétrodo que
diferiram no método de deposi¢ao (em camadas ou sanduiche1) das enzimas, se estas eram
adicionadas isoladas ou em misturas e na ordem de aplicagdo das mesmas e/ou sol-gel no
elétrodo. Na lista seguinte “/” simboliza uma camada e “+” significa que os componentes foram
adicionados numa mistura. Em todas as situagdes a glucose foi adicionada a solugao.

PGE/Cat/GOx/sol-gel;
PGE/sol-gel/GOx/Cat;
PGE/sol-gel/Cat/GOx;
PGE/sol-gel+GOx+Cat;
PGE/sol-gel/GOx+sol-gel/Cat;
PGE/sol-gel/Cat+sol-gel/GOXx.

~0o0UToD

Os resultados obtidos com as diversas configuragbes de elétrodo foram iguais, estando
representados na Figura 3.15, para a combinagao PGE/sol-gel+GOx+Cat.

Intensidade de Corrente (pA)

09 038 0,7 06 05 0,4 03 02 0,1 0
Potencial (V) vs Ag/AgCI (sat.)

Figura 3.15 - Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/ sol-gel+GOx+Cat,
com adicéo de glucose a solucao. Eletrdlito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM.
Velocidade de varrimento = 0,05 vs™'. PGE/ sol-gel+GOx+Cat — linha a; Adicdo de 80mM de
glucose a solugéo — linha b; ap6s 60 minutos — linha c.

O formato dos voltamogramas e os potenciais observados na Figura 3.15, sdo muito
semelhantes aos observados com o sistema PGE/Cat/sol-gel (Figura 3.13), pelo que se pode
concluir que a Cat tem uma maior afinidade para o oxigénio do que a GOx, tornando a redugao
do oxigénio a agua o processo dominante nestes elétrodos. Embora se verifique uma
diminuigao significativa das correntes catdédicas, a remogédo de oxigénio da solugao nao é
totalmente eficaz.

Em concluséo, o estudo da imobilizagao do sistema de remogéao de O, isolado e em conjunto,
mostrou que a configuragdo mais eficaz para a remogao do oxigénio consiste na imobilizagao
da Cat no eléctrodo (PGE/Cat/sol-gel), sendo a GOx e a glucose adicionadas a solugao (Figura
3.13).

1
Esta técnica (no contexto deste trabalho) consiste no revestimento do PGE com a enzima ou sol-gel, e depois de se

formar uma camada de polimero seca, revestir novamente com outra enzima ou sol-gel, formando-se assim varias
camadas de polimeros.
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3.3 Biossensor de nitrito com o sistema de remogao de O incorporado

Apds a imobilizagdo do sistema bienzimatico para remogdo de O,, procedeu-se a co-
imobilizagdo da ccNiR com as enzimas Cat ou GOx no sol-gel. Este sera o formato final e ideal
do biossensor de nitrito, com a ccNiR e as enzimas do sistema de remogéo de O, imobilizadas,
que permitem, respetivamente, a detecdo do nitrito € a remogao do oxigénio (na presenca de
glucose). Assim, tal como na secgao anterior (secgdo 3.2.3), foram testados diferentes
combinagdes € métodos para a deposigédo das enzimas no elétrodo:

A. PGE/ccNiR+GOx/sol-gel & glucose em solugao;
B. PGE/ccNiR+GOx/sol-gel & Cat e glucose em solugéo;
C. PGE/ccNiR+Cat/sol-gel & GOx e glucose em solugao.

Os resultados relativos ao sistema PGE/ccNiR+GOx/sol-gel (combinagédo A) apresentam-se na
Figura 3.16; é possivel observar que a remogao do oxigénio & pouco eficiente e ndo ha
resposta da ccNiR as adigdes de nitrito. O mesmo tipo de perfil foi também observado para o
sistema B.
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Figura 3.16 - Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+GOx/sol-
gel, com adi¢éo de glucose a solucao. Eletrolito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100
mM. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™ A) PGE/ccNiR/GOx/sol-gel — linha a; Adicdo de
80mM de glucose — linha b; apés 60 minutos — linha c. B) Na presenca de concentracbes
crescentes de nitrito (0,05 - 844,4 uM).

Contudo, a combinagdo C que consiste no sistema PGE/ccNiR+Cat/sol-gel, com GOx e
glucose em solugao, apresentou um perfil diferente. Na Figura 3.17A e B é possivel observar
que na auséncia de nitrito e apos a adigdo de todos os componentes do sistema bienzimatico a
solugéo, o voltamograma é distinto do representado na Figura 3.24 A, pois apenas se vé 0 pico
de reducgao do O, pela catalase, a cerca de -0,320 V e as correntes sdo baixas a —-0,8 V.

