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RESUMO

A determinacdo de acido latico € de interesse no diagndstico clinico, na industria de
alimentos, na biotecnologia e na medicina do esporte. Nesse sentido objetivou-se
desenvolver novos biossensores para determinar a concentracdo de acido latico, a
base de nanotubos de carbono e nanocompdésitos. Foram realizados estudos de
acoplamento molecular utilizando o programa autodock Vina, e visualizados no
programa Pymol. Todo o estudo eletroquimico do biossensor foi realizado utilizando-
se a técnica de voltametria de pulso diferencial em um sistema com trés eletrodos:
eletrodo de carbono vitreo modificado com nanomateriais, como eletrodo de
trabalho, platina como eletrodo auxiliar e Ag|AgCI|CI" (saturado), como eletrodo de
referéncia. O experimento foi realizado em solugédo tampéao fosfato (pH 7,0). Os
biossensores foram preparados a partir da imobilizacdo das enzimas lactato oxidase
ou desidrogenase e imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
realizadas para verificar a morfologia do material modificado no eletrodo. Os
resultados de acoplamento molecular demonstrou que as enzimas tiveram maior
afinidade com o nanotubos de carbono de paredes multiplas. A partir das imagens
de MEV na resolucédo de 100x e 1000x, observaram-se mudancas morfolégicas na
superficie dos nanocompésitos na presenca das enzimas lactato desidrogenase e
lactato oxidase. Os estudos eletroanaliticos demonstraram que o biossensor
modificado com nanotubos de carbono funcionalizados com grupos NH,,
glutaraldeido e a enzima lactato desidrogenase obteve os melhores resultados, com
baixos limites de deteccdo. Este estudo demonstrou que é possivel utilizar o
biossensor a base de nanotubos de carbono e enzimas lactato desidrogenase ou
oxidase para determinar acido latico.

Palavras-chave: Acido latico. Biossensor. Eletroanalitica



ABSTRACT

The determination of lactic acid is of interest in clinical diagnosis, in the food industry,
biotechnology and sports medicine. In this sense it was aimed to develop new
biosensors for determining the concentration of lactic acid, the basis of carbon
nanotubes and nanocomposites. Were realized docking modelling studies using the
autodockVina program and viewed in the Pymol program. All electrochemical study
of the biosensor was performed using the technique of differential pulse voltammetry
on a system with three electrodes: glassy carbon electrode modified with
nanomaterials as working electrode, platinum as auxiliary electrode and Ag|AgCI|CI
(saturated) as reference electrode. The experiment was performed in phosphate
buffer solution (pH 7.0). The biosensors were prepared by immobilizing the enzyme
lactate oxidase or dehydrogenase and scan electron microscopy (SEM) images were
taken to check the morphology of the modified material in the electrode. The results
of docking modelling demonstrated that the enzymes had a higher affinity for multi-
walled carbon nanotube. From the SEM images in resolution of 100x and 1000x, we
observed morphological changes on the surface of the nanocomposites in the
presence of the enzyme lactate dehydrogenase and lactate oxidase. The
electroanalytical studies demonstrated, that the biosensor modified with carbon
nanotubes functionalized with NH;, groups, glutaraldehyde and the enzyme lactate
dehydrogenase obtained the best results, with low detection limits. This study
demonstrated that it is possible to use the biosensor-based carbon nanotubes with
enzymes lactate dehydrogenase or oxidase, for lactic acid determination.

Key Word: Lactic acid. Biosensor. Electroanalytical
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1 INTRODUCAO

A determinacdo do acido latico vem recebendo atencdo no diagnostico clinico, na
industria de alimentos, na biotecnologia e na medicina do esporte (HUANG et al.,
2008; PARRA et al., 2006). O aumento de sua concentragdo no sangue € um
indicador sensivel de desordens médicas humanas (LI et al., 2008). Além do mais
pode ser usado como um indicador do processo fermentativo em alimentos (PARRA
et al., 2006).

O A&cido lactico pode ser analisado utilizando métodos de CLAE,
cromatografia de exclusdo ibnica ou kits de testes enziméticos. Porém, estes
métodos sdo muitas vezes demorados, dispendiosos e requer equipamento
laboratorial e pessoal qualificados. Assim, o desenvolvimento de biossensores para
a determinacdo de &cido lactico em amostras reais, € de grande interesse porque
oferece varias vantagens, tais como a elevada especificidade, de resposta rapida, de
baixo custo e para executar analise in situ (MONOSIKet al., 2012).

Um biossensor pode ser definido como um sensor que combina a alta
seletividade de um elemento biolégico sensivel ao analitico de interesse, ligado a um
transdutor que converte o sinal biolégico em sinal elétrico proporcional a
concentracdo do analito (ROSATTO et al., 2001; TURNER et al., 1988).

O elemento biol6gico mais utilizado em biossensores para determinacdo de
acido latico sdo as enzimas lactato desidrogenase e a lactato oxidade. A primeira
catalisa a oxidacdo do lactato em piruvato em presenca da forma oxidada da
coenzima nicotinamida adenina dinucle6tido(NAD") e o NADH reduzido pode ser
detectado. J4 a segunda, converte o lactato a piruvato e peréxido de hidrogénio, e
neste caso o H,O, & detectado amperometricamente (ROMERO et al., 2008;
PEREIRA et al., 2007).

Para imobilizar essas enzimas no eletrodo de trabalho faz-se necessario sua
imobilizagdo. Os nanotubos de carbono (NTC) abriram o caminho para o estudo
direto de proteinas através da eletroquimica, visto que enzimas e proteinas redox
possuem um sitio ativo protegido numa cadeia polipeptidica hidrofobica, tendo seus
centros redox eletricamente isolados e inacessiveis na superficie do eletrodo,
tornando dificil o estudo eletroquimico direto de enzimas e proteinas a partir de
eletrodos convencionais, como carbono vitreo, ouro e platina (FENG et al., 2008).A

combinacdo de NTC que apresentam diversas propriedades interessantes com
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nanocompositos que podem gerar mudancas significativas nas propriedades da
matriz, como também devido sua area superficial elevada resultando em um
nanocompoOsito com caracteristicas Unicas, pode interferir positivamente na
imobilizacéo e na catélise (ESTEVES et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver novos biossensores para determinar a concentracdo de &cido

latico, a base de nanotubos de carbono e de nanocompositos.

