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RESUMO

Neste trabalho é descrito pela primeira vez a utilizacdo de acido xanturénico
(AX) como mediador redox através de um simples e eficiente eletrodo de carbono
vitreo (ECV) modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas e ativado
com AX para eletro-oxidagdo de NADH. Para este propdsito, inicialmente, &cido
xanturénico foi ativado in situ, gerando uma espécie eletroativa estavel na superficie
eletrddica (poli-AX), o qual apresentou atividade electrocatalitica frente a oxidacao
de NADH. As técnicas empregadas para a realizacdo deste trabalho foram a
voltametria ciclica e cronoamperometria, as quais foram utilizadas para estudar o
comportamento dos eletrodos modificados, para a otimizacdo dos parametros
experimentais e obtencdo dos parametros cinéticos. Além disso, os estudos
hidrodinAmicos e cronoamperométricos foram realizados com o objetivo de obter
maiores informacdes sobre o processo de oxidacdo entre o NADH e o eletrodo
modificado. Assim, através dos gréaficos e equacdes de Koutech-Levich e Cottrell foi
possivel obter os valores para o coeficiente de difusédo (D) e constante de velocidade
da reacao (k) para NADH. Os valores do D e de k, determinados para NADH, foram

de 2,4 x10°® cm? s e 7,84 x 10° L mol™ s, respectivamente.

Palavras-chave: Acido xanturénico, NADH, eletrodo quimicamente modificado,

nanotubos de carbonos.



ABSTRACT

The present work describes, for the first time, the preparation and use of a
simple and efficient glassy carbon electrode (GCE) modified with multi-wall carbon
nanotubes (MWCNT) and an activated-xanturenic acid (poly-XA) towards
electrocatalytic NADH oxidation. For this purpose, initially, xanthurenic acid was
activated in situ, generating a stable redox-active specie on the electrodic surface,
which presented electrocatalytic activity towards the oxidation of NADH. The
techniques used for the accomplishment of this work were the cyclic voltametry and
cronoamperometry, which were used to study the behavior of the modified
electrodes, for the experimental parameters optimization, for the attainment of the
kinetic parameters and analytical characterization of the sensors. Hydrodynamic and
cronoamperometric studies were carried out with the aim to get information on the
oxidation process of NADH on the modified electrode. Through the Koutech-Levich
and Cotrell plots it was possible to obtain the values for the diffusion coefficient (D)
and the kinetic constant of the catalytic reaction (k) for the analyte in study. The
values of the diffusion coefficient and k, determined for NADH were 2,4x10° cm? s™

and 7,82 x10* L mol™ s, respectively.

Keywords: Xanthurenic acid, NADH, Chemically modified electrode, carbon

nanotubes.
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1. INTRODUCAO

1.1- CONSIDERACOES GERAIS

A eletroquimica relaciona-se a fenbmenos quimicos associados a separacao
de cargas. Muitas vezes, esta separacdo de cargas leva a transferéncia de carga,
que pode ocorrer homogeneamente em solugcdo, ou heterogeneamente, na
superficie do eletrodo (BRETT e BRETT, 1996). Tem natureza universal e
interdisciplinar, com diversas aplicacbes em outros campos tais como: medicina,

biologia, fisica de materiais e outros.

No campo da quimica analitica, a eletroquimica tem se mostrado uma boa
alternativa para muitos processos de andlise, entretanto a ultilizacao de eletrodos em
sua forma orginal (ndo modificado) limita seu uso por motivos de sensibilidade,
seletividade e uma série de outros problemas. Tendo em vista solucionar estas
limitagcbes surgiram os eletrodos quimicamente modificados (EQM) (DRUST et al.,
1997).

Os EQM tém sido amplamente estudados e aplicados no desenvolvimentos
de sensores, com o objetivo de realizar detec¢bes rapidas, seletivas, estaveis e de
baixo custo, em diferentes tipos de amostras tanto in situ quanto in vivo, como por
exemplo eletrodos modificados com enzimas desidrogenases para decteccao de
lactato (ZAYATS et al., 2002) e glicose (RAITMAN et al., 2002).

1.2- ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Os EQM constituem um sistema de eletrodos relativamente moderno que

pode ser utilizado em amplos campos da investigagao eletroquimica.

A denominacdo EQM foi inicialmente utilizada em eletroquimica, por Murray e
colaboradores, na década de 70, para designar eletrodos com espécies

quimicamente ativas convenientemente imobilizadas em sua superficie.

O principal objetivo dessa modificacdo é pré-estabelecer e controlar a
natureza fisico-quimica da interface eletrodo — solugéo, como uma forma de alterar a

reatividade e seletividade do sensor base, favorecendo assim, o desenvolvimento de

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS



SILVA, Francisco A. S. INTRODUCAO

eletrodos para varios fins e aplicacbes, desde a catalise de reacdes organicas e

inorganicas, até a transferéncia de elétrons em moléculas de interesse.

A progressiva expansao de sensores quimicos tem causado uma verdadeira
revolucdo no cenario cientifico, comparavel, segundo especialistas, a dos
microprocessadores. Os sensores tém demonstrando ser um dos mais atrativos
meétodos analiticos no ramo da deteccédo quimica, bioquimica e imunologica (ZHU et
al., 2007; HE et al., 2007).

Em saude publica, sensores quimicos com rapida deteccéo, alta sensibilidade
e especificidade, quando desenvolvido sob a forma de “point-of-care-testings”
(SOPER et al.,, 2006), possuem estes requisitos importantes para hospitais ou
laboratorios satélites, favorecendo uma maior sobrevida global dos pacientes através

de orientacdo da conduta terapéutica de modo mais rapido.

Os sensores quimicos também encontram vasta aplicacdo nas industrias de
alimentos e bioprocessos, no qual o monitoramento em tempo real € muito valioso,
ou ainda em aplicacbes ambientais onde, tanto a industria quanto os 6rgaos de
vigilancia ambiental, necessitam de sensores para analise quantitativa ou diferencial
de indmeros rejeitos industriais, como por exemplo, misturas gasosas, 06leos,

compostos organicos volateis e metais pesados.

Como reportado no trabalho desenvolvido por CHEN e colaboradores (2009)
que relata a construcdo de um sensor para determinacdo de chumbo em escala
nanomolar utilizando um eletrodo de carbono ativado e oxidado com peroxido de
hidrogénio. Outro exemplo é o sensor para nitrofenois desenvolvido por CHEN e
KAFI (2009), que utilizaram eletrodos de carbono vitreo modificados com azul de

metileno e quitosana com nanoparticulas de ouro.

A maior parte das aplicagbes analiticas dos EQM envolve técnicas
voltamétricas ou amperométricas. E possivel encontrar na literatura alguns casos de
utilizacdo dos EQM como eletrodos ion-seletivos (BARD e FAULKNER, 2001). Em
termos analiticos, a sensibilidade ou seletividade de uma determinagdo deve

aumentar com a utilizacdo de um EQM para que seu emprego seja justificado.
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Os métodos mais importantes utilizados para introducdo de um agente
modificador sobre o eletrodo base constituem em adsorcéo irreversivel direta,
ligacdo covalente a sitios especificos da superficie do eletrodo, recobrimento com
filmes poliméricos ou ainda a preparacdo de compdsitos com materiais organicos e

inorganicos como descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Métodos de modificacdo de superficie de eletrodos (PEREIRA, SANTOS
e KUBOTA, 2002)

MODIFICACOES CARACTERISTICAS

Adsorcao O filme ¢é fortemente adsorvido e, idealmente
irreversivelmente, na superficie do eletrodo. Neste
tipo de modificagdo, incluem-se: monocamadas auto
organizadas, SAMs (Self-assembled monolayers), na
gual moléculas adsorvem espontaneamente em sitios
especificos da superficie do eletrodo.

Ligag&o covalente Incorporagdo de um vasto numero de substancias, de
maneira estavel, por meio de manipulacdo da
reatividade de grupos funcionais existentes nha
superficie do eletrodo.

Filmes poliméricos Filmes poliméricos elétron-condutores ou ndo, sao
imobilizados na superficie do eletrodo pela
combinagcdo com algumas substancias adsorventes e
de baixa solubilidade em solugao.

Materiais compadsitos A substancia modificadora € simplesmente misturada
com um material-matriz, como no caso de um
mediador de transferéncia de elétrons, combinado

com particulas de carbono de uma pasta de carbono.
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1.3- EQM COM FILMES POLIMERICOS

Os filmes poliméricos também sdo uma boa alternativa para EQM (LANGE et
al., 2008), como por exemplo, um EQM contendo dois polimeros diferentes, no qual
o segundo polimero recobre a primeira camada para formar um polimero de

multiplas camadas.

Este método pode ser utilizado para imobilizacdo ndo sé de diferentes
polimeros, mas sim de outras substancias, tais como enzimas, antigeno/anticorpo
etc., com o objetivo de adquirir uma maior estabilidade desses EQM (KUMAR e
CHEN, 2008).

Ha muitas razBes para utilizar filmes poliméricos para preparar EQM: a
técnica de imobilizacdo € mais simples do que trabalhar com monocamadas; os
filmes sdo mais estaveis e, por causa das mdultiplas camadas de sitios redox, a

resposta eletroquimica € maior (DRUST et al., 1997).