O aumento da corrente catddica em fungédo da concentragao de nitrito na célula eletroquimica,
indica que a ccNiR reage com o nitrito reduzindo-o a aménia, concluindo-se que o biossensor
de nitrito baseado no sistema PGE/ccNiR+Cat/sol-gel com adigdo de GOx e glucose em
solugao é funcional. Contudo, a sensibilidade obtida para este sistema foi de 0,40 (+0,03) AM"
'em®, num intervalo de linearidade de 0,95/5 — 31/48 MM, sendo estes valores muito
semelhantes aos biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+sol-gel (Tabela 3.3). Mas
comparando com o uso do sistema de remogao de O, em solugado (segdo 3.1.4), ha uma
melhoria de cerca de 18% na sensibilidade e uma melhoria também no intervalo de linearidade
o0 qual é agora mais amplo. No futuro, este ensaio sera revisto e otimizado por exemplo, ao
nivel da quantidade de enzimas aplicadas no elétrodo e em solugéo, quantidade de glucose
adicionada, etc.
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Figura 3.17 - Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/ccNiR+Cat/sol-
gel, com adicdo de GOx e glucose a solucdo. Eletrolito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI
100 mM. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™. A) PGE/ccNiR+Cat/sol-gel — linha a; Adicdo de
15 UmL™" de GOx —linha b; Adicdo de 80mM de glucose — linha c; B) Adic&o de glucose — linha c;
apos 45 minutos de ensaios —linha d; C) Na presenca de concentracbes crescentes de nitrito
(0,05 - 844,4 uM).

3.4 Biossensor de glucose

Uma vez que ficou demonstrado que a GOx consome o oxigénio rapidamente na presencga de
glucose em solugao (Figura 3.13), foram realizados ensaios com a GOx imobilizada no sol-gel
nos quais se fez variar a concentragdo de glucose com o intuito de construir um biossensor
para esta molécula.

Contrariamente ao biossensor de nitrito baseado na ccNiR, o qual demonstrava uma resposta
maxima a potenciais bastante negativos (tendo-se como tal utilizado o potencial de inversao, -
0,800 V, dos voltamogramas para fazer as medi¢gbes de intensidade de corrente) no caso do
biossensor da glucose a intensidade de corrente, foi determinada no pico catédico dos
voltamogramas.

A resposta da GOx a glucose foi estudada em solugbes nao desarejadas, as quais se fez
adigOes crescentes de glucose a solugao — Figura 3.18A.
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Figura 3.18 - A) Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema PGE/GOx/sol-gel,
obtidos na presenga de concentragbes crescentes de glucose (0,2 — 45,6 mM). Eletrdlito suporte
Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™t B) Curva de
calibragao (y=6'7x-8'6; r2=0,993) correspondente a variagdo da corrente catalitica em fungédo da
concentracéo de glucose. Correntes cataliticas medidas no pico catddico dos voltamogramas.

Os resultados apresentados na Figura 3.18A demonstram que a corrente catddica diminui com
0 aumento da concentragao de glucose em solugéo saturada em ar, indicando que o oxigénio
esta a ser consumido. Segundo Nasri e Shams, a GOx catalisa a reagdo de oxidagao da
glucose a acido glucorénico, em simultdneo com a redugdo de oxigénio a perdxido de
hidrogénio — Equacgao 3.8 [Nasri e Shams, 2013]. Desta forma, a reagcédo enzimatica consome o
oxigénio dissolvido na solugdo e como tal, a quantidade de glucose é detetada monitorizando a
diminuigao da intensidade de corrente relativa a sua redugao eletroquimica.

A curva de calibragdo associada a resposta eletroquimica do biossensor proposto a adigao de
glucose (Figura 3.18B) mostra que a intensidade de corrente é proporcional a concentragao de
glucose no intervalo 1,2 a 8 mM, e que a sensibilidade deste biossensor varia entre 2,66 — 6,69
mAM 'cm™. Comparando com os resultados reportados na literatura (Tabela 1.2), verifica-se
que a sensibilidade de quase todos os biossensores descritos € mais baixa, contudo o limite
inferior do intervalo de linearidade (1,2 mM), é superior. Como referido anteriormente, o valor
médio de glucose no sangue humano é de 4 mM, o que demonstra que o biossensor de
glucose apresentado é apropriado para a sua quantificagao neste fluido bioldgico.

A variagdo de corrente catalitica com a concentragdo de glucose adicionada a célula
eletroquimica esta representada na Figura 3.19, neste, observa-se a resposta da GOx a
glucose até cerca de 10 mM, nao se tendo observado mais a diminuigdo de corrente a partir
deste valor de concentragao.
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Figura 3.19 - Variagao da corrente catalitica em funcdo da concentragéo de glucose adicionada
ao sistema PGE/GOx/sol-gel. Eletrélito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM.
Velocidade de varrimento = 0,05 Vs'1; Correntes cataliticas medidas no pico catédico dos
voltamogramas.