2.2 Objetivos Especificos

v' Verificar a interacdo entre nanotubos de carbono e as enzimas lactato
oxidase e lactato desidrogenase através de estudos de acoplamento
molecular;

v' Modificar a superficie de eletrodos de carbono vitreo com nanotubos de
carbono sem e com funcionalizacdo com grupos amina, nanoourosilica,
nanosilica e glutaraldeido;

v Avaliar nanomateriais eletrédicos tais como nanocompdésitos e nanotubos de
carbono a base da enzima lactato desidrogenase ou oxidase;

v Identificar o nanomaterial eletrédico que melhor imobiliza as enzimas lactato

desidrogenase ou oxidase.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Acido latico

O é&cido latico (acido 2-hidréxipropandico) € um composto organico que
apresenta formula molecular C3HgO3 e sua estrutura é apresentada na Figura 1. Sua
determinacao é de grande interesse no diagndstico clinico, na industria de alimentos
principalmente em laticinios e vinho, na biotecnologia ou na medicina do esporte.
(HUANG et al., 2008; PARRA et al., 2006).

Figura 1 — Estrutura do acido latico

o

OH

OH
Fonte: Autora, 2013

O é&cido latico € um metabdlito formado a partir de acido pirdvico nos
musculos devido ao suprimento inadequado de oxigénio. O nivel de acido latico da
uma indicacdo do estado de oxigenacéo do tecido. O aumento da concentragéo de
lactato no sangue € um indicador sensivel de desordens médicas humanas (Li et al.,
2008). Podendo ser indicativos de varios estados patologicos, incluindo t
insuficiéncias respiratorias e cardiacas (HUANG et al., 2008), a determinacao da sua
concentracdo no sangue € essencial para o diagnostico das condi¢cdes do paciente
durante o tratamento intensivo e processos de operacao cirdrgica. Também € til em
medicina desportiva, em particular para estimar as condi¢cfes fisicas dos atletas
(PARRA et al., 2006).

O &cido latico é um produto final do metabolismo bacteriano no biofilme dental
(MINAH & LOESCHE, 1977). Desta forma a determinacdo da concentragédo de acido
lactico na placa dental podem ser parametros importantes na determinacdo do risco
de cérie de um paciente.

Nos géneros alimenticios, O &cido latico é produzido pela fermentacéo
bacteriana e € um componente essencial a fabricacdo de queijo, iogurte, produtos
de carne fermentados, leite, manteiga, etc. (MARTELLIet al., 2001), pode ser usado

como um indicador do processo fermentativo e esta relacionado com a frescura, a
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estabilidade e a qualidade de armazenagem de varios produtos, tais como molhos

de tomate, frutos, sumos, vinho e do leite (PARRA et al., 2006).

3.2 Enzimas

As enzimas sao proteinas — com excecdo de um grupo de moléculas de RNA
catalitico — que catalisam as reacfes dos sistemas biolégicos. Possuem um alto
grau de especificidade para os seus respectivos substratos, aceleram as reacdes
quimicas e atuam em solu¢des aquosas com temperaturas e pH 6timo (NELSON &
COX, 2011). Algumas enzimas necessitam de um componente quimico adicional,
denominado cofator, ou seja, ions inorganicos ou uma coenzima, molécula organica
ou metalorgéanica complexa (NELSON & COX, 2011).

As reacgOes catalisadas por enzimas ocorrem confinada em uma regido da
enzima, denominado sitio ativo, a Figura 2 mostra o sitio ativo da enzima lactato
desidrogenase. O substrato liga-se ao sitio ativo, através dos grupos da cadeia
lateral dos residuos de aminoacidos, formando um complexo com ele, normalmente
por interacdes ndo covalentes e leva a formacdo das espécies do estado de
transicdo — estado onde ocorrem as melhores interacfes entre a enzima e o
substrato — formando assim o produto (CAMPBELL&FARRELL, 2007).

Figura 2 — Nicotinamida adenina dinucleotideo ligada ao sitio ativo da enzima lactato
desidrogenase.

Fonte: Whiteet al.(1976) Enzima tirado do banco de dados PDB 3ldh e modificada no Pymol
pela prépria autora.

Grande parte das caracteristicas das reac0es catalisadas por enzimas podem
ser entendida por um simples modelo proposto por Leonor Michaelis e

MaudeMenten, através da reagdo abaixo:
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K1 ko
E+S<S<=ES<=E+P
K.q

onde E, S e P representam enzima, substrato e produto respectivamente, ES € um
complexo transitérios da enzima com o substrato (RARVEY & FERRIER, 2012). O
papel da enzima € acelerar a interconversao entre S e P, ou seja qualquer enzima
que catalise areagdo S — P pode catalisar a reagao P — S. Além do mais, a enzima
nao reage no processo, nem o ponto de equilibrio é afetado. Porém, a reacéo atinge
o equilibrio de forma mais rapida, quando uma enzima apropriada estiver presente
(NELSON & COX, 2011).
A equacéo de Michaelis-Menten ou equacédo da velocidade da reacdo de um
substrato catalisada por uma enzima:
Vonmax[S]
K +[S]
Essa equacdo define a relagdo quantitativa entre a velocidade inicial (Vo) a

velocidade maxima (Vmax) € a concentragdo inicial de substrato [S], todas
relacionadas pela constante de Michaelis, K, (NELSON & COX, 2011). O K, é
caracteristico de cada enzima e seu substrato especifico, e reflete a afinidade entre
eles, portanto um K, numericamente pequeno indica alta afinidade, ja para um K
numericamente grande, uma menor afinidade (RARVEY & FERRIER, 2012).

Em muitas oxidac¢des biolégicas, um composto perde dois elétrons e dois
prétons (ou seja dois atomos de hidrogénio). Essas reacbes sdo chamadas
comumente de desidrogenacdes e essas enzimas que catalisam sdo chamadas de
desidrogenase. Em algumas oxidacdes biologicas, mas ndo em todas, um atomo de
carbono é covalentemente ligado a um atomo de oxigénio. As enzimas que
catalisam essas oxidacdes geralmente sdo chamadas de oxidases (NELSON &
COX, 2011).

3.2.1 Lactato desidrogenase

Na classe das oxidorredutases, a lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima
gue catalisa a interconversdo de piruvato e lactato com a nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD") como coenzima.