A Tabela 2 descreve de forma geral os principais processos de imobilizacao

dos filmes poliméricos sobre a superficie de eletrodos
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Tabela 2 - Processos de imobilizacédo de filmes poliméricos (DRUST et al., 1997).

PROCESSO CARACTERISTICAS

Dip-Coating Este procedimento consiste na imersdao do eletrodo
em uma solucdo do polimero por um periodo
suficiente para adsor¢ao do mesmo.

Evaporacéao do solvente Uma pequena quantidade de solucdo do polimero é
aplicada sobre a superficie do eletrodo e o solvente é
evaporado.

Spin coating Uma pequena quantidade de uma solucao diluida do
polimero é aplicada sobre a superficie de um eletrodo
rotatério. O excesso da solucao é expulso, levando a
formacao de uma camada do polimero seca e fina.

Deposicao eletroquimica  Este procedimento consiste na variagcdo da
solubilidade do polimero com o estado de oxidacéo,
assim a formacédo do filme ira ocorrer. Geralmente a
oxidacdo ou reducdo de um polimero a sua forma
menos soluvel é irreversivel.

Polimerizagao Uma solugdo do mon6émero é oxidada ou reduzida a

eletroquimica uma forma ativa do polimero para formar um filme
polimérico diretamente na superficie do eletrodo.

Polimerizagcado por Vapores do mondmero sao expostos a uma descarga

radiofrequéncia de radiofrequéncia (RF). A alta energia da descarga
de RF resulta em um dano quimico nas substancias,
produzindo modificagcbes e funcionalizacdes ainda
desconhecidas.

Ligacao cruzada E um método para acoplar componentes quimicos de
um filme a superficie do eletrodo. Liga¢gbes cruzadas
sao geralmente formadas por copolimerizacdo de
mondmeros bi e polifuncionalizados. Este tipo de
imobilizagdo pode ser ativado quimica, eletroquimica

ou fotoquimicamente, com RF ou termicamente.
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1.4- EQM COM NANOTUBOS DE CARBONO (NTC)

Desde que Lijima descobriu os nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNT — Multi-Walled Carbon Nanotubes) e os nanotubos de carbono de parede
simples (SWCNT - Single Wall Carbon Nanotubes) (Figura 1), em 1991 e 1993
respectivamente, os nanotubos de carbono tém se tornado lider em pesquisas na
nanociéncia e nanotecnologia, devido as suas notaveis propriedades eletronicas,
térmicas e mecanicas (FUJIHIRA, RUSLING e RUBINSTEIN, 2007).

Figura 1 - Estruturas dos nanotubos de carbono de paredes multiplas (A) e simples
(B) — MWCNT e SWCNT.

Os NTCs apresentam composicdo quimica bastante simplificada, agregada a
uma configuracdo estavel e 6tima relagcdo area/volume e ainda revelam uma extrema
riqueza funcional entre os nanomateriais disponiveis, permitindo serem modificados
para facilitar a sua ligacdo a biomoléculas. Além disso, os NTCs podem acentuar a
reatividade eletroquimica de importantes espécies eletroativas, e por meio disso,
facilitam as reacdes de transferéncia de elétrons envolvendo proteinas e superficies

previamente funcionalizadas (WANG et al., 2005).
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A preparacao de folhas de NTC, também chamada de papéis de NTC e filmes
de NTC por adsorcéo fisica jA é conhecida. Entretanto, alguns trabalhos recentes
descrevem a preparacao de filmes finos, com alta homogeneidade a partir de NTC
purificados dissolvidos ou dispersos em solucéo. Estes filmes finos de NTC tém sido
amplamente utilizados para modificagbes de eletrodos pela formacdo de
monocamadas com SWCNT ou MWCNT, alguns exemplos deste tipo de
modificacdo serdo apresentados neste trabalho (FUJIHIRA, RUSLING e
RUBINSTEIN, 2007).

1.5- A IMPORTANCIA DO ESTUDO ELETROQUIMICO DE COENZIMAS

Ha um grande interesse em se estudar a eletroquimica das coenzimas. Essas
participam da transferéncia de elétrons da enzima e, em muitos casos, fazem parte
do sitio ativo enzimatico, o qual é a regido onde ocorre a reacdo redox. Sem a

presenca das coenzimas, a enzima ndo consegue catalisar a reagao.

As coenzimas nicotinamida adenina dinucleotideo e fosfato nicotinamida
adenina dinucleotideo, na sua forma oxidada (NAD®*, NADP® respectivamente)
(Figura 2), ou reduzida (NADH ou NADPH) sédo de extrema importancia nas células,
nas reacfes bioquimicas, funcionando como um carregador de elétrons e como
participante em reacdes redox metabdlicas (KUMAR e CHEN, 2008). Como o anel
nicotinamida se assemelha a piridina, estes compostos sdo algumas vezes
chamados nucleotideos piridinicos. A vitamina niacina é a fonte da fracao
nicotinamida nos nucleotideos de nicotinamida (NELSON e COX, 2004).
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Ambas as coenzimas sofrem reducao reversivel do anel nicotinamida (Figura

3). Como a molécula substrato sofre oxidacéo (desidrogenacao), dando dois atomos
de hidrogénio, a forma oxidada do nucleotideo (NAD" ou NADP") aceita um ion
hidreto e transforma-se na forma reduzida (NADH ou NADPH). O segundo préton

removido da molécula substrato é removido pelo solvente.

o
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Figura 3 - Reac&o de reducdo do NAD" a NADH (NELSON e COX, 2004).
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1.6- DETERMINACAO ANALITICA DE NADH

A analise de NADH é um dos mais importantes ensaios em enzimas, tendo
em vista que mais de 500 desidrogenases necessitam da forma oxidada desta
coenzima para poder participar do metabolismo do organismo (KUMAR e CHEN,
2008). A deteccao em fluidos bioldgicos é particularmente importante porque permite
a determinacéo indireta de varias substancias ndo eletroativas presentes no nosso
organismo. Em virtude disso, um grande numero de pesquisas visando o
desenvolvimento de procedimentos analiticos para a determinagdo de NADH tem
sido realizado. Dentre os varios métodos existe um interesse particular para agueles
envolvendo a oxidacédo eletroquimica (BARTHUS, MAZO e POPPI, 2005).

A oxidacdo direta de NADH em eletrodos ndo modificados (Ex.: ouro,
carbono vitreo etc.) ocorre s6 em alto sobrepotencial (E,>1 V vs. Ag/AgCl). A maioria
das biomoléculas eletroativas, tais como: catecolamina, acido ascorbico e acido
arico, é oxidada proximo ao potencial de NADH. De forma geral, a oxidacéo direta de
NADH em eletrodos ndo modificados, resulta na contaminacdo da superficie do
eletrodo por adsorcao dos produtos da oxidacdo do NADH, o que resulta em baixa
sensibilidade (KUMAR e CHEN, 2008).

1.7- ELETRODOS MODIFICADOS PARA A ELETROANALISE DE NADH

Apesar do potencial aplicado nos eletrodos modificados ser relativamente
menor que aqueles aplicados nos eletrodos n&o modificados, 0s primeiros
apresentam baixa estabilidade, a qual pode ser resultado do blogueio e/ou
passivacdo da superficie do eletrodo, devido aos produtos gerados durante a
oxidacdo de NADH.

Entretanto é possivel contornar tais problemas, efetuando adequadamente os
processos de pré-tratamento e condicionamento do eletrodo, 0os quais apresentaram
resultados reprodutiveis (MOIROUX & ELVING, 1979; JAEGFELDT, 1980;
JAEGFELDT et al., 1978), entretanto, este tipo de procedimento n&o torna o eletrodo

seletivo para a oxidagdo de NADH.
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A partir dos estudos reportados por BLAEDEL e JENKINS (1975), varias
quinonas e seus derivados foram imobilizadas em superficies de eletrodos com o
intuito de diminuir o sobrepotencial da oxidacdo de NADH e melhorar a seletividade

do eletrodo.

Neste contexto, o processo de imobilizagdo de mediadores tem um papel
fundamental nas caracteristicas dos sensores e biossensores. Uma das justificativas
diz respeito a orientacdo e a proximidade das moléculas do mediador a superficie

eletrddica, podendo favorecer ou ndo a transferéncia de elétrons.

Além disso, dependendo da metodologia empregada para a imobilizacao, esta
pode afetar as caracteristicas da resposta do eletrodo, como por exemplo, constante
de ligacdo do substrato, velocidade maxima da reacdo, pH 6timo, sensibilidade e

estabilidade.

A imobilizacdo deve ser realizada de tal forma que o mediador esteja em
contato direto com o eletrodo, mantendo sua atividade, proporcionando a livre

difusdo de substratos e produtos na camada biocatalitica.

Do ponto de vista analitico, a vantagem da imobilizacdo de mediadores € a
possibilidade de sua reutilizagdo com diminuicdo do custo por andlise, maior
estabilidade, maior sensibilidade e menor interferéncia de compostos indesejaveis
como registrado anteriormente na literatura cientifica (GUILBAULT, 1976).