Apesar de se ter executado um total de 7 ensaios, a resposta dos biossensores nao foi
constante. Como tal, realizaram-se ensaios a uma temperatura controlada (25 °C), sendo que
os anteriores foram realizados a temperatura ambiente (22 + 3 °C).

Os voltamogramas ciclicos correspondentes ao sistema PGE/GOx/sol-gel, com adi¢des
crescentes de glucose (0,2 — 45,6 mM) a uma temperatura controlada de 25 °C, sao idénticos
aos da Figura 3.18, observando-se novamente uma diminuigdo da corrente catédica, com o
aumento da concentragao de glucose numa solugao saturada em ar.

As curvas de calibragdo associadas a resposta eletroquimica do biossensor a glucose, foi
semelhante a obtida com o sistema PGE/GOx/sol-gel, mas a temperatura ambiente (Figura
3.18B), a intensidade de corrente é proporcional a concentragao de glucose no intervalo 0,2 a
10 mM, e a sensibilidade deste biossensor variou entre 6,05 — 18,8 mAM'cm™.

Note-se que embora as diferengas de temperaturas ndo sejam muito significativas, a 25°C, a
sensibilidade é mais do dobro da registada a +22°C, apesar do intervalo de linearidade ser
praticamente idéntico. Tal facto significa que a atividade de enzima GOx é bastante sensivel a
variagbes de temperatura, tendendo a melhorar com o aumento da mesma.

Em conclusao, os resultados apresentados demonstraram ser possivel construir um biossensor
de glucose baseado no sistema PGE/GOx/sol-gel, pretendendo-se no futuro otimizar os
parametros analiticos do mesmo, por exemplo, através de uma nova formulagdo de sol-gel,
variagao da concentragao da enzima, da temperatura, etc.
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4. CONCLUSAO

Numa fase inicial, procurou otimizar-se o funcionamento do biossensor de nitrito de 3° geragao
baseado na redutase do nitrito ccNiR, desenvolvido anteriormente no nosso grupo de
investigacado Silveira et al., 2010(a); Monteiro et al., 2015. No cObmputo geral, fizeram-se
pequenas variagdes nos parametros experimentais, tais como escolha do eletrdlito suporte,
variagdo da quantidade de enzima, da temperatura, e incubagdo em detergentes ou no
polimero PEG400. Contudo, comparado com os paradmetros dos biossensores anteriormente
descritos, estas alteragdes nao contribuiram para uma melhoria significativa do comportamento
analitico.

Contrariamente ao observado em [Silveira, 2011] a utilizagdo de detergentes ndo demonstrou
qualquer aumento na atividade catalitica de ccNiR. Contudo, o biossensor é funcional na
presengca de ambos os detergentes. No que diz respeito, ao polimero PEG400 (aditivo
estabilizador do sol-gel usado posteriormente, como matriz de imobilizagdo), o qual nao fora
anteriormente testado - sistema PGE/ccNiR+PEG400 — observou-se uma melhoria na atividade
catalitica. Refira-se que este biossensor apresentou um K, *** inferior aos detergentes e até
mesmo ao controlo, podendo indicar que a enzima imobilizada com o PEG tem uma maior
afinidade pelo substrato ou que havera uma menor limitagao no transporte de massa do nitrito,
ao longo do biofilme ccNiR+PEG400.

Seguidamente, efetuou-se a incorporagao da ccNiR na matriz de sol-gel (preparada a partir da
mistura de silicato de sédio e PEG400), tendo se observado uma diminuicdo da sensibilidade
do biossensor relativamente aos detergentes, ao controlo e ao PEG400, sendo que o intervalo
de linearidade se manteve constante. O valor de K, revelou-se inferior aos das outras
matrizes de imobilizagdo, podendo indicar que o nitrito esta facilitado nesta matriz.

Numa fase seguinte, foi implementado o sistema bienzimatico de remogao do O, descrito por
Plumeré et al., (2012), e a capacidade deste sistema em remover todo o oxigénio em solugao,
demonstrado anteriormente por Monteiro et al. (2015). Assim, testou-se o biossensor de nitrito
baseado no sistema PGE/ccNiR+DDM, com GOx, Cat e glucose em solugédo. Os resultados
demonstraram que a ccNiR respondia as adi¢gdes de nitrito e que o biossensor é capaz de
detetar nitrito na presencga deste sistema. Porém, a performance (sensibilidade e intervalo de
linearidade) do biossensor revelou-se inferior, em comparagao borbulhamento com argon.