A LDH foi umas das primeiras enzimas para qual se encontrou isoenzimas
(NELSON & COX, 2011). Existem dois tipos principais de LDH, que s&o codificadas
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por genes diferentes: LDH-A ou M (de musculo) e LDH-B ou H (de coracdo) existe
também uma terceira forma a LDH-C ou X produzida em esperma. A combinacéo
entre as eles formam cinco isoenzimastetramérica diferentes, tais como: LDH-1 ou
B4; LDH-2 ou A;B3; LDH-3 ou A;B;; LDH-4 ou A3B; e LDH-5 ou A; (LAUGHTON et
al.,, 2000). A Figura 3 mostra, a partir de entrada PDB da 3ldh, a estrutura

tetramérica da LDH com quatro cadeias M idénticas.

Figura 3 — Estrutura tetramérica da LDH com quatro cadeias M idénticas

Fonte: Protein Data Bank (PDB) GOODSELL, 2008

As formas M e H apesar de apresentarem estrutura e forma semelhantes,
elas possuem propriedades cataliticas distintas, apresentando valores de Vmax € Kny
significativamente diferentes (GOODSELL, 2008). A forma M, encontrada
principalmente em musculos esqueléticos, favorece melhor a converséo de piruvato
a lactato, sendo usada nos musculos que precisem realizar o exercicio
anaerobico.Ja a forma H converte melhor a reagéo inversa, de lactato para piruvato.
Essa converséo € a principal forma do coragdo, que possui uma fonte constante de
oxigénio parapoder facilmente usar lactato como fonte de energia aerébia (NELSON
& COX, 2011; GOODSELL, 2008; STAMBAUGH & POST, 1965).

No Protein Data Bank (PDB) estdo depositadas diversas estruturas
cristalograficas de LDH como a de Homo sapiens sapiens(READ, 2001), a de P.
falciparum(DUNN, 1996), a de Bacillussteareothermophilus(PIONTEK, 1990) e de
Squalusacanthius(WHITE, 1976).

A enzima LDH necessita de um componente quimico adicional, denominado
coenzima, que agem como carreadores transitorios de atomos ou grupos funcionais

especificos. A nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD) € uma coenzima que
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participa de diversas reacdes de oxidorreducdo e é responsavel pela transferéncia
de ions hidretos (H). A Figura 4 mostra a estrutura do NAD composta por trés
partes: um anel nicotinamida — que contém o sitio no qual ocorrem as reacdes de
oxidacdo e reducdo — um anel de adenina e dois grupos de acgucares fosfatados
unidos. A forma da NAD oxidada ¢ NAD" e na forma reduzida € NADH (CAMPBELL
& FERRELL, 2008; NELSON & COX, 2011).

Figura 4 — Estrutura nicotinamida adenina dinucleoétido

Nicotinamida Nicotinamida
(NAD™) (NADH)

jion hidreto,
HI

NH,

Z N
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Ribose

Fonte: Adaptado de CAMPBELL & FARRELL, 2007;CAMPBELL & FARRELL, 2008

As desidrogenases dependentes do NAD" vém sendo utilizadas para anélise
de diversos analitos em amostras de alimentos (RAHMAN et al., 2009) e clinicas
(PEREIRA et al., 2007; PIANO et al., 2010)

3.2.2 Lactato oxidade

Na classe das oxidorredutases, a lactato oxidase (LOX) na presenca de
oxigénio, catalisa a oxidagdo do lactato a piruvato e peréxido de hidrogénio. Sua
estrutura forma um tetramero que pode ser visualizados na Figura 5 (FURUICHI et
al., 2008)
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Figura 5 — Representacdo do complexo tetramérico da LOX com cada mondmero
retratado em diferentes cores

Fonte: FURUICHI et al.,2008

No Protein Data Bank (PDB) estdo depositadas algumas estruturas da LOX
de AerococcusViridans(LEIROS et al., 2006; MORIMOTO et al., 2007; FURUICHI et
al., 2007).

3.2.3 Imobilizacdo enzimética

O termo imobilizacdo é definido como movimentos néo livres de enzimas ou
células na parte aquosa de um sistema, devido o sua retencdo dentro ou na
superficie de um agente imobilizador, de maneira que sua atividade catalitica nao
seja afetada negativamente (TAMPION e TAMPION, 1988; CARDOSO, 2009).
Dessa forma, as enzimas vém sendo utiizadas em uma diversidade de
biossensores, sendo elas imobilizadas na superficie de eletrodos.

A imobilizacdo € uma ferramenta de grande importancia, pois criado de forma
eficiente pode melhorar diversas propriedades da enzima, como por exemplo, sua
estabilidade, atividade, especificidade, seletividade e reducdo de interferentes
(MATEO et al., 2007). Espera-se que a enzima imobilizada apresente atividade
catalitica superior, e para isso, faz-se necessario que seu sitio ativo ndo seja

modificado, mantendo sua estrutura nativa.
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A utilizacéo de enzimas livres, em rea¢fes bioquimicas, pode ser considerada
uma desvantagem, pois esta aplicacdo € muitas vezes dispendiosa e normalmente a
enzima em solucdo € utilizada uma unica vez, tornando o seu descarte inviavel
economicamente.

A necessidade da reutilizacdo de enzimas conduziu o estudo de diversos
métodos para imobilizacdo enzimatica. Alguns métodos baseiam-se nas ligacGes
fisicas e/ou quimicas entre a biomolécula e o suporte. Sua escolha dependera do
transdutor utilizado e o que promova a menor perda de atividade catalitica. Dentre
0s métodos, os mais utilizados sado: adsorcdo fisica — através de interacdes
hidrofébicas e de van de Waals — e quimica — através de ligacdo covalente e ibnica —
imobilizacdo por confinamento em matriz ou microcdpsula cruzada, Figura 6
(CARDOSO, 2009).

Figura 6 — Principais métodos de imobilizacdo de enzimas

Enzimas Ligadas

Adsorgéo Fisica Adsorgéo lonica

Ligacao Cruzada Ligacdo Covalente

WL

Enzimas Encapsuladas

Matriz polimérica Microcpsula
-,
/220N
EA E3 2o
9 3 e}

Fonte: modificado de Cardoso (2009)
O procedimento de adsorcdo de um biocatalizador € um dos métodos mais
antigo e facil, podendo ser aplicado em enzimas isoladas. Neste método a enzima é

imobilizada em suporte sélido por meio de for¢cas de adsorcéo relativamente fracas,
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tais como forgcas de Van derWaals, interacdes ionicas e ligacédo de hidrogénio. Uma
das vantagens da imobilizacdo por adsorcédo é a simplicidade do processo e como
as forcas de ligacdo sdo fracas e a conformacdo da enzima sofre pouca
perturbacdo, tornando as perdas de atividade enzimatica geralmente baixa. No
entanto a enzima pode sofrer lixiviagdo durante o processo, ocasionando pequenas
mudancas nos parametros de reagdo, como uma variagdo da concentracdo do
substrato, do solvente, da temperatura, ou pH (FABER, 2011).