Problemas como a oxidacdo de substancias interferentes e envenenamento
do eletrodo sdo problemas comumente observados em eletrodos contendo enzimas
desidrogenases, devido a necessidade de aplicacdo de potenciais elevados. Uma
das estratégias usadas para diminuir o potencial aplicado foi a utilizacdo de

mediadores redox imobilizados sobre a superficie do eletrodo.

Um mediador de elétrons para atuar de forma eficiente deve satisfazer
algumas exigéncias: além de possuir um potencial formal, E®, baixo ou compativel
ao potencial 6timo na deteccdo de NADH, o mediador deve exibir elevada
velocidade de reacdo, tanto como eletrodo quanto com o NADH, e também ser
quimicamente estavel em qualquer estado de oxidagdo (CHAUBEY e MALHOTRA,
2002).
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Além disso, a reacdo do mediador deve envolver, preferencialmente 2
elétrons e 1 préton, possibilitando uma répida transferéncia de elétrons na forma
similar de hidreto numa reacdo homogénea com o NADH (Figura 4) (GORTON e
DOMINGUEZ, 2002).

MED . NADH

ELETRODO

MED RED NAD*‘

Figura 4 - Esquema do uso de mediador para a eletro-oxidacdo de NADH

Estudos com énfase na oxidacdo eletrocatalitica de NADH tém atraido
consideravel atencdo nos ultimos anos. Neste contexto, ha uma ampla variedade de
mediadores redox como transportadores de elétrons de NADH para o eletrodo,
causando, portanto, uma diminuicdo do sobrepotencial. Estes mediadores incluem
catecol (JAEGFEDT et al., 1981), quinonas (TSE e KUWANA, 1978; YAMASHITA et
al., 2003), ferrocenos (MATSUE et al., 1987, RAMIREZ-MOLINA et al., 2003),
fenilenodiamina (RAVICHANDRAM e BALDWIN, 1983; PEREIRA et al., 2003),
fenoxazina (ZAITSEVA et al., 2002; SANTOS et al., 2002; KUBOTA e GORTON,
1999), fenotiazina (PERSSON, 1990; KUBOTA e GORTON, 1999), flavina (KUBOTA
et al.,, 1998; KUBOTA e GORTON, 1999) e complexos metéalicos (RIVERA et al.,
1994) nitrocompostos (LIMA et al., 2008).

Como podemos observar na Tabela 3, existe na literatura uma ampla
variedade de mediadores que, com o0 desenvolvimento de novos métodos de
imobilizagdo, tem possibilitado a construgdo de novos tipos de configuragdes de

eletrodos modificados para NADH.
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Tabela 3 - Comparacao do desempenho de alguns eletrodos modificados usados na eletrocatélise de NADH.

Eaplicado Faixa linear Sensibilidade LD
Referéncia Mediador pH
(mV) (umol LY (mA L pmol™) (umol LY
(PEREIRA et al., 2003) Fenilenodiamia 7,0 -50 vs. SCE 40-800 0,02 7,10
(NASSEF et al., 2006) Ferrocenos 7,0 +150 vs. Ag/AgCl 1-10 0,01 0,15
(SANTOS et al., 2002) Flavina 7,0 -200 vs. SCE 10-520 0,05 .
(VASANTHA e CHEN, 2006) Quinona 7,0 +350 vs. Ag/AgCl 10-100 0,05 0,50
(SANTOS et al., 2002) Fenoxazina 7,0 0 vs. SCE 10-750 0,05 _
(KUMAR e CHEN, 2007) Complexos 6,4 +200 vs. Ag/AgCl 10-300 . 1,00
metalicos

(LIU et al., 2005) Quinona 7,2 +200 vs. Ag/AgCl 5-1000 . 1,00
(LIMA et al., 2008) Nitrocompostos 7,0 +100 vs. Ag/AgCI 0,8-8,5 0,50 0,25
(GLIGOR et al., 2009 Fenotiazina 7,0 + 200 vs. Ag/AgCl 2-100 . 2,00
(DAl et al., 2009) Quinona 7,0 + 200 vs. Ag/AgCI 4-560 3,5
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1.8- ACIDO XANTURENICO: BIOSSINTESE E IMPORTANCIA BIOLOGICA

O acido xanturénico (AX) é um metabdlito da rota de oxidacao do triptofano e
sua formacgdo a partir do triptofano € um processo complicado com um bom namero
de enzimas envolvidas na rota bioquimica. O processo completo para a formacéo do
acido xanturénico, de modo geral, consiste na oxidacdo triptofano a
formilguinurenina, hidrélise da formilquinurenina a quinurenina, hidroxilacdo da
quinurenina a 3-hidroxiquinurenina, transaminagdo da 3-hidroxiquinurenina a um
intermediario ceto-acido na cadeia lateral e ciclizacdo do intermediério, levando a
formacao do &cido xanturénico (Figura 5) (HAN et al., 2007; GOBAILLE et al., 2008).

OH
Triptofano
dicxigenase

_h.

OH  Quinurenina
formamidase

Cluinurenina

Triptofano
Cuinurening Quinurenina
Fhidraxilasa aminotransferasze
OH 0 o
N M
~ Transferaminase = OH
e P
on OH OH
Acido Xanturénico 3-Hidroxiguinurenina Acido Quinurenico

Figura 5 - Biossintese do acido xanturénico (GOBAILLE et al., 2008).

A sintese e atividade do acido xanturénico tem sido amplamente estudadas
no mosquito transmissor da febre amarela (Aedes aegypti) e em mosquitos
anofelinos transmissores da malaria. Na maléaria, o AX tem se mostrado importante

na fertilidade e maturacdo do gamatocito do plasmaédio (BILLKER et al., 2004).

A rota do AX em mamiferos ndo esta bem definida. O AX tem sido reportado
como um cromoforo capaz de provocar fotossensibilidade e foto-oxidacdo das
proteinas das lentes dos olhos (MALINA et al., 2001; ROBERTS et al., 2001). O AX

participa em eventos apoptoticos com modificagbes no transporte de Ca**
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mitocondrial e consumo de oxigénio. Administracdo de altas doses de AX em ratos
por via intraperitoneal parece induzir alguma sedacgéo e analgesia (HEYLIGER et al.,
1998).

Altas concentracdes de triptofano e deficiéncia de vitamina Bg estimulam a
formacdo de AX e outros metabolitos de triptofano, na rota da quinurenina
(FLORREST et al., 2004), o aumento do nivel do &cido xanturénico € um indicador
da deficiéncia de vitamina Bs (ADAMS et al., 1976).

Um grande numero de trabalhos tem mostrado que a concentracdo de
triptofano pode estar associada com o estresse oxidativo e 0 AX com 0s estagios
patogénicos da diabetes (ROGER e MOHAN, 1994) e de catarata em idosos
(MALINA, 1999). O AX possui conhecidas propriedades antioxidantes, formando
guelatos com varios metais, especialmente com ferro (Figura 6) (MURAKAMI,
HANEDA e YOSHINO, 2006)

CH
~
HO .
N
o : .0
Fe-""
0= b 9]
N
=3 OH
=
OH

Figura 6 - Quelato do acido xanturénico com o ferro.

Alguns complexos metalicos sdo capazes de produzir espécies reativas de
oxigénio (WELCH et al., 2002). No trabalho realizado por MURAKAMI e
colaboradores (2006) foi comprovado que o AX pode atuar como um prooxidante

pela formacao de um complexo quelato redox-ativo.
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Além disso, uma das razfes para selecionar o acido xanturénico diz respeito
aos grupos fendlicos presente em sua estrutura, 0s quais sao passiveis de sofrerem
oxidacdo e subsequentemente reacdes de polimerizacdes gerando assim, dimeros e
filmes poliméricos altamente estaveis e com propriedades eletroativas,

imprescindiveis para sua utilizacdo como mediador redox.

1.9- ELETRO-OXIDACAO DE FENOIS

Na eletro-oxidacdo de fendis tem-se como primeiro passo a formacdo do
radical fenoxila, o qual pode ser oxidado ou acoplar-se entre si, formando éteres e
compostos poliméricos ou oligomeéricos do tipo quinondide. Os possiveis caminhos
para a eletro-oxidacdo dos fendis sdo mostrados na Figura 7 (GATTRELL e KIRK,
1993).

Espécies insoluveis de alto peso molecular blogueiam a superficie do eletrodo
e impedem uma eletro-oxidacéo efetiva dos fendis. A eletropolimerizacdo de fendis
pode ocorrer em diferentes eletrodos, por exemplo: Fe, C, Cu, Ni, Cr, Ti, Zn, Au, Pte
Ag. A velocidade de desativacdo do eletrodo depende de uma grande variedade de
parametros, tais como concentracdo do composto fendlico, a adsor¢cdo do mesmo no
eletrodo, a natureza do eletrodo, o pH da solucédo, solvente, aditivos, potencial e
densidade de corrente. Um aumento na concentracdo do composto fendlico propicia
a formacdo de uma grande quantidade de radicais fenoxila, 0os quais estao
envolvidos no processo de eletropolimerizacdo, causando uma rapida desativacéo
do eletrodo. Oxidacdo de dimetilfenol foi demonstrada ser mais rapida em metais
nobres, tais como platina e ouro. A desativacdo do eletrodo € mais comum em meio
alcalino (EZERSKIS e JUSYS, 2001).