A remogao de oxigénio dissolvido como visto anteriormente, € um aspeto importante, por este
motivo, procurou-se imobilizar-se o sistema de remogao de O, composto pelas enzimas GOx e
catalase, usando uma matriz de sol-gel. Primeiramente as proteinas foram incorporadas
isoladamente no sol-gel, testando assim dois biossensores diferentes. O primeiro baseou-se no
sistema PGE/GOx/sol-gel com Cat e glucose em solugao; os resultados demonstraram que o
processo de remogado de oxigénio e peroxido de hidrogénio da solugdo nao era eficaz. O
segundo baseou-se no sistema PGE/Cat/sol-gel, com GOx e glucose em solugdo, neste caso,
a remogao do oxigénio foi mais eficiente. Em seguida, procedeu-se a co-imobilizagao destas
duas enzimas, testando-se varias configuragbes e métodos de deposigédo no elétrodo. Contudo,
a remocao de oxigénio da solugao nao foi totalmente eficaz.

Apds a imobilizagdo do sistema bienzimatico para remogdo de O,, procedeu-se a co-
imobilizagdo da ccNiR com as enzimas Cat ou GOx no sol-gel. Este seria o formato final e ideal
do biossensor de nitrito, com a ccNiR e as enzimas do sistema de remogéo de O, imobilizadas,
que permitiam, respetivamente, a detegdo do nitrito e a remogao do oxigénio. Assim, testaram-
se diferentes métodos e combinagdes para a deposi¢cado das enzimas no elétrodo, sendo que o
biossensor de nitrito baseado no sistema PGE/ccNiR+GOx/sol-gel & glucose em solugao, e no
sistema PGE/ccNiR+GOx/sol-gel & Cat e glucose em solugdo a remogdo do oxigénio
demonstrou-se pouco eficiente e ndo tendo havido resposta da ccNiR as adigbes de nitrito.
Porém, os resultados do biossensor de nitrito baseado no sistema PGE/ccNiR+Cat/sol-gel &
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GOx e glucose em solugao, demonstrou ser funcional, ainda que com uma baixa sensibilidade.
No futuro, este ensaio devera ser revisto e otimizado por exemplo, ao nivel da quantidade de
enzimas aplicadas no elétrodo e/ou em solugao, quantidade de glucose adicionada, etc.

Uma vez que anteriormente ficou demonstrado que a GOx consome 0 oxigénio rapidamente na
presencga de glucose em solugao, foram realizados ensaios com a GOx imobilizada no sol-gel
nos quais se fez variar a concentragdo de glucose. A resposta da GOx a glucose foi entao
estudada em solugdes nao desarejadas, as quais se fez adigdes crescentes de glucose. Ao
reagir com a glucose, a GOx consome o O, dissolvido, levando a um decréscimo da corrente
de redugado de O, proporcional a sua concentragdo. A sensibilidade deste biossensor para a
glucose varia entre 2,66 — 6,69 mAM'cm? e o intervalo de linearidade entre 1,2 a 8 mM.
Comparando os resultados obtidos, com os biossensores de glucose descritos anteriormente
na literatura, no qual, estes ultimos apresentam uma sensibilidade mais baixa, contudo o limite
inferior do intervalo de linearidade (1,2 mM), é normalmente superior. Como referido
anteriormente, o valor médio de glucose no sangue humano é de 4 mM, o que demonstra que
0 biossensor de glucose apresentado € apropriado para a sua quantificagdo neste fluido
biolégico.

Por ultimo, foram realizados ensaios com o biossensor de glucose a uma temperatura
controlada (25 °C), que demonstraram um aumento de sensibilidade superior a duas vezes
(entre 6,05 — 18,8 mAM'cm?, a 25°C), apesar do intervalo de linearidade ser praticamente
idéntico. Tal facto significa que a atividade de enzima GOx é bastante sensivel a variagdes de
temperatura, tendendo a melhorar com o aumento da mesma. Os resultados demonstraram
assim, ser possivel construir um biossensor de glucose baseado no sistema PGE/GOx/sol-gel,
pretendendo-se no futuro otimizar os parametros analiticos do mesmo, por exemplo, através de
uma nova formulagao de sol-gel, variagdo da concentragao da enzima, e de temperatura, etc.
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6. Anexos

A.1 Eletroquimica

Muitas das reagbes quimicas que ocorrem nos seres vivos sao do tipo oxidagao-redugao e
delas fazem parte as reagdes que fornecem energia necessaria para a preservagao da vida.