Na imobilizacdo por adsorcdo ibnica as cargas opostas presentes tanto na
enzima quanto na superficie do suporte, une-as por meio de atracdes eletrostaticas.
Esse método € mais eficiente do que a adsorcéo fisica.

Na imobilizacdo por ligacdo covalente, um residuo de aminoacido esta
envolvido na ligacdo, levando a formacéo irreversivel de uma ligagdo quimica
estavel entre a enzima e um suporte insolivel em agua, ou pela fixagdo em uma
matriz ou pela formacdo de ligacbes cruzadas em uma matriz, que contém a
enzimas e varios agentes bifuncionais. Nesse processo de imobilizacdo diminui
significativamente a lixiviagdo da enzima, mas pode ocasionar perda na atividade
enzimatica, devido a altera¢cdes na estrutura da enzima ou até mesmo acesso
dificultado para o substrato interagir com o sitio ativo (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Os grupos funcionais da enzima que estdo envolvidos na ligacdo covalente
sdo nucleofilicos, por exemplo, o N-terminal e os grupos carboxila-, sulfidrila-,
hidroxila- e as fun¢des fendlicas. O processo de imobilizacdo covalente compreende
duas etapas, primeiramente o0 suporte deve ser ativado com um grupo reativo,
também chamado de espacador e por fim a ligacdo com a enzima é estabelecida.
Este tipo de imobilizacdo é recomendado para enzimas isoladas, uma vez que as
células viaveis geralmente ndo sobrevivem as drasticas condi¢cdes reacionais
requeridas para a formacéao de ligacfes covalentes (FABER, 2011).

Na imobilizac&o por ligagdo cruzada pode ser formada tanto pela reticulagao
entre as enzimas ou até mesmo por outra proteina inativa, por exemplo, albuminas,
resultando em agregados com estrutura tridimensional complexa (FABER, 2011). O
glutaraldeido € um dos reagentes bifucionais mais utilizados para esse tipo de
imobilizagdo (PEREIRA et al., 2007). Os grupos reativos envolvidos na reticulagao
das enzimas ndo sdo apenas grupos amino livres, mas também grupos sulfidril e
hidroxil (FABER, 2011).
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3.3 Nanomateriais

O Iniciativa Nacional de Nanotecnologia define a nanotecnologia como a
ciéncia, engenharia e tecnologia realizada em nanoescala, que é de cerca de 1 a
100 nanbmetros. E o estudo e aplicacao de coisas extremamente pequenas provém
da nanociéncia e nanotecnologia que pode ser utilizada em todos 0s outros campos
da ciéncia, tais como quimica, biologia, fisica, ciéncia dos materiais e engenharia
(www.nano.gov). A nanociéncia vem sendo destacada como uma das mais
importantes fronteiras para a pesquisa e o desenvolvimento da ciéncia moderna
(MARTIN & KOHLI, 2002).

As nanoparticulas (NPs) fazem parte de uma nova classe de materiais que
possuem propriedades Unicas. As NPs possuem uma diversidade de tamanho e
formas, com distintas propriedades. Devido a essa variedade, um conceito geral é
aplicado: as propriedades das NPs estdo intimamente relacionadas ao seu tamanho
em nanoescala e estrutura em escala atdmica (KLABUNDE & RICHARDS, 2009). Ja
0S nanocompositos sdo materiais hibridos onde pelo menos um entre seus
componentes possuem dimensBes nanomeétricas. Ou seja, um dos componentes
serve de matriz, na qual as particulas do segundo material se encontram dispersas.
Um nanocompdsito pode ser sintetizado a partir de componentes de natureza
inorganica/inorganica, inorganica/organica ou ainda organica/organica (ESTEVES et
al., 2004)

As nanoparticulas podem gerar mudancas significativas nas propriedades da
matriz, devido sua area superficial elevada. Essa alteracdo esta relacionada com a
interacdo quimica especifica entre as cargas e o polimero, podendo influenciar na
dindmica molecular do mesmo (ESTEVES et al., 2004). Resultando em um
nanocompaosito com caracteristicas unicas.

O desenvolvimento de diferentes nanoparticulas e nanocompdsitos vem
trazer uma série de aplicacdes biotecnoldgicas e biomédicas (MARTIN & KOHLI,
2002).

3.3.1 Nanotubos de carbono (NTC)

Eletrodos baseados em nanotubos de carbono (NTC) vém sendo utilizado,

por apresentar uma excelente eletrocatalise. O enrolamento de uma ou vérias folhas
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de grafeno — que possui arranjos hexagonais de carbono — originam pequenos
cilindros ocos, com dimensdes nanométricas, denominados NTC (ZARBIN, 2007,
HERBST et al., 2004).

Tendo em vista sua estrutura, os NTC podem ser divididos dois grupos: 0s
nanotubos de carbono de parede simples (SWCNT - single-walledcarbonnanotubes)
que podem ser visualizados como uma unica folha de grafeno enrolada sobre si,
para formar um tubo cilindrico com diametro variando entre 1-5 nm, (Figura 7a)e o
segundo grupo, formado pelos nanotubos de carbono de parede multiplas (MWCNT
— multi-walledcarbonnanotubes) constituido por uma série de camadas concéntricas
de grafeno, separadas entre si por uma distancia de aproximadamente 0,3 nm,
totalizando normalmente um diametro variando de 10 a 50 nm, (Figura 7b) (ZARBIN,
2007; HERBST et al., 2004; KLABUNDE & RICHARDS, 2009).

Figura 7 — Representacdo esquematica das estruturas dos nanotubos de carbono (a)
SWCNT e (b) MWCNT

Fonte: Autora, 2013 a partir do Pymol

Os NTC apresentam diversas propriedades interessantes, como alta
condutividade, excelente resisténcia e rigidez, € quimicamente inerte e por ser um
material na escala nano, possui uma area superficial muito grande (~10-20 m?/g
para os MWCNT). Essas propriedades Unicas sdo devido a sua estrutura distinta
(SWCNT ou MWCNT) que € composto por ligagcbes C-C, mais estreitamente
relacionados com as de grafite (ZARBIN, 2007; FENG et al,. 2008).