Estudos do mecanismo de eletro-oxidacdo de vérios derivados fendlicos
mostraram que a polimerizacdo de compostos fendlicos ocorre, principalmente, nas
posicbes orto e para. A explicacdo para este fato € que o radical formado é
estabilizado por ressonancia nestas posi¢coes, como esperado por calculos teoricos.

No caso da polimerizacdo, a rota mais favorecida energeticamente para
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acoplamento é uma estrutura do tipo sandwich, ligando-se pelos carbonos nas
posicoes para-para e orto-orto (GATTRELL e KIRK, 1992).

Os compostos poliméricos gerados, de forma geral, possuem uma baixa
permeabilidade e uma forte aderéncia ao eletrodo. Estes fatores bem como a
formacao de éteres e quinonas menos reativas sdo postulados como as principais

razdes da desativacao do eletrodo, durante a oxidacdo (LAPUENTE et al, 1998).
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Figura 7 - Rotas para polimerizagéo de fendis (EZERSKIS e JUSYS, 2
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2. OBJETIVOS

2.1- - Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi de desenvolver e caracterizar um sensor
eletroquimico para NADH modificando eletrodos de carbono vitreo utilizando
nanotubos de carbonos e &cido xanturénico como mediador. Além deste aspecto, a
tentativa de elucidar o mecanismo de formacdo das espécies eletroativas, poli-acido
xanturénico, gerada in situ e adsorvida nos nanotubos de carbono, também foi foco

deste trabalho.
2.2- Objetivos especificos
O trabalho teve os seguintes objetivos especificos:

1- Promover a modificacdo de eletrodos de carbono vitreo com nanotubos de
carbono e investigar a possivel atuacdo de acido xanturénico na superficie
destes eletrodos, como mediador de oxidagao de substancias biologicamente

importantes;

2- Avaliar os efeitos da acidez e area superficial das matrizes empregadas sobre

0 comportamento eletroquimico do sistema;

3- Avaliar a cinética de transferéncia de életrons entre as espécies imobilizadas

e o eletrodo;

4- Estudar a oxidacdo eletrocatalitica do NADH, usando os eletrodos

modificados;

5- Estudar os parametros cinéticos da oxidacao eletrocatalitica do NADH frente

ao sistema desenvolvido, empregando eletrodo de disco rotatorio;

6- Caracterizar 0s eletrodos guimicamente modificados.
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3. METODOLOGIA

2.2- REAGENTES

Os seguintes reagentes foram obtidos dos seus respectivos fornecedores e
utilizados sem nenhum tratamento prévio: acido xanturénico e [-nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH) na forma reduzida foram obtidos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA), fosfato de soddio monobéasico monohidratrado (NaH,PO4.H,0),
fosfato de sddio dibasico dihidratado (Na,HPO,4.2H,0), hidroxido de sodio (NaOH),
acido cloridrico (HCI) e N,N-dimetilformamida (DMF) foram obtidos da Vetec,
nanotubos de carbono de multiplas paredes (multi-walled carbon nanotube),
MWCNT, foram obtidos da Sigma.

2.3- EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

Um potenciostato modelo PGSTAT30 Eco Chemie da AUTOLAB (Utrecht,
The Netherlands) interfaceado a um microcomputador (software: GPES 4.9), foi
empregado para as medidas eletroquimicas (Figura 8) e um RDE Controller
(controlador de eletrodo de disco rotatério) da AUTOLAB para 0s experimentos com

eletrodo de disco rotatorio (EDR) (Figura 9).

s

Figura 8 - Potenciostato EcoChemie da AUTOLAB
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Figura 9 - EDR da AUTOLAB.

METODOLOGIA

Uma célula eletroquimica com trés eletrodos foi usada, sendo o eletrodo de

referéncia um Ag/AgCI (KCI saturado), um fio de platina como eletrodo auxiliar e um

eletrodo de carbono vitreo tanto na auséncia quanto na presenca de modificacdo

como eletrodo de trabalho e foram usados para todas as medidas (Figura 10).

As medidas foram realizadas usando 5,0 mL de solu¢do tampé&o. A eliminacao

de oxigénio dissolvido foi feita pelo borbulhamento de um fluxo de nitrogénio (Nz())

nas solucdes durante 10 minutos antes das analises.

SENSOR

ELETRODO
REFERENCIA
N

Figura 10 - Modelo esquematico da célula eletroquimica.

—

-

ELETRODO
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|~ NZ!Q]

NADH
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2.4- METODOS

2.4-1. Preparacéo de solucédo de acido xanturénico

Em um eppendorf, foi pesado 6,1 mg de &cido xanturénico, adicionado 440 uL
de NaOH 0,1 mol L™ e 460 pL de agua destilada, agitado até a completa dissolucao
do &cido xanturénico e adicionado 100 uL de agua destilada para completar o
volume de 1 mL. Esta solugcéo estoque foi sempre preparada minutos antes de sua

utilizacao.
2.4-2. Limpeza do eletrodo de carbono vitreo (ECV)

O ECYV foi polido com alumina (g=0,3 um), lavado com agua milli-Q, levado ao
ultrasom por 2-3min em etanol e lavado novamente com agua destilada. A limpeza
do eletrodo foi verificada utilizando ferrocianeto de potassio, ap0s verificacdo da
limpeza do eletrodo, o mesmo foi lavado com agua milli-Q e seco a temperatura

ambiente.
2.4-3. Modificagéo do eletrodo de carbono vitreo com MWCNT

Em um eppendorf, foi pesado 2 mg de MWCNT, adicionado 1 mL de DMF,
agitado e deixado por 2 horas no ultrasom para completa disperséo, 2 uL da solugéo
de MWCNT em DMF, entéo foi depositada sobre a superficie do eletrodo de carbono
vitreo em aliquotas de 1 uL, sempre esperando secar a 80 °C para adicdo da

aliquota seguinte.
3. Ativacdo do ECV/MWCNT com &cido xanturénico

Apos preparagdo do GCE/MWCNT, o mesmo foi lavado com agua milli-Q e
colocado em uma solugédo 120 uM de XA em tampéao fosfato pH 5,5 e ativado
utilizando voltametria ciclica na faixa de potencial entre -0,5 a 1,0 V vs. Ag/AgCl, 10
ciclos, apos procedimento o eletrodo foi removido desta solugéo, lavado com agua

milli-Q e colocado em uma nova solu¢éo tampéo fosfato pH 7,0 na auséncia de XA.
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4. Catalise com NADH

O eletrodo modificado ECV/MWCNT ativado com XA foi colocado em uma
solucéo de tampéo fosfato pH 7,0, entdo foi adicionado aliquotas de NADH e varrido

a uma velocidade 5 mV s .
3.3.6. Estudo cinético do processo eletrocatalitico

As medidas para o estudo da cinética do processo eletrocatalitico do NADH,
envolvendo variacdo de rotacédo do eletrodo, foram realizadas utilizando um eletrodo

de disco rotatorio da Metrohm controlado pelo software GPES.

Apéds a modificacdo e ativacdo eletrodo, foi preparado uma solugéo estoque
de NADH na contracdo de 1,0x102 mol L™ e adicionado aliquotas de 50 uL desta na
cela eletroquimica contendo 5 mL de solucao tampéao fosfato pH 7,0. A partir deste
ponto, a velocidade de rotacao foi variada de 40 a 700 rpm e com os dados obtidos
foi construido uma curva do inverso da corrente eletrocatalitica em funcao do inverso
da raiz quadrada da velocidade de rotacdo, com o objetivo de determinar 0 Kops
(constante global da reacéo) para a primeira concentracdo de NADH neste valor de
pH.

Posteriormente, adicionado novamente, 50 uL de NADH e repetido o

processo descrito acima para mais 5 concentracdes de NADH.

3.3.7. Otimizacédo do processo de ativagéo

As condi¢des de modificacdo do eletrodo foram otimizadas afim de se obter a
melhor resposta catalitica com NADH. Os seguintes parametros foram otimizados:

e O pH, durante a ativacao do acido xanturénico;
e A guantidade de nanotubos sob a superficie do eletrodo;

e A concentracao do acido xanturénico em solucdo durante a ativacao.

O calculo de eficiéncia catalitica (EC) foi estimado de acordo com a equacao
1(GLIGOR et al, 2009).
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I = - =
EC = Up)nabH =04mm — UP)NADH =0
Up)NabH =0

(Equacéo 1)

Na qual, (Ip)nabr=04mm € @ corrente de pico na presenca de NADH a
concentragéo de 0,4 mM e (Ip)napH=0 € a corrente de pico na auséncia NADH, com a
velocidade de varredura de 5 mV s* em tamp&o fosfato 0,1 mol.L™. Os dados
utilizados foram os da segunda varredura, pois a partir da segunda varredura a

corrente estabiliza-se.