A eletroquimica envolve o estudo da resposta quimica de um sistema a um estimulo elétrico.
Os processos eletroquimicos sédo reagdes redox (oxidagdo — redugdo) nas quais a energia
libertada por uma reagao espontanea é convertida em eletricidade ou nas quais a eletricidade é
usada para forgar a ocorréncia de uma reagdo quimica nao espontdnea. Estas reagbes
envolvem cargas elétricas que se deslocam entre os elétrodos e um eletrélito (ou espécies
ibnicas em solugdo), e podem fornecer informagbes sobre a concentragido, cinética,
mecanismos de reagao, estado quimico da espécie em solugédo. Assim, a eletroquimica trata
da interacao entre a energia elétrica e reagdes quimicas [Brett e Oliveira-Brett, 1996; Brett e
Oliveira-Brett, 1998].

Num ensaio eletroquimico, os elétrodos estdo ligados por meios condutores, quer
externamente através de fios condutores (fios elétricos, etc.), quer no interior da solugao
através do eletrdlito de suporte (transporte iénico), de tal modo que a carga possa ser
transportada. Nos processos eletroquimicos, a reagao ocorre sempre no elétrodo de trabalho,
especificamente na camada fina de solugdo adjacente a superficie do elétrodo, isto &, a
interface elétrodo - eletrélito de suporte. O potencial do elétrodo de trabalho é controlado
através do elétrodo de referéncia e com a ajuda de um potencidstato. O elétrodo de referéncia
utilizado no ensaio eletroquimico deve possuir uma impedancia elevada de modo a nao passar
corrente por ele. A corrente da célula eletroquimica flui entre o elétrodo de trabalho e o contra -
elétrodo através do eletrélito de suporte. Em todos os ensaios eletroquimicos é possivel medir
um ou mais dos quatro parametros: potencial (E), corrente (l), carga (Q) e tempo (t) [Brett e
Oliveira-Brett, 1996; Brett e Oliveira-Brett, 1998].

Para se descrever qualquer processo eletroquimico deve considerar-se em primeiro, 0
transporte da espécie eletroativa até a superficie do elétrodo e segundo, a reagdo que ocorre
no elétrodo. O transporte de massa da solugdo ao elétrodo de trabalho é conduzido por
processos de transferéncia de massa: a migragido, a convecgao e a difusdo. O transporte de
massa por migragao resulta de forgas exercidas por um campo elétrico em particulas com
carga elétrica, s6 afeta espécies carregadas e o seu efeito & minimizado com recurso a uma
quantidade elevada de eletrdlito inerte. A convecgdo surge devido a efeitos térmicos,
mecanicos ou quaisquer outras perturbagdes da solugdo, e ainda devido a variagbes de
densidade perto da superficie do elétrodo. A difusao € o processo de transferéncia de massa
mais largamente estudado e ocorre como resultado de gradientes de concentragéo, sendo que
este processo faz parte de todas as medigbes eletroquimicas. Na proximidade da superficie do
elétrodo as espécies eletroativas sao transportadas so através da difusao, exceto no caso em
que a espécie eletroativa esta adsorvida [Skoog e Learry, 1992].

A.2 Voltametria

Dos varios métodos existentes para estudar os processos eletroquimicos, as técnicas de
voltametria sdo as mais utilizadas e tém sido usadas para identificar espécies presentes em
solugdo de forma a obter dados quantitativos e qualitativos e para estudar a natureza e os
mecanismos das reagdes que ocorrem no sistema eletroquimico.

A voltametria é classificada como uma técnica dindmica, pois a célula eletroquimica é operada
na presenga de corrente elétrica (i > 0) que, por sua vez, € medida em fungédo da aplicagao
controlada de um potencial [Skoog e Learry, 1992]. Assim, as informagdes sobre a espécie
eletroactiva sao obtidas por meio da medigdo da magnitude da corrente elétrica no elétrodo de
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trabalho ao fazer-se variar o potencial [Greef et al., 1985].

O registo da corrente em fungao do potencial, € denominado voltamograma, e a magnitude da
corrente obtida pela transferéncia de eletrées durante um processo redox, pode ser relacionada
com a quantidade de espécie eletroactiva presente na interface do elétrodo e
consequentemente, na célula eletroquimica.

As técnicas de voltametria mais usadas séo:

e Técnicas de varrimento ciclico de potencial — incluem a voltametria ciclica (CV)
e consistem na aplicagado ao elétrodo de trabalho de um potencial, que varia de
forma ciclica com o tempo;

e Técnicas de degrau e impulso — incluem a voltametria de impulso diferencial
(DP) e de onda quadrada (SW) e consistem na aplicagdo ao elétrodo de
trabalho de um degrau de potencial ou de corrente que altera
instantaneamente o sistema.