Devidos as suas propriedades eletrbnicas e estruturais, eletrodos baseados
em NTC abriram o caminho para o estudo direto de proteinas através da
eletroquimica. Visto que, enzimas e proteinas redox possuem um sitio ativo

acobertado numa cadeia polipeptidica hidrofobica, portanto seus centros redox estao
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eletricamente isolados e inacessiveis para a superficie do eletrodo, tornando dificil o
estudo eletroquimico direto de enzimas e proteinas, a partir de eletrodos

convencionais, como carbono vitreo, ouro e platina (FENG et al., 2008).

3.4 Biossensor

Os biossensores eletroquimicos fazem parte de uma subclasse dos sensores
quimicos que combinam a sensibilidade, indicado pelos baixos limites de detecc¢éo,
e elevada especificidade dos processos de reconhecimento biologico (RONKAINEN
et al., 2010).

Um biossensor pode ser definido como um sensor que combina um elemento
de reconhecimento biologico sensivel ao analitico de interesse — proteinas, enzimas,
anticorpos, acidos nucléicos, células, tecidos ou receptores — que reagem
seletivamente com este analitoprudindo um sinal elétrico proporcional a
concentracdo do analito que esta sendo estudado; um transdutor ou dispositivo
detector que produz um sinal e um processador que coleta, amplifica e exibe o sinal,
Figura 8 (RONKAINEN et al., 2010; SU et al.,, 2010; ROSATTO et al., 2001,
TURNER et al., 1988).

Figura 8 — Esquema de um biossensor com transdutor eletroquimico
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Fonte: Autora, 2013

Os biossensores eletroquimicos apresentam diversas vantagens, pois sao
economicamente mais viaveis do que outros métodos, possui uma resposta rapida e
a possibilidade de automacao (BRETT, 1993). Seu potencial de aplicacdo € amplo
podendo ser utilizado no monitoramento de varios analitos.

Baixo custo e facilidade de uso sé&o determinantes no desenvolvimento de
versdes comercializaveis para o publico em geral. Na pratica, eletrodos sélidos séo

0s mais adequados para fins comerciais. Biossensores enzimaticos para a
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determinacao de &cido latico foram desenvolvidos suportados em diversos materiais
como grafite, ouro, etc (HERRERO et al., 2004; SUMAN et al., 2005; PARRA et al.,
2006; WU et al., 2005).

Um monitoramento eficiente e rapido de acido latico é fundamentalmente
importante em analises clinicas, em processos biotecnolégicos e para a industria
alimenticia. Nos ultimos anos diversos biossensores enzimaticos amperometricos
foram apresentados na literatura suportados principalmente em eletrodos de grafite
(MULCHANDANI et al., 1995; NAMSOO et al., 1996; HERRERO et al., 2004;SHU &
WU, 2001).

Os biossensores para determinacdo de acido latico utilizam-se principalmente
as enzimas lactato desidrogenase (LI et al., 2008; PEREIRA et al., 2007; LIMA et
al.,1998; CAl et al., 2010; PIANO et al., 2010 ) e a lactato oxidade (MONOSIK et al.,
2012; MARTELLI et al., 2001; CHUN-XIU et al., 2009; HUANG et al.,2008; ZANINI et
al., 2011; ROMERO et al., 2008; SUMAN et al., 2005; PARRA et al., 2006)

O biossensor baseado na enzima lactato desidrogenase catalisa a oxidacao
do lactato em piruvato em presenca da forma oxidada da coenzima NAD".

Lactato + NAD® __LDH 5 Piruvato + NADH + H”

Nesta reacdo catalitica o NADH reduzido pode ser detectado amperometricamente
(PEREIRA et al., 2007).
J& no biossensor que utiliza a lactato oxidase o lactato € convertido a piruvato
e peroxido de hidrogénio,
Lactato + O, —LOX 5 Piruvato + H,O,

e neste caso o H,O, é detectado amperometricamente (ROMERO et al., 2008;
PEREIRA et al., 2007).

3.5 Acoplamento molecular

Acoplamento molecular ou docking € um procedimento computacional que
tenta prever as ligagcbes de um ligante com seu alvo macromolecular (receptor),
possibilitando assim predizer se ligantes ainda néo testados experimentalmente
podem interagir com a macromolécula. (TROTT & OLSON, 2010; PACHECO, 2009).
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A complexidade do problema de docking requer métodos computacionais com
potencial para investigar efetivamente um grande niumero de solucdes possiveis, até
que a solugao “6tima” seja encontrada (MORGON & COUTINHO, 2007).

A partir do inicio da década de 80, os primeiros algoritmos de docking
comecaram a ser desenvolvidos, portanto varios métodos tém sido implementados,
tornando uma &rea da pesquisa bastante ativa. Os métodos de docking se
diferenciam, principalmente em relacdo ao grau de flexibilidade das moléculas
biolégicas interagentes e nos métodos de otimizacdo empregados na investigacao
da hipersuperficie de energia (MORGON & COUTINHO, 2007).

3.5.1 Autodokvina

Programa de acesso livre para instituicbes académicas e é utilizado para
fazer acoplamento molecular o AutoDockVina foi projetado e implementado pelo Dr.
OlegTrott no Laboratério de Graficos Molecular The ScrippsResearchinstitute.

No ensaio de docking utiliza-se um receptor e um ligante (

Figura 9), que podem ser encontrados a partir do Protein Data Bank (PDB)

<http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do> ou até mesmo construidas utilizando

programas.

Figura 9 — Estruturas no formato PDB a partir do Protein Data Bank a) receptor e b)
ligante

Fonte: Autora, 2013 a partir do Pymol

O AutoDockVina combina algumas vantagens de funcdes potenciais
baseados em conhecimento e pontuacdo empiricas, ou seja ele extrai informacgao
empirica de ambas as preferéncias conformacionais do complexo receptor-ligante e
a partir de medicdes experimentais de afinidade (TROTT & OLSON, 2010).

As func¢des empiricas para o célculo de energia livre de ligacdo utilizam uma

funcdo cujos coeficientes foram pré-otimizados tomando-se como base resultados


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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experimentais de estruturas receptor-ligante e suas respectivas constante de
dissociacao. Estas funcdes reproduzem dados experimentais associados a energia
livre de ligacdo. No programa AutoDock possui termos individuais que incluem
efeitos de solvatacdo e estimam a perda dos graus de liberdade conformacionais do
ligante na ligagdo com o receptor (MORGON & COUTINHO, 2007)

Existem trés aplicagcbes importantes das funcbes de pontuacdo em
acoplagem molecular, em primeiro € a determinacdo do modo e do local de ligacéao
entre um ligante e uma proteina (receptor). Com base em uma proteina alvo, o
acoplamento molecular pode gerar centenas de milhares de
orientacdes/conformacdes de supostos ligantes ligados no sitio ativo em torno da
proteina e a funcdo de pontuacdo €é wusada para classificar essas
orientacdes/conformacdes dos ligantes avaliando as ligacbes de cada um dos
supostos complexos (HUANG et al., 2010).