3.3.8. Determinacéo da area ativa

A area ativa do ECV/MWCNT/poli-XA (A) foi calculada utilizando ferricianeto

de potassio como sonda e a equacgdo de Randles-Sevcik (Equacao 2):
Ip = (2,69 x 10°)n?/3AD1/?(C, (Equaco 2)

Sendo D e C, sdo o coeficiente de difusdo e concentracdo no seio da solucéo,
respectivamente. Experimentos de voltametria ciclica em diferentes velocidades de
varredura foram realizados no ECV/MWCNT/poli-XA em uma solugdo 1 mmol.L™
Ks[Fe(CN)s] em KCI 0,05 mol.L™. A partir das inclinacdes de lp Vs.. v¥2 e utilizando
D = 7.6x10°cm? s™, n = 1 a 4rea ativa foi entdo obtida (SISWANA, OZOEMENA e
NYOKONG, 2006).
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1. RESULTADOS E DISCUSSAO
1.1- — PREPARACAO DO ELETRODO QUIMICAMENTE MODIFICADO

1.1-1. Modificagdo com MWCNT

Inicialmente, o eletrodo de carbono vitreo foi modificado por um simples
processo de recobrimento da area ativa do eletrodo por nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNT). 2 uL de uma dispersédo de MWCNT em DMF foram
colocados diretamente na superficie do eletrodo de carbono vitreo e deixados secar
a 80 °C. Apos este processo foi possivel observar uma fina e homogénea camada
sobre a superficie do eletrodo. E importante ressaltar que se o processo de
modificacdo e todos os demais critérios para modificacdo do eletrodo ndo fossen

seguidos, a camada de nanotubos era visivelmente irregular.

O processo de modificacdo do eletrodo pela adicdo de nanotubos é muito
importante para a atividade eletrocatalitica, o0 que nos leva a concluir que o0s
nanotubos exercem um papel importante no eletrodo, ndo s6 aumentando a area
ativa do eletrodo, mas de alguma maneira, interagindo na formacao e estabilidade

do polimero gerado apdés a ativagcdo com acido xanturénico.

Podemos observar este fato nos voltamogramas a seguir, em que temos o par
redox da espécie eletroativa gerada a partir do acido xanturénico em eletrodo de
carbono vitreo sem (Figura 11A) e com (Figura 11B) a modificacdo com MWCNT.

0109 Ecvixa

——EcvixAcom0,4mM de NADH  (A) 2.07 — EcviMWCNT/XA B
—— ECV;MWCNT/XA (B)
com 0,4 mmol.L™ de NADH
0.051 1.5-
< o] 10
= <
E
~ 0.54
-0.05
0.0+
024 012 0.00 0.12 0.24 -0.5 T T T )
-0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50

E(V) vs Ag/AgCl
E (V) vs Ag/AgCl
Figura 11 - Catalise do NADH em eletrodo de carbono vitreo sem (A) e com a
modificacdo com MWCNT/XA (B), voltamogramas obtidos em tampéo fosfato 0,1

mol.L* pH 7,0 e v=0,005 V.s*
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1.1-2. — Processo de polimerizacdo do Acido Xanturénico

Apés a modificacdo com nanotubos, as espécies eletroativas, o grupo redox
quinona (GRQ), foi eletroquimicamente gerado in situ a partir do XA (processo de
eletropolimerizacdo) no ECV/MWCNT, apods a ciclagem de potencial na faixa de -0.5
a +1,0 V versus Ag/AgCl em tampdo fosfato 0,1 mol L™, pH 5,5, com uma velocidade
de varredura de 0,005 V.s*(Figura 12). O processo de eletropolimerizagéo foi
otimizado observando-se as seguintes condi¢cdes experimentais: o numero de ciclos
(10 verreduras) aplicado durante a formacéo do filme polimérico; a concentracdo de
XA (120 pmol LY e o pH da solucdo (pH 5,5). As melhores condi¢cdes para
eletropolimerizacdo foram consideradas aquelas que proporcionaram a maior
resposta eletrocatalitica do ECV/MWCNT/poli-XA para a oxidacdo de NADH

(resultados do processo de otimizacéo serao discutidos no item seguinte).

15.0

10.0+
5.0+

0.0+

I(nA)

-5.04

-10.0+

'15-0 T T T T T T T T T T T T
-06 -03 0.0 0.3 0.6 0.9 1.2
E(V) vs. Ag/AgCI

Figura 12 - Ativagdo do GCE/MWCNT com acido xanturénico 120 uM em solugéo
tampao fosfato 0,1 mol L™, pH 5,5 € v=0,05V s™.

Um processo de eletropolimerizagcdo similar foi anteriomente descrito para
polimeros eletroativos bifuncionais, poli(5-hidroxi-1,4-naftoquinona (juglona)-co-5-

hidroxi-3-acido tioacético-1,4-naftoquinona (Piro et al., 2005), o qual foi utilizado para
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a eletrodetecgéo direta da hibridizacdo do DNA e também no desenvolvimento de
um biossensor para lactato (Haccoun et al., 2006).

Inicialmente, os voltamogramas obtidos com o ECV/MWCNT na solucédo de
XA mostram uma onda de oxidacgéo irreversivel em 0,6 V versus Ag/AgCl (Figura
12), correspondente ao inicio do processo de eletropolimerizacdo. Assim, como
pode ser observado na Figura 12, a corrente do pico “A” diminui enquanto um novo
par redox “B/C” cresce com sucessivas varreduras, indicando que a superficie do
eletrodo de trabalho esta sendo gradualmente recoberta por um filme eletroativo
(GLIGLOR et. al., 2009). O par redox A/B (Figura 13) corresponde a um processo de

transferéncia de elétrons quase reversivel.

0.6

-0.3 /

I e
C

-0.6 1

-0.50 -O.|25 O.bO O.|25 0.50
E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 13 - Voltamograma ciclico do ECV/MWCNT/poli-XA em tampéao fosfato 0,1
mol.L*, pH 7,0, Einicias = -0,25 V v=0.005 V.s™.

Com base na literatura podemos ter uma ideia das estruturas do produto de
oxidacdo e dimerizacdo do XA (Figura 14). O dimero apresenta um sistema
guinona/hidroquinona, o qual é pode ser o0 nosso grupo mediador ECV/MWCNT/poli-
XA (Haccoun et al., 2006; Piro et al., 2005).
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Figura 14 - Estruturas do possivel produto de oxidacéo e dimeros do XA.

1.2- - OTIMIZACAO DO PROCESSO DE ATIVACAO

Com o intuito de otimizar a resposta eletrocatalitica do ECV/MWCNT/poli-XA
para a oxidacdo de NADH, o efeito do pH da solugéo de ativagédo, a concentragcéo do
acido xanturénico e a quantidade de nanotubos na superficie do eletrodo foram

otimizados.

O pH 7,0 foi previamente escolhido para o estudo eletrocatalitico devido a
estabilidade do NADH neste pH e ao interesse de aplicar, futuramente, este sensor
na construcdo de um biossensor enzimatico NADH dependente. Como podemos
observar nos gréaficos a seguir, o pH 5.5 foi o que apresentou a maior eficiéncia

catalitica e a concentracao inicial do acido xanturénico foi de 120 umol.L™.
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Figura 15 - Eficiéncia catalitica (EC) para o ECV/IMWCNT/poli-XA variando o pH da
solucéo de ativacéo (A) e a concentracao da solugéo XA na ativacao (B).
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1.3- - CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO ELETRODO
MODIFICADO

Estudos para caracterizar a cinética do processo redox do eletrodo foram
realizados. Voltamogramas ciclicos representativos obtidos para o eletrodo de
carbono vitreo modificado sdo mostrados na Figura 16 para varias velocidades de
varredura de potencial (20-500 mV s™). A observacdo de picos voltamétricos
persistentes e bem definidos indica que o processo redox da espécie ativa do XA
exibe caracteristicas de espécies confinadas na superficie do eletrodo.

Os voltamogramas, na Figura 16 indicam reversibilidade no processo redox
do sistema ECV/MWCNT/poli-XA, apesar de nédo total simetria de picos anddico e

catodico.

O potencial formal [EO:(Epa + Epc)/2] é praticamente independente do
logaritmo da velocidade de varredura de potencial, sugerindo uma transferéncia de
carga rapida na faixa de velocidade de varredura estudada (Figura 17) (ARDAKANI
etal., 2006).

50

20 a 500 mV.s™

25+

03 01 00 01 03 04
E(V) vs Ag/AgCl

Figura 16 - Voltamogramas ciclicos em ECV/MWCNT/poli-XA em solugdo de
tampao fosfato 0,1 mol.L™ pH 7,0 em diferentes velocidades de varredura (20-500

mV s™).
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y =0.112x + 0.0357

Figura 17 - Grafico de E, vs.

velocidade de varreduras.

Outro aspecto que deve

v =v =0575 | y=-0.115x + 0.0345
-0.8 -0.4 0.0 0.4 0.8
loa v/ Vs'l)

log v a partir do voltamogramas ciclicos em varias

ser observado é a correlacdo entre a intesidade de

corrente de pico e a velocidade de varredura. No caso do sistema ECV/MWCNT/poli-

XA (Figura 18) uma correlacéo linear entre I, vs v foi observada, confirmando que a

espécie eletroativa gerada a partir do acido xanturénico esta adsorvida sobre a

superficie do eletrodo modificado com MWCNT.
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Figura 18 - Dependéncia da corrente de pico anddico (Ip,) e catddico (Ie) em fungdo

da velocidade de varredura em solucdo tampao fosfato 0,1 mol.L™* pH 7,0.