A.2.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é a técnica mais comumente utilizada para adquirir informagdes sobre os
processos eletroquimicos, tais como determinar a estabilidade dos produtos da reacédo e a
presenga de intermediarios nas reagdes redox, a cinética da transferéncia de eletrdes e a
reversibilidade de uma reacgao [Riley e Watson, 1987; Nicholson, 1965; DuVall e McCreery,
1999; Bond e Feldberg, 1998]. Deve salientar-se, que a técnica gera, em muitas situagoes,
somente resultados qualitativos das reagbes eletroquimicas. Quanto as medidas quantitativas
mais precisas, estas sdo normalmente obtidas com a utilizagcdo de técnicas de degrau e
impulso [Crow, 1994].

O tipo de voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox a que o composto em
questdo é sujeito no elétrodo, o que faz da voltametria ciclica uma ferramenta valiosa para
estudos mecanisticos [Wang, 1985].

Neste tipo de voltametria, os sistemas eletroquimicos podem ser de dois tipos: reversiveis ou
irreversiveis. O sistema eletroquimico tem inicio com a redugéo da espécie eletroativa presente
na superficie do elétrodo de trabalho, onde o varrimento do potencial decorre no sentido
negativo, gerando um pico de corrente proporcional a concentragdo deste composto (pico
catédico). Quando o potencial atinge um valor ao qual nenhuma reagcdo de reducdo é
observada, o potencial é varrido no sentido inverso, até o valor inicial. Num sistema
eletroquimico reversivel (Figura A.1), a espécie reduzida que ainda se encontra junto da
superficie do elétrodo sera oxidada, gerando um pico simétrico ao pico da redugao (pico
anddico).
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Corrente [uA)

Potencial (V vs Ag/AgCl)

Figura A.1 - Voltamograma ciclico de um sistema eletroquimico reversivel [adaptado de
Pletcher et al., 2001].

Num sistema eletroquimico irreversivel (Figura A.2), a velocidade de transferéncia dos eletroes
nao mantém o equilibrio das espécies eletroativas na superficie do elétrodo, o que leva
consequentemente, a que a forma do voltamograma ciclico seja diferente de um sistema
reversivel, observando-se a auséncia do pico catddico [Pletcher et al., 2001].

A
-IIAr

E/V

Figura A.2 - Voltamograma ciclico para um sistema eletroquimico irreversivel [adaptado de
Pletcher et al., 2001].

Em voltametria ciclica pretende-se que o transporte de massa se dé apenas por difusdo. Por
este motivo, a solugdo contendo a espécie eletroativa encontra-se em repouso (elimina-se
assim a convecgao), e o fendmeno da migragéo é eliminado com a utilizagdo do eletrélito de
suporte. Este, ao mesmo tempo que previne a migragdao da espécie eletroativa em estudo,
assegura a condutividade da solugao [Plambeck, 1982].

Com esta técnica torna-se assim possivel escolher as melhores condigdes experimentais a
serem utilizadas posteriormente com outros métodos, uma vez que, é possivel fazer variar um
vasto conjunto de parametros, como por exemplo, o tipo de elétrodo de trabalho e de
referéncia, o tipo de eletrdlito de suporte bem como o valor da sua concentragao, o tipo de
solvente, a velocidade de varrimento do potencial e a temperatura [Bard e Faulkner, 2000].
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A.3 Células eletroquimicas

As células eletroquimicas sdo do tipo eletrolitico e podem ter dois ou trés elétrodos. Em
sistemas muito condutores em que as intensidades de correntes produzidas sdo muito baixas,
é suficiente a utilizagdo de dois elétrodos para as medigbes voltamétricas: o elétrodo de
trabalho que é sujeito as variagdes de potencial e o elétrodo de referéncia. Os elétrodos de
referéncia mais frequentemente usados sdo de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl) e o elétrodo
saturado de calomelanos (Hg/Hg.Cl,). Nas células eletroquimicas com dois elétrodos, o
potencial é aplicado no elétrodo de trabalho face ao elétrodo de referéncia, de modo a que o
elétrodo de trabalho € o Unico polarizado. Mas este sistema apresenta alguns inconvenientes,
pois a corrente resultante do varrimento de potencial percorre o elétrodo de referéncia; quando
a resisténcia da célula aumenta, como no caso de um meio nao aquoso, a corrente que passa
através dos elétrodos, aumentara, o que ira provocar distorgées nos voltamogramas, tornando
inviavel a utilizagdo da técnica nestas condigbes. Para ultrapassar estes inconvenientes, as
células eletroquimicas com trés elétrodos (Figura 8.3) sdo empregues mais frequentemente. O
terceiro elétrodo é denominado contra-elétrodo, podendo ser de platina, ouro, carbono vitreo,
etc, e é por onde circulam os eletrdes envolvidos nos processos de redugédo e/ou oxidagao.
Este elétrodo é introduzido na célula eletroquimica para que quando é aplicada uma diferenga
de potencial entre o elétrodo de trabalho e o elétrodo de referéncia, a resisténcia do elétrodo de
referéncia aumente e a do contra-elétrodo diminua. Assim, a corrente passara entre o elétrodo
de trabalho e o contra-elétrodo, evitando que ocorram perturbagdes no elétrodo de referéncia.
A célula de trés elétrodos é a mais adequada para solugdes diluidas e com uma elevada
resisténcia [Plambeck, 1982; Skoog et al., 1990].