Ja as funcdes baseadas em conhecimento procuram utilizar as informacgdes
derivadas do numero cada vez maior de estruturas determinadas
experimentalmente, que descrevem a geometria de interagdo receptor-ligante.
Obtém-se, a partir de uma andlise estatistica das geometrias de interacdo atomo-
atomo, “pseudo-potenciais” relativamente simples, que descrevem as geometrias
preferenciais de interacdo receptor-ligante. Bem como os métodos empiricos, essas
funcBes tentam obter implicitamente efeitos da ligacdo que sao dificeis de modelar
explicitamente entre o receptor e ligante (MORGON & COUTINHO, 2007).

Vina foi projetado para ser compativel com o formato de arquivo de estrutura:
PDBQT, que pode ser visto como uma extensao do formato de arquivo PDB. Isto
torna mais facil de usar o Vina com o software auxiliar existente desenvolvido para o
AutoDock, como o AutoDock Tools para o preparo desses arquivos, escolha do
espaco de busca e visualizacdo dos resultados (TROTT & OLSON, 2010).

Para realizacdo do acoplamento molecular define-se um espacgo
tridimensional de procura (Grid) onde o ligante podera ligar-se com a estrutura da
proteina (Figura 10). Neste local deve envolver a zona catalitica se existir, mas nao

deve ser grande demais, pois o ligante talvez ndo encontre as zonas de ligacao.

Figura 10 — Tela do tridimensional de procura (Grid) do software Vina
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7 Grid Options = *

File Center View  Help
Current Total Grid Pts per map: 29791
number of points in x-dimension:

number of points in y-dimension:

117130 1T

number of points in z-dimension:

3o
Spacing (angstrom): T {-000 )

Center Grid Box: <offset>

xcenter: [15629 [i0-000y
ycenter: [51747 [710.0007]
z center: [15.784 [po-000y

Fonte: Autora, 2013 a partir do Pymol

3.5.2 Pymol

O PyMOL é uma ferramenta para visualizacdo molecular em estruturas 3D

até o nivel atbmico, (Figura 11).

Figura 11 — Tela do programa PyMOL

Fonte: Autora, 2013 a partir do Pymol

O programa PyMOL foi desenvolvo por Warren LyfordDeLano e comercializado
por DeLanoScientific LLC. Este software € disponivel para uso educacional e pode

ser baixado a partir de <http://www.pymol.org>.

3.6 Métodos voltamétricos

Os meétodos eletroanaliticos abrange um conjunto de técnicas, tais como as
voltamétricas que é baseada na medida da corrente em uma célula eletroquimica,

na qual a velocidade de oxidacdo ou redugcdo do analito é limitada pela velocidade


http://www.pymol.org/
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de transferéncia de massa do analito para a superficie do eletrodo. Resultando em
voltamograma de corrente em funcéo do potencial aplicado (SKOOG et al., 2008).

A célula eletroquimica normalmente € composta por trés eletrodos que se
apresentam imersos em uma solucao contendo um eletrélito em excesso — que ndo
se reduz ou oxida na faixa de potencial utilizado na medida — e o analito. Os trés
eletrodos dividem-se em: eletrodo de trabalho que contem dimensdes pequenas
para facilitar sua polarizacéo e cujo potencial varia de forma controlada, a fim de que
nele desenvolvam-se as reacfes eletroquimicas desejadas; eletrodo de referéncia
que deve manter um potencial fixo durante o experimento e o eletrodo auxiliar que é
responsavel pela conducéo de corrente entre a fonte geradora de sinal e o eletrodo
de trabalho (KILLNER, 2007)

Os meétodos voltamétricos vém sendo utilizadas em diversas areas do
conhecimento como medicina, bioguimica, biologia molecular, quimica ambiental e
fisico-quimica (BRAININA, 1987; SOUZA et al., 2003). Pois uma de suas vantagens
€ a possibilidade de utilizar amostras sem a necessidade de tratamentos prévios,
além disso, apresenta baixos limites de deteccdo semelhantes a técnicas
tradicionais utilizadas na analise de compostos orgéanicos e inorganicos em matrizes

ambientais, bioldgicas e em alimentos (SOUZA et al., 2003).

3.6.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroanalitica utilizada com
freqiéncia na andlise qualitativa. Nela encontra ampla aplicabilidade no estudo de
reacoes redox, na deteccdo de intermediarios de reacdo e na observacdo e no
acompanhamento de reacdes envolvendo produtos formados nos eletrodos
(SKOOG et al., 2008).

Para a corrente ser medida na VC, um pequeno eletrodo estacionario em uma
solugdo mantida em repouso é excitada na forma de uma onda triangular, como
mostra na Figura 12. Esta onda triangular produz a varredura no sentido direto (de
+0,8 V a -0,15 V) e depois no sentido inverso (-0,15 V a +0,8 V). Em ambas as
direcbes a velocidade de varredura se mantiveram constante. Um experimento
envolvendo VC pode empregar um ciclo inteiro, um ciclo parcial ou ainda varios

ciclos. (SKOOG et al., 2008).
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Figura 12 — Sinal de excitacdo em voltametria ciclica
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Fonte: Skoog, 2008

3.6.2 Voltametria de pulso diferenciado

Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de igual amplitude sdo aplicados
sobre uma rampa linear de potencial, e a corrente é medida antes do pulso ser
aplicado e no final do pulso. Estas correntes sao subtraidas, ja que a primeira é a
contribuicdo da corrente capacitiva e a segunda é a contribuicdo da corrente
faradaica e que contra o potencial da rampa linear, gerando um voltamograma de

pulso diferencial, com a forma de uma curva gaussiana (SOUZA et al., 2003).
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4 METODOLOGIA

4.1 Estudos de acoplamento molecular

4.1.1 Obtencéo das sequéncias

Os arquivos estruturais das enzimas lactato desidrogenase e oxidase, no

formato PDB, foram obtidos através do download direto do Protein Data

Bank<http://www.pdb.org/pdb/home/home.do> a partir da pesquisa utilizando os

termos “LactateDehydrogenase” e “Lactate Oxidase”. Os arquivos estruturais dos
MWCNT e SWCNT foram criados a partir de programas de engenharia

computacional.
4.1.2 InteracOes entre a enzima e NTC

A partir dos arquivos obtidos, estudou-se a interagdo de cada enzima com 0s
diferentes NTC, utilizando o programa autodockVina (molecular dockingand virtual

screeningprogram) e visualizados no programaPyMOL (Molecular Graphics System).
4.2 Preparo da Limpeza Padrédo dos Eletrodos de Carbono Vitreo

O eletrodo de carbono vitreo foi submetido a limpeza mecéanica de polimento
com alumina e lavagem com agua milliQ. Posteriormente os eletrodos foram levados
ao ultrassom por 30 s em etanol P.A. para retirar particulas residuais.