Para complementacao dos estudos de caracterizacdo do sistema, a Figura 19
apresenta o efeito da velocidade de varredura (v) sobre a separacdo dos potenciais
de pico (AEp), onde é possivel observar que ocorre um aumento de AE, com o
aumento da velocidade de varredura, o qual é mais evidente em velocidades
maiores. Este comportamento indica que a cinética de transferéncia de elétrons esta

sendo afetada pela resisténcia do proprio material do eletrodo.
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Figura 19 - Dependéncia da variacdo de potencial de pico (AE,) como funcdo da

velocidade de varredura.
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1.4- - O EFEITO DO pH NO COMPORTAMENTO REDOX DO ELETRODO
MODIFICADO

O comportamento redox da espécie eletrogerada a partir da oxidacdo do XA
gue esta adsorvida no eletrodo depende do pH do meio. Na figura 20 sdo mostrados
0s voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado em vérios solu¢des de tampéo
fosfato de pH conhecidos. Os valores de pH da solucédo foram: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0;
7,5 e 8,0. Como podemos observar, a posi¢cdo do potencial de pico depende do pH.
Todas as mudancas voltamétricas de potencial e corrente de pico com o pH foram
reprodutiveis, ou seja, 0 mesmo voltamograma pode ser obtido se o eletrodo é
transferido de uma solugéo para outra com diferente pH; ao retornar para a solugéo

inicial, o valor é restabelecido.

5,0
<+— pH50a80
2,51 ///2/
—_ 0,0_ / /
<
:3_ ——pH 8,0
pH 7,5
] —pH7,0
2,5 EH 6,5
—pH6,0
pH 5,5
50 ——pH 5,0
-0,25 0,00 0,25 0,50

E(V) vs Ag/AgCI

Figura 20 - Efeito do pH no comportamento redox do ECV/MWCNT/poli-XA,

voltamogramas obtidos em tampéo fosfato 0,1 mol.L* e v = 0,05 V.s™

Na faixa de pH estudada, houve variacdo do potencial de pico de reducdao,
para potenciais mais negativos, com o aumento do valor de pH com inclinacdo de 63
mV por unidade de pH (Figura 21). Este resultado esta de acordo com o valor teérico
de 59mV por unidade de pH, para um sistema reversivel com igual nimero entre H*
e e(KUMAR e CHEN, 2007).
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Figura 21 - Potencial formal (E°) do ECV/IMWCNT/poli-XA em funcdo do pH.

Condicbes empregadas: solucéo tampéao fosfato 0,1 mol Le v =50 mV s™*.
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1.5- - ESTUDO DA ELETROOXIDACAO DE NADH

Apoés o procedimento de ativagao in situ na superficie do eletrodo modificado
como previamente descrito, o eletrodo modificado foi aplicado com intuito de testar a
atividade eletrocatalitica para oxidacdo de NADH. Inicialmente, as respostas
voltamétricas foram obtidas em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ e pH 7 na
auséncia e presenca de NADH 0,4 mmol L™ com Ejncias = -0,25 V e E;, = 0,25 V,
Figura 22. Na auséncia de NADH, um par redox de picos bem definidos pode ser
observado. Apés adicdo de NADH 0,4 mmol L™, houve um aumento drastico da
corrente de pico anddica, ao passo que nenhuma corrente catddica foi observada na
varredura reversa. Este comportamento € consistente com um forte efeito
eletrocatalitico. Além disso, sob as mesmas condi¢cdes experimentais, a oxidacado
direta de NADH no eletrodo de carbono vitreo ndo modificado foi observada apenas
em potencias mais positivos. O potencial de pico catalitico € observado em 50 mV

versus Ag/AgCl.

2.0

(b)
1.6+

1.2

0.8+

I (nA)

0.4 (@)

0.0 1

-0.4-
-0.50 -0.25 0.00 0.25 0.50
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 22 — Voltamogramas ciclicos para o GCE/MECNT/XA, na presenca (b) e na
auséncia (a) de NADH 0,4 mmol L™; Velocidade de varredura (v): 5,0 mV s™.

Estudos realizados em solucgéo tampé&o fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,0.
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Como esperado, o pico de oxidagdo catalitico desloca gradualmente para
potenciais mais positivos com o aumento da velocidade de varredura, sugerindo
uma limitacdo cinética na reacdo entre os grupos eletroativos e o NADH. Por outro
lado, um gréafico da corrente catalitica i, versus a raiz quadrada da velocidade de
varredura de potencial (+*?) na faixa de velocidade de 5 a 13 mV s foi construido e

resultou numa dependéncia linear (Figura 23), expressa pela Equacéo 3 seguinte:

I(uA) = 2,6799 + 3,3942 VM2 (v s1)/2 (Equacio 3)

Assim, esta dependéncia linear com vY? sugere que o processo seja
controlado por difuséo na faixa de velocidade de varredura de potencial estudada.
Para ratificar que o processo de oxidacdo eletrocatalitica entre o NADH e o
ECV/IMWCNT/poli-XA de fato apresenta uma etapa quimica acoplada, foram
realizados alguns ensaios neste sentido, o qual através do gréafico da densidade de
corrente de pico normalizada com a raiz quadrada da velocidade de varredura (1/v*2)
versus a velocidade de varredura de potencial (Figura 24) é possivel observar um
perfil caracteristico de um tipico processo eletroquimico-quimico catalitico (ECca)
(Bard e Faulkner, 2001).

0.7
/./
0.6 ,
| 4
d

0.5+ s
— [ ¢
< 7/
3
= 0.4+ P R =0,99935

] Y =3,3942x + 2,6799
d
7
0.3 1 L
a
d
0.2 : . : . ; . .
0.0020 0.0025 0.0030 0.0035 0.0040

Figura 23 - Variacdo da corrente de pico anédica i vs. v}> no GCE/MWCNT/XA em
solucdo contendo 0,4 mmol L™ de NADH. Medidas realizadas em solucéo tamp&o
fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0 e v: 0,005-0,013 V s

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS



SILVA, Francisco A. S. RESULTADOS E DISCUSSAO

300
275 n
\
—~ \
Q) 250
; \
) \
N [ |
= 225 4 o
|> ~
. 1 a -
i 200 - -
N TT- .
;. 1754
>
150 - T . : . : . : .
0.004 0.006 0.008 0.010 0.012 0.014

vi(V.s™)

Figura 24 - Variacdo da corrente de pico anddica normalizada v vs. v no

GCE/MWCNT/XA em solucéo contendo 0,4 mmol L* de NADH. Medidas realizadas
em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0 e v: 0,005-0,013 V s,

1.6- - ESTUDOS CRONOAMPEROMETRICOS

A cronoamperometria de duplo salto de potencial e outros métodos
eletroquimicos foram empregados para a obtencédo de parametros eletroquimicos. A
Figura 25 mostra as curvas de corrente versus tempo, obtidos com
ECV/IMWCNT/poli-XA, Einicia = 100 mV € Ejing = -100 mV versus Ag/AgCl para varias
concentrac6es de NADH. Como pode ser verificado, ndo ha corrente catodica liquida

correspondente a reducdo do mediador na presenca de NADH.

Além disso, os cronoamperogramas de duplo salto de potencial direto e
reverso para o mediador na auséncia de NADH mostraram-se simétricos com um
consumo de carga igual para reducao e oxidacdo do sistema redox eletrogerado na
superficie do eletrodo de carbono vitreo modificado com MWCNT. Por outro lado, na
presenca de diferentes concentracdes de NADH, os valores de corrente anddica
associada com os amperogramas diretos sao significativamente maiores do que

aqueles observados para o processo reverso (Figura 25).
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4,5

Branco

—— NADH 1,0 x 10°* mol.L™
NADH 2,0 x 10 mol.L"
—— NADH 3,0 x 10" mol.L"
NADH 4,0 x 10 mol.L"
—— NADH 5,0 x 10" mol.L"
NADH 6,0 x 10* mol.L"

1/(uA)

1,54

0 5 10 15 20 25 30

Figura 25 - Cronoamperogramas obtidos no GCE/MWCNT/XA em solucédo tampao
fosfato 0,1 mol L™, pH 7 na auséncia (Branco) e presenca de NADH, Ejnicias = 0,10 e

Esinal = -0,10 vs. Ag/AgCI, respectivamente.

A partir da integracdo dos cronoamperogramas € possivel visualizar melhor o
aumento da carga para 0s processos catodico e anddico, onde temos o aumento da

carga para o processo anddico e diminui¢cdo no processo catodico (Figura 26).
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Figura 26 — Integragdo dos cronoamperogramas.
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A cronoamperometria foi usada para estimar o coeficiente de difusédo do
NADH em solucdo. Para um material eletroativo com coeficiente de difusdo, D, a
corrente correspondente a reacdo quimica (sob controle difusional) € descrito pela
equacéao de Cottrell (BARD e FAULKNER, 2001):

| = nFD”ZCOﬁ_l’Zt_”2 (Equagdo 4)

sendo D e Cs o coeficiente de difusédo (cm? s™) e a concentracéo no seio da solugéo
de NADH (mol cm™®), respectivamente. A Figura 27 mostra os graficos de | versus t
Y2 com o melhor ajuste linear para diferentes concentracdes de NADH, o qual indica

que a corrente observada deve ser controlada pela difusdo de NADH em solugéo.