Eletrodo de
Referéncia

Eletrodo de Trabalho Contra Eletrodo

Figura A.3 -Representagédo esquematica mostrando a célula eletroquimica com trés elétrodos
[https://pt.wikipedia.org/wiki/Potenciostato].
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B.1 Elétrodos Screen-Printed

No contexto da aplicagdo em biossensores eletroquimicos, a miniaturizagdo de elétrodos foi
utilizada para obter varias vantagens fundamentais e praticas em relagdo aos materiais e
instrumentos volumosos usados nos protocolos de analise, tais como uma redugao drastica no
volume de amostra usada, a portabilidade e a eficiéncia de custos. Para atender as
necessidades da analise rapida das amostras no préprio local de recolha, € necessario
deslocar elétrodos, células e equipamentos, o que se torna impraticavel [Hayat e Marty,2014].
A construgao de dispositivos impressos em suportes tem permitido o desenvolvimento de uma
vasta gama de novos sistemas de elétrodos. A tecnologia de impressao em tela de elétrodos
(Electrode Screen-Printing (SPE)) € uma técnica bastante apropriada para a produgdo de
sistemas de elétrodos econdémicos, portateis, descartaveis e um baixo custo [Hayat et al., 2013
(a); Hayat, Haider et al., 2013 (b)]. Esta tecnologia permite que na mesma superficie, sejam
impressos o elétrodo de trabalho, o elétrodo de referencia e o contra elétrodo [Metters et al.,
2011] - Figura B.1.

Contra elétrodo

.

Elétrodo de
A — T€fETENCIA

Elétrodo de
trabalho

Figura B.1 - llustracio de um exemplo de um SPE. [adaptado de
http://www.dropsens.com/en/pdfs_productos/new_brochures/110-c110.pdf]

Com a sociedade em constante desenvolvimento e crescimento, as exigéncias como a rapidez,
a portabilidade e a exatidao de analise tém vindo a aumentar. A tecnologia de impressao em
tela oferece assim uma forma atraente de produzir sensores eletroquimicos de nova geragéao.
Como tal, a comunidade cientifica tem demonstrado interesse na concegao destes dispositivos
devido a possibilidade de produgdo em massa e a baixo custo. Além disso, estes sensores
permitem a modificagdo dos elétrodos através de diferentes tintas comerciais, tornando estes
altamente especificos para um analito alvo, sendo esta caracteristica de extrema importancia
na area da investigacao [Taleat et al., 2014].

Neste trabalho foi feita uma tentativa de miniaturizagdo do biossensor de nitrito baseado no
sistema SPE/ccNiR. Para tal, o elétrodo de grafite pirolitica (PGE) foi substituido por elétrodos
impressos de pasta de carbono (SPE). Estes resultados foram obtidos com o sistema de
remogao de O, em solugao.
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B.1.1 Biossensor de nitrito baseado em SPE

A resposta por voltametria ciclica do biossensor baseado no sistema SPE/ccNiR, na presenga
de concentragbes crescentes de nitrito pode ser observada na Figura B.2. A Tabela B.1 resume
os parametros analiticos do mesmo.
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Figura B.2 - A) Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema SPE/ccNiR (41,8
pmol) obtidos na presenga de concentracdes crescentes de nitrito (0,05 - 844,4 uM). Eletrdlito
suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM KCI, com o sistema de remog¢do de Oz em
Soluggo. Velocidade de varrimento = 0,05 Vs™'. B) Curva de calibracéo (y= -0,046x- 17; r’=0,999)
correspondente a variagdo da corrente catalitica em fungédo da concentragdo de nitrito. Correntes
cataliticas medidas no potencial de inversao a -0,8 V vs Ag/AgCl.

Tabela B.1 - Parametros analiticos do biossensor de nitrito baseado no sistema SPE/ccNiR.