Para comprovar a limpeza do eletrodo foi utilizado a técnica de VC. Para isto
utilizou-se uma faixa de -0,3 a 0,6 V e velocidade de 50 mV/s em solucdo de
ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g])/ ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g].3H20)

1,0 x 10 mol L'* em KCI 0,1 mol L, para verificar a &rea eletroativa dos eletrodos.


http://www.pdb.org/pdb/home/home.do
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4.2.1 Preparo da dispersao dos NTC

4.2.1.1 NTC

Pesou-se 1 mg de MWCNT e dispersou em um eppendorf contendo 1 mL de
N,N-dimetilformamida (DMF).

42.1.2 NTC+nAuSiO»

Pesou-se 1 mg de MWCNT e 0,2 mg de nAuSiO, e dispersou em um
eppendorf contendo 1 mL de N,N-dimetilformamida (DMF).

4.2.1.3 NTC-NH;

Pesou-se 1 mg de MWCNT-NH; e dispersou em um eppendorf contendo 1 mL

de é&lcool etilico e 10 pL de nafion.

4.2.1.4 NTC-NH2+nAuSiO;

Pesou-se 1 mg de MWCNT-NH, e 0,2 mg de nAu-SiO, e dispersou em um
eppendorf contendo 1 mL de alcool etilico e nafion, ambos permaneceram no

ultrassom por 2 horas.
4.3 Sintese da nanosilica
4.3.1 Sintese de nanoparticulas de ouro
As nanoparticulas de ouro em silica (nAuSiOy)foram sintetizadas segundo
Oliveira (2011) e fornecida pelo grupo de pesquisa do laboratério de Catalise e

Reatividade Quimica do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade de
Alagoas.
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4.4 Preparo dos reagentes enzimaticos e solugdes

O reagente enzimatico da enzima lactato desidragenase foi preparada a partir
da mistura de 160 pL de enzima LDH(LDH >24 KU/L)e 40 pL coenzima NAD"* (NAD
> 4 mmol/L) obtidos do kit enzimatico Lactato — K084 (401 kB) — Bioclin® e para a
lactato oxidase foi utilizado diretamente o reagente enzimatico do proprio kit Lactato
(LOX> 6.000 U/L)— Biotécnica®.

O tampao fosfato (TF) pH 7 foi preparado a partir de sais KH,PO, e
Na;HPO,4(0,1 mol/L).

A solucéo padrdo (1 x10°mol/L) de acido latico foi preparada pela diluicdo do

acido latico de concentracao 11,38 mol/L em tampéo fosfato pH 7.
4.5 Preparo do biossensor no eletrodo de carbono vitreo
4.5.1 Preparo do biossensor com NTC

O preparo do biossensor com NTC esta apresentado na Figura 13 na qual se
adicionoul pL de NTC disperso, preparado segundo o item 4.2.1.1, e logo apos
permaneceu na estufa por 5 minutos a 70°C, esse procedimento foi repetido 10
vezes até totalizar 10 pL na superficie do eletrodo de carbono vitreo, depois o
eletrodo foi lavado cuidadosamente com agua milliQ e depois permaneceu inseridos
em um eppendorf contendo 200 pL de solucdo de reagente enzimatico de lactato
desidrogenase ou lactato oxidase (ltem 4.4), por 1 hora sob refrigeracdo, com

temperatura de aproximadamente 4°C#1.
Figura 13 — Esquema de preparo do biossensor de NTC
—
\\\\ |
Estufa mersdopor1h
70°C na enzima LDH ou LOX
ﬁlurzaison‘i > I o ’_ITJ
v \\l.
10 pL L/

Fonte: Autora, 2013
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4.5.2 Preparo do biossensor com NTC+nAuSiO,

Para o preparo do biossensor de NTC+nAuSiO, est4 apresentado na Figura
14 seguiu o0 mesmo procedimento do item 4.5.1, porém a dispersdo utilizada foi a

preparada com nAuSiO no item 4.2.1.2.

Figura 14 — Esquema de preparo do biossensor de NTC+nAuSiO,

Estufa
i.lltrasson TD“C

1 mg de NTC
0,2 mg de nAuSiO:z 10pL
1 mL de DMF

Imersdo por1h
na enzima LDH ou LOX

Fonte: Autora, 2013

4.5.3 Preparo do biossensor com NTC+nSiO,

O preparo do biossensor com NTC+nSiO, esta apresentado na Figura 15 na
qual se adicionou 1 pL de NTC disperso, preparado segundo o item 4.2.1.1, e logo
apoOs permaneceu na estufa por 5 minutos a 70°C, esse procedimento foi repetido 10
vezes até totalizar 9 yuL na superficie do eletrodo de carbono vitreo e por ultimo foi
adicionado 1pL de nSiO,, depois o eletrodo foi lavado cuidadosamente com agua
milliQ e depois permaneceu inseridos em um eppendorf contendo 200 pL de solucao
de reagente enziméatico de lactato desidrogenase ou lactato oxidase, por 1 hora sob
refrigeracdo, com temperatura de aproximadamente 4°C+1.