® 0,1 mmol.L" de NADH
247 @ 0,2mmol.L" de NADH
A 0,3 mmol.L" de NADH
204 & 0,4mmol.L" de NADH e
® 0,5 mmol.L" de NADH ////)/
c| ® 06 mmol.L™ de NADH //'/////
] ./'/ //‘ -
_—
& o & A
—~ 1 2 ./:///‘/ - > _—
T2 el a
= e P
= //"“ A o

A =
0.84 — < = - /-/

044 —

OO T T T T T T T T T T T 1

12 _-112
S

t

1/2

Figura 27 - grafico de | vs. t—“ obtidos a partir dos cronoamperogramas.

Um grafico a partir dos declives obtidos das linhas retas versus a
concentracdo de NADH foi construido (Figura 28). A partir do declive da Figura 28 e
usando a equacédo de Cottrell (Equacao 4), um coeficiente de difusdo de 2,4x 10°®
cm? s™ foi obtido para a faixa de concentracdo de NADH estudada. Este valor est4

proximo aos valores reportados na literatura (WU et al., 1999).
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Figura 28 - grafico de | vs. t~“ versus a concentracdo de NADH

Além disso, a constante de velocidade, x, para a reacdo quimica entre o
NADH e os sitios redox confinados na superficie do eletrodo modificado pode ser
avaliado pela cronoamperometria com base no método descrito na literatura

(GALUS, 1976):

I /1, =py"%7"% = 7% (xC )" (Equacdo 5)

cat

Y2 (Figura 29) podemos calcular de

A partir do declive do gréfico lca/l. versus t
forma simples o valor de k para uma dada concentragcdo do NADH. O valor calculado
para k na nesta concentracéo foi obtido e apresentou um valor de 6,65 x 10* L mol™

s (Figura 30).
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Figura 29 - Dependéncia de lcfl. Vs. t2 derivado dos dados dos
cronoamperogramas
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Figura 30 - Grafico da inclinagéo de l.4/l_ vs. a concentracdo de NADH.
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1.7- - ESTUDOS COM ELETRODO DE DISCO ROTATORIO

Para uma melhor avaliacdo quantitativa do comportamento eletrocatalitico da
oxidacdo de NADH no ECV/MWCNT/poli-XA medidas cinéticas foram realizadas em
diferentes concentracées de NADH em diferentes velocidades de rotacdo o (rad s™)
em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) e uma velocidade de varredura fixa
de 5 mV s™ (Figura 31).

6
2.0 5
4
1.54
3
< 101 2
1
0.5
0.0 1 T T 1
-0.2 0.0 0.2 0.4
E(V) vs Ag/AgCl

Figura 31 - Curvas de polarizacdo obtidas para oxidacdo eletrocatalitica de NADH:
(1) 100; (2) 200; (3) 300; (4) 500; (5) 700 e (6) 900 umol.L™* no GCE/MWCNT/poli-
XA. Velocidade de rotacdo, o = 10.47 rad s™*. v=5,0 mVs ™.

A catélise é resultado da difusdo do NADH para a superficie eletrédica onde
ocorre reducdo do mediador oxidado para formar NAD" e a forma reduzida do

mediador.

Neste contexto, experimentos foram realizados com o objetivo de estudar o
mecanismo da reacdo, bem como avaliar as constantes de velocidade do referido
processo eletrocatalitico. A escolha do pH 7 foi também racionalizada uma vez que
ha uma grande quantidade de enzimas desidrogenases que dependem do processo
redox de NADH e que séo dependentes do pH, apresentando um 6timo de pH em 7
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(BARTLETT et al., 1997). Além disso, é também neste pH onde ambos NADH e
NAD" mostram maiores estabilidades quando dissolvidos em solucdo aquosa
(CHENAULT e WHITESIDES, 1987) e onde a maioria dos valores prévios de xcat
foram reportados na literatura para o pH 7 (GORTON e DOMINGUEZ, 2002).

Para muitos eletrodos quimicamente modificados usados para oxidacéo
eletrocatalitica de NADH, tém sido postulado que um complexo de transferéncia de
carga é formado na reacdo entre NADH e o mediador, por causa do valor de xcat
diminuir com o aumento na concentragcdo de NADH (SANTOS et al.,, 2002). Além
disso, acredita-se que um complexo de transferéncia de carga, inicialmente formado
entre 0s reagentes, comporta-se analogo a cinética de Michaelis-Menten de rea¢fes
enziméaticas (GORTON e DOMINGUEZ, 2002).

A Figura 32 mostra os graficos de Levich obtidos para o ECV/IMWCNT/poli-XA
para cinco diferentes concentracdes de NADH, 100, 200, 300, 500 e 700 pmol L™,
tampéo fosfato (0,1 mol L™, pH 7,0). A corrente de oxidacdo para o NADH no
eletrodo modificado pode ser limitada pelo transporte de massa do NADH para a
superficie do eletrodo e/ou pela cinética da reacdo. A partir da Figura 32, fica
evidente que ha limitacdo cinética na reacdo global. Para o eletrodo de disco
rotatorio, a corrente limitada pelo transporte de massa (lqq)) depende da velocidade
de rotacdo, w, e da concentracdo de NADH no seio da solucdo [NADH], de acordo
com a equacéo de Levich (BARD e FAULKNER, 2001) (Equacéo 6):

Ly = 0,620nFA[NADH]D*?v ' (Equacio 6)

sendo n o numero de elétrons, F a constante de Faraday, v a viscosidade
cinematica, e D o coeficiente de difusdo. Os valores de D e v of 2,4x10° cm? s™
(MOIROUX e ELVING, 1980) e 0,01 cm? s* (BARD e FAULKNER, 2001),

respectivamente foram empregados.
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W 100 pLmol.L*
@® 200 yLmol.L*
300 puLmol.L™*
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600 uLmol.L™*
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00 30 60 9.0
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Figura 32 - Gréfico de Levich para a resposta eletrocatalitica de estado-estacionario
para um EDR de ECV/MWCNT/poli-XA em diferentes [NADH]. Estudos realizados

em tampao fosfato 0,1 mol L em pH 7,0 e I'= 7.11 x 10 mol cm™.

Para uma reacdo catalisada, a corrente limitada cinéticamente (lxn) € dada

geralmente pela seguinte expressao (Equacéo 7):

I, =NnFAx,_, I'INADH] (Equacgo 7)

sendo /" a cobertura total do poli-XA. Uma dependéncia linear da corrente catalitica
na '’ é esperada a partir da equacéo de Levich (Equacéo 5). O desvio observado a
partir da equacao de Levich pode ser o resultado da etapa limitada quimicamente.

Assim, a expressao geral para a corrente global, I, é dada por (Equagéo 8):

-1 1 -1
1" = ]d(L) + IKin (Equacao 8)
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Fazendo a inversdo das equacdes 5 e 6, tem-se a conhecida Equacdo 8 de
Koutecky-Levich, muito utilizada em reac¢fes cataliticas empregando eletrodos
contendo mediadores para transferéncia de elétrons (MURRAY, 1984, 1992). Esta
equacao foi empregada na obtencdo da Figura 33 , variando a concentracdo de
[NADH] (Equagéao 9):

1: . + :/L 2/ /
I nFAx_,I[NADH] 0,620nFAv "*D**[NADH]®"

cat

(Equacao 9)

Pela inclinacdo da curva, é possivel obter o nimero de elétrons (n) envolvidos
na reacao. Através da interceptacdo do grafico de Koutecky-Levich € possivel

também avaliar 0 ks, conhecendo-se entdo o valor del .

® 100 pmol.L*
241 @ 200pmol.L*?
A 300 ymol.L*
V¥ 500 pmol.L* u
4 700 pmol.L"?
1.84 P 900 umol.L™
r"/-\
<
2 [
~
‘_.' 1.2+
0.6

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
o2/ (rad.s1)1/2

Figura 33 - Graficos de Koutecky-Levich dos dados experimentais mostrados na
Figura 32. Estudos realizados em tampéao fosfato 0,1 mol L em pH7,0e I = 7.11 x

10 mol cm.

O valor da constante x,: (constante da reacdo catalitica) apresentou-se
altamente dependente da [NADH] como observado na Figura 34(a). Este
comportamento tem sido observado para outros eletrodos modificados com
mediadores usados na oxidacdo eletrocatalitica de NADH (SANTOS et al., 2002;
KUBOTA e GORTON, 1999), sendo esta alta dependéncia explicada pela formacéo
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de um complexo de tranferéncia de carga (CT-complexo) entre o NADH e o
mediador antes da formagé&o do produto da reacéo.