Sensibilidade(AM'cm™) Intervalo de Linearidade
(HM)
SPE/ccNiR (n=2) 0,5 (£0,2) 3-18

A comparagido dos parametros analiticos deste biossensor com os obtidos com bioelétrodo
baseado no PGE mostram uma reducao de 40% da sensibilidade e um intervalo de linearidade
menos amplo (ver secgao 3.1.1).
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B 1.2 ccNiR imobilizada na presenga de DDM

A Figura B.3 mostra a resposta eletroquimica do biossensor baseado no sistema
SPE/ccNiR+DDM, na presenca de diferentes concentragdes de nitrito. Os paradmetros analiticos
estdo compilados na Tabela B.2.
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Figura B.3 - A) Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema SPE/ccNiR+DDM
obtidos na presenca de concentragdes crescentes de nitrito (0,05 - 844,4 uM). Eletrdlito suporte
Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM KCI, com o sistema de remogdo de O, em
solugdo.Velocidade de varrimento = 0,05 Vs . B) Curva de calibracéo (y= -0,0529x+2’®; r’=0,998)
correspondente a variagdo da corrente catalitica em fungédo da concentragao de nitrito. Correntes
cataliticas medidas no potencial de inversao a -0,8 V vs Ag/AgCl.

Tabela B.2 - Parametros analiticos do biossensor de nitrito baseado no sistema
SPE/ccNiR+DDM.

Sensibilidade(AM'cm™) Intervalo de Linearidade
(HM)
ccNiR (n=2) 0,5 (£0,2) 3-18
ccNiR+DDM (n=5) 0,364 (+0,009) 10/18 - 463

A sensibilidade e o limite inferior do intervalo de linearidade foram sacrificados.

B 1.3 Variagao da quantidade de ccNiR

Os voltamogramas da Figura B.4, mostra a resposta catalitica do biossensor baseado no
sistema PGE/ccNiR+DDM preparado com diferentes quantidades de enzima (22; 33,3 e 44,7
pmol). Os respetivos parametros analiticos sao apresentados na Tabela B.3.
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Figura B.4 - A) Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema

SPE/ccNiR(44,7pmol)+DDM obtidos na presenca de concentragbes crescentes de nitrito (0,05 -
844.,4 uM). Eletrdlito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM KCI, com o sistema de
remocao de O, em em solugdo. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™. B) Curva de calibracéo (y=
-0,0541x+2'6; r2=0,999) correspondente a variagdo da corrente catalitica em fungdo da
concentragdo de nitrito. Correntes cataliticas medidas no potencial de inverséo a -0,8 V vs
Ag/AgCl.

Tabela B.3 - Parametros analiticos do biossensor de nitrito baseado no sistema
SPE/ccNiR+DDM, com as diferentes quantidades de ccNiR, aplicadas no SPE.

Quantidade (pmol) Sensibilidade (AM"cm™) Intervalo de Linearidade (uM)
22 (n=4) 0,34 (£0,01) 10/18 - 463
33,3 (n=5) 0.36 (+0,01) 10/18 - 463
44.7 (n=5) 0.40 (+0.,02) 18/31 - 463

Da anadlise da Tabela B.3, conclui-se que a variagdo dos parametros analiticos nao é
significativamente dependente da quantidade de enzima.

B 1.4 Variagao da temperatura

A resposta catalitica do biossensor por voltametria ciclica baseado no sistema
PGE/ccNiR+DDM medida a diferentes temperaturas (10, 22, 30 e 40°C) pode ser observado na
Figura B.5. A Tabela B.4 resume os parametros analiticos do mesmo.
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Figura B.5 - A) Voltamogramas ciclicos do biossensor baseado no sistema SPE/ccNiR(41,8
pmol)+DDM, a uma temperatura controlada de 40°C, na presenca de concentracbes crescentes
de nitrito (0,05 - 844,4 uM). Eletrélito suporte Tris-HCI 100 mM pH 7,6 em KCI 100 mM KCI, com
o sistema bienzimatico em solugao. Velocidade de varrimento = 0,05 vs™. B) Curva de calibragéo
(y= -0,0863x+2"® r2=0,999) correspondente a variagdo da corrente catalitica em funcdo da
concentragao de nitrito, a uma temperatura controlada de 40°C. Correntes cataliticas medidas no
potencial de invers&o a -0,8 V vs Ag/AgCI.

Tabela B.4 - Parametros analiticos do biossensor de nitrito baseado no sistema
SPE/ccNiR(41,8 pmol)+DDM, com as diferentes temperaturas testadas.

Temperaturas (°C) Sensibilidade(AM"cm?) Intervalo de Linearidade
(HM)

10-C (n=4) 0,37 (£0,03) 31/48 — 301/463

30°C (n=5) 0,46 (£0,02) 18/31 — 301/463

40°C (n=4) 0,5 (£0,1) 31/48 - 463

Ao analisar a Tabela B.4, conclui-se que aumentando a temperatura, de 10 para 40-C, os
valores se sensibilidade aumentam gradualmente, mas nao representam uma melhoria
significativa que justifique o recurso a temperaturas de trabalho superiores a temperatura

ambiente.
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