Figura 15 — Esquema de preparo do biossensor de NTC+nSiO,

Imersdopor1h

Estufa Repouso na enzima LDH ou LOX
e TDQC por3ds A
rassﬁn
ﬁ' — —
de NTC 1 I.IL nSi0z -

DMF

Fonte: Autora, 2013
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4.5.4 Preparo do biossensor com NTC-NH,

Para o preparo do biossensor com NTC-NH, (Figura 16) adicionoul pL de
NTC-NH; disperso, preparado segundo o item 4.2.1.3, e logo ap0s permaneceu na
estufa por 2 minutos a 70°C, esse procedimento foi repetido 10 vezes até totalizar 10
uL na superficie do eletrodo de carbono vitreo, depois o eletrodo foi lavado
cuidadosamente com agua milliQ e depois permaneceu inseridos em um eppendorf
contendo 200 pL de solugédo de reagente enzimatico de lactato desidrogenase ou
lactato oxidase (ltem 4.4), por 1 hora sob refrigeracdo, com temperatura de

aproximadamente 4°C+1.

Figura 16 — Esquema de preparo do biossensor de NTC-NH,

Imers&o por1h

Estufa na enzima LDH ou LOX

T0°C

\\-:\
_I\.Iltrgison ) —_—
—>

10 pL

1 mg de NTC-NH:z
1 mL de Alcool Etilico
10 pyL Nafion

Fonte: Autora, 2013
4.5.5 Preparo do biossensor com NTC-NH, + glutaraldeido

Para o preparo do biossensor de NTC-NH, + glutaraldeido estd apresentado
na Figura 17a dispersao utilizada foi a preparada com NTC-NH;, no item 4.2.1.3.e
logo apdés permaneceu na estufa por 2 minutos a 70°C, esse procedimento foi
repetido 10 vezes até totalizar 10 puL na superficie do eletrodo de carbono vitreo,
depois o eletrodo foi lavado cuidadosamente com agua milliQ e depois permaneceu
inseridos em um eppendorf contendo 200 pL de Glutaraldeido 7% (preparado a
partir da diluicdo, em &gua Milli-Q®, de solucdo de glutaraldeido a 50%).por 30
segundos e lavado cuidadosamente com agua milliQ e inseridos em um eppendorf
contendo 200 pL solucdo de reagente enzimatico de lactato desidrogenase ou
lactato oxidase (Iltem 4.4), por 1 hora sob refrigeracdo, com temperatura de

aproximadamente 4°C+1.
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Figura 17 — Esquema de preparo do biossensor de NTC-NH2 + glutaraldeido

\
",
Imersdo por 1 h

Estufa na enzima LDH ou LOX

Ultrzshsu-n ! e /
— N
10 pL !
1 mg de NTC-NH:z
1 mL de Alcool Etilico Glutaraldeido
10 pL Nafion 7%

Fonte: Autora, 2013
4.5.6 Preparo do biossensor com NTC-NH+nAuSIiO;

A preparacdo do biossensor de NTC-NH,+nAuSiO, esta apresentado na
Figura 18 onde seguiu o mesmo procedimento do item 4.5.4, porém a dispersédo
utilizada foi a preparada com NTC-NH,+nAuSIiO(item 4.2.1.4)

Figura 18 — Esquema de preparo do biossensor de NTC-NH,+nAuSIO,

Imersdo por 1 h

\ Estufa na enzima LDH ou LOX
Ultrzasr:wn 70°C Vi
..l

1 mg de NTC-NHz

0,2 mg de nAuSIOz 10pL
1 mL de Alcool Etilico

10 pL Nafion

Fonte: Autora, 2013

4.6 Estudos eletroquimicos

Os estudos eletroquimicos do biossensor foram realizados utilizando as
técnicas de voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso diferencial (VPD) em um
sistema com trés eletrodos, Figura 19: eletrodo de carbono vitreo modificado, como
eletrodo de trabalho, platina como eletrodo auxiliar e Ag|AgCI|CI" (saturado) como
eletrodo de referéncia. O experimento foi realizado em solugdo de tampé&o fosfato
(pH 7,0) em temperatura ambiente. As medidas eletroquimicas foram realizadas em
PGSTAT (AUT73222) da Autolab® e o pH foi medido em pHmetro MARCONI
MAPAZ200. Os dados foram tratados através do programa OriginPro 8.



Figura 19 — Sistema com os trés eletrodos para analises eletroquimicas

Eletrodo de trabalho

' /Eletrodo de

Eletrodo/ i referéncia

il

Barra
magneética

Fonte: Autora, 2013
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo de acoplamento molecular

Através do download direto do Protein Data Bank, foram utilizados os
arquivos, no formato PDB, da lactato desidrogenase (3LDH) e oxidase (2ZFA) e os
resultados obtidos através do acoplamento molecular desses arquivos utilizados
como receptor e como ligante os nanotubos de carbono (SWNT e MWNT), estéo
expressos na Tabela 1:

Tabela 1 — Resultados do acoplamento molecular entre os receptores 3LDH e 2ZFA
e os ligantes SWNT e MWNT.

Enzima NTC Afinidade (kcal/mol) Tempo
2ZFA + SWNT -21,8 1h 50min
2ZFA + MWNT -37,1 18h 20min
3LDH + SWNT -20,7 2h 30min
3LDH + MWNT -34,9 15 horas

Podemos observar através da tabela acima, que tanto a lactato
desidrogenase quanto a oxidase, tem afinidade com os nanotubos de carbono
(Figura 20), principalmente o de paredes mudultiplas (MWNT), apresentando as
maiores afinidades (-37,1 e -34,9 kcal/mol) e maiores tempos de acoplamento,
respectivamente. Enquanto que os de paredes simples (SWNT) apresentaram
valores menores iguais a -21,8 e -20,7 kcal/mol, respectivamente e um menor tempo
de acoplamento. Entre eles, a lactato oxidase interagindo com o0s nanotubos de
paredes multiplas (2ZFA + MWNT) foi o que obteve maior afinidade (-37,1 kcal/mol),
comprovando que o MWNT €& um oOtimo material para imobilizar as enzimas

estudadas.



43

Figura 20 — Estrutura da lactato desidrogenase interagindo comSWNT (a) e MWNT
(b)e lactato oxidase interagindo com SWNT (c) eMWNT (d)

Fonte: Autora, 2013

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas interagiu préximo aos
residuos de aminoacidos de ALA-217, ASN-39, ASP-156, GLN-153, GLU-160, GLY-
36, HIS-35, LEU-99, LYS-104, SER-125, THR-128, TYR-124, TYR-40, TYR-8, VAL-
177 da lactato oxidase. Ja para os nanotubos de carbono de paredes simples os
residuos foram ALA-217, ALA-96, ASP-156, GLN-153, GLU-160, GLY-126, GLY-36,
HIS-35, ILE-157, LEU-99, PHE-, 29, SER-125, SER-218, THR-128, TYR-124, TYR-
40, TYR-8, VAL-