Este tipo de mecanismo de reagcdo é bastante empregado para estudo de
cinética de Michaelis-Menten e obtencédo da constante que leva o mesmo nome
(Km), que pode ser definida conforme a Equagéao 10 (GORTON, 1986):

K = K_; + K,
M (Equacdo 10)
K+1
A constante de velocidade reacao catalitica, x.t, para qualquer concentragcao

de NADH pode ser expressa como proposto abaixo (GORTON, 1986):

K+2
Koy = 5
cat KM +[NADH] (Equagao 11)

Invertendo a Equacédo 11 obtém-se a expressao

1 _ Ky [NADH]

(Equacdo 12)

K(:at K+2 K+2

A construcdo do gréfico 1/ xeps vS. [NADH] como observado na Figura 34(b)
fornece uma relacéo linear, compativel com a equacao

K.+ =0,068]NADH ]+1,295x10°°, com coeficiente de correlacéo de 0,9984 para n = 7,
sendo 0 ! em mol L™'s e [NADH] em mmol L™ sendo indicativo que um complexo

de transferéncia de carga deve se formar entre o poli-XA e o NADH. Do coeficiente
angular da curva, € possivel calcular o valor de «,, e, do coeficiente linear, o valor
de Kv pode ser avaliado. Como verificado na Tabela 4, 0 k., «,, € Ky foram

calculados e apresentaram os valores de 7,72x10* mol™ L s, 14,7 s e 8,77x10”

mol L™, respectivamente.
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Figura 34 - (a) Variagédo de s VS. [NADH] obtidos para o ECV/IMWCNT/poli-XA e
(b) Variac&o de 1/xca vs. [NADH]. Estudos realizados em tamp&o fosfato 0,1 mol L™
empH7,0erl =7.11 x 10 mol cm™.

A Tabela 4 lista alguns trabalhos registrados na literatura envolvendo
eletrodos modificados com varios mediadores, bem como seus respectivos
parametros cinéticos referentes ao processo de oxidacao eletrocatalitica de NADH,
permitindo, portando, comparar os resultados apresentados com o presente sensor

desenvolvido e discutido ao longo deste topico.

Assim, de acordo com a Tabela 4, observa-se que o valor de ¢ € maior
guando comparado aos valores publicados previamente para os sistemas eletrodo-
mediador, exceto para os trabalhos de NASSEF e colaboradores (2006). Por outro
lado, mediadores que tém apresentado altos valores de xcy, tém também requerido
altos sobrepotenciais para a oxidacao eletrocatalitica de NADH como verificado no
trabalho desenvolvido por NASSEF e colaboradores (2006), dificultando, assim, sua

aplicacao no desenvolvimento de biossensores.
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Tabela 4 - Parametros eletroquimicos e cinéticos de alguns eletrodos modificados
para eletro-oxidacdo de NADH.

, r Kcat Kwm
Ref. E®(mV) pH
(molcm™) (mol™L s  (molL™)
(PEREIRA et . ] .
. 2003) -140 vs. SCE 70  57x10 5,5x10 1,0x10°
al.,
(NASSEF et 0 : ]
1. 2006) +200vs.Ag/AgCl 7,0  4,2x10° 1,1x10 2,2x10°
al.,
(SANTOS et . 5 .
. 2002) -230 vs. SCE 70  52x10 1,4x10 2,1x10
al.,
(KUBOTA e
GORTON, -220 vs.SCE 7,0 6,8x10*° 8,2x10° 1,8x10®
1999)
(SANTOS et . 5 .
. 2002) -60vs.SCE 70  4,4x10 1,8x10 2,7x10
al.,
(MUNTEANU 10 5 .
tal. 2008) +156vs.Ag/AgCl 6,0  2,7x10° 3,0x10 3,1x10
etal.,
(ANTIOCHIA u 5
70  9,7x10° 2,0x10 L
et al., 2005)
(VASANTHA
e CHEN, +200vs.Ag/AgCl 7,0  2,6x10™%° 9,8x10° L
2006)
(LIMA et al., 10 4 5
2009) +100vs.Ag/AgClI 7,0 6,5x10° 1,0x10 2,7x10°
Este 11 4 4
Trabalh +100vs.Ag/AgCl 7,0 7.11x 10 7,72x10 8,87x10
rapalno
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1.8- - DETECCAO AMPEROMETRICA DE NADH

Para obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido, amperogramas
para a oxidacdo de NADH foram realizados em diferentes concentracfes em tampéao

fosfato 0,1 mol L™ (pH = 7,0) e potencial aplicado de +100 mV vs. Ag/AgCl (Figura
35).

2.5

9

| (nA)

00 T T T T T T T

r r r r r
20 40 60 80 100 120 140

t (s)

Figura 35 - Medidas amperométricas para a eletrooxidacdo de NADH no
ECV/MWCNT/poli-XA obtidas em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,0 e [NADH]:
(1)0,8 - (9)17,0 mmol L%,
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Figura 36 - Curva analitica para a eletrooxidacdo de NADH no ECV/MWCNT/poli-XA
em tampéo fosfato 0,1 mol L em pH 7,0 E,,=100 mV vs. Ag/AgCI.

O sensor proposto mostrou uma faixa linear de resposta de 0,5 a 8,8 umol L™
(Figura 36), que pode ser expressa de acordo com equacdo seguinte: Al /(UA) =
0,022 + 0,22 [NADH] / (umol L) com um coeficiente de correlagéo de 0,999 para n =
9.

Um limite detecc&o de 0,01 umol L™ foi determinado usando uma raz&o 3o/b
e limite de quantificacdo de 0,04 umol L™ usando 10c/b, sendo o [Jo desvio padrao
do valor médio para dez amperogramas do branco e b o coeficiente angular da curva
analitica, determinado de acordo com as recomendacdes da IUPAC (Analytical
Methods Commitee, 1987).
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1.9- — ESTUDO DE INTERFERENTES

O estudo de interferentes foi realizado com as duas principais
biomoléculas interferentes na eletroanalise de NADH: acido ascorbico e acido urico.
Para o &cido urico nédo foi observada nenhuma interferéncia, pois 0 mesmo possiu
potencial de oxidacdo igual a 0,32 V vs. Ag/AgCl (FIGURA 37A). Ja o acido
ascorbico mostrou-se passivel de sofre eletro-oxidacdo no mesmo potencial da
NADH no sensor desenvolvido (FIGURA 37B), sendo assim, um interferente na
eletroandlise de NADH, mas este interferente pode ser facilmente eliminado da

amostra com a enzima que oxida o &cido ascoérbico (ascorbato oxidase).

7 (A)
3.0 ( )
B (©
1.5
©
2.04
1.0 (b)
= (b)
< —~
S 05 é 1.0+
@ =
0.0 1 @
0.04
-0.5 1
-0.I25 O.IOO 0.I25 0.I50 —O.I25 0.60 0.I25
E (V) vs. Ag/AgCl E (V) vs. Ag/AgCl

FIGURA 37 — (A) Voltamogramas ciclicos para o0 GCE/MECNT/XA, na ausencia (a)
na presenca de NADH 0,4 mmol L™(b) e na presenca de &cido trico 100 pmol L™(c);
(A) Voltamogramas ciclicos para o GCE/MECNT/XA, na ausencia (a) na presenca
de NADH 0,4 mmol L*(b) e na presenca de acido ascérbico 100 pmol L™(c)
Velocidade de varredura (v): 5,0 mV s™*. Estudos realizados em solucdo tamp&o
fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,0.
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1. CONCLUSOES

Este trabalho relata a construcéo de forma simples e a aplicacdo do eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e &cido xanturénico, que
submetido a um processo de ativacdo in situ (eletropolimerizagéo), promove a
formacao do par redox na superficie do eletrodo, sendo uma alternativa viavel para a

determinacao eletroanalitica de NADH.

Os estudos eletrocataliticos e cinéticos do NADH empregando o eletrodo
modificado comprovaram a grande eficiéncia do mediador, o &cido xanturénico
ativado, em mediar a transferéncia de elétrons envolvendo a molécula de NADH.
Além disso, os nanotubos de carbono constituem um excelente ambiente para a
adsorcdo do mediador, capazes de promover a deteccdo de NADH, com étima
sensibilidade e estabilidade, mesmo quando empregados sistemas mais
"agressivos" (dindmicos) como o eletrodo de disco rotatorio, usado nos estudos

cinéticos.

A partir do eletrodo modificado desenvolvido, foi possivel operar a célula
eletroquimica durante a eletrooxidacao do NADH, aplicando potencial de 0,1 V vs.
Ag/AgCIl, o que amplia bastante a possibilidade de uso destes eletrodos em
amostras complexas: pois, neste potencial, 0 sensor torna-se mais seletivo e muito

menos sensivel a possiveis interferentes.

Além disso, o eletrodo modificado desenvolvido apresenta-se como uma
alternativa para o0 desenvolvimento de biossensores enzimaticos NADH
dependentes.
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1. PERSPECTIVAS

Caracterizacdo espectroscépica e morfolégica do ECV/MWCNT/poli-XA,
utilizando infravermelho in situ, microscopia eletrénica de transmissao e varredura e

microscopia de forca atdbmica.

Pretende-se dar continuidade aos estudos ora reportados e com novos
compostos similares ao acido xanturénico e assim, verificar a atividade
eletrocatalitica frente a outros analitos de interesse biol6gico, ambiental e outros,
mostrando-se desta forma a potencialidade do sensor modificado.

Imobilizar o mediador redox em diferentes matrizes tais como, silicas
modificadas, pasta de carbono, entre outras, visando o aumento de estabilidade do
mesmo para posterior aplicacdo em fluidos bioldgicos.

Desenvolver sensores enzimaticos, utilizando desidrogenases, a partir dos
EQM eletrocataliticos frente a NADH.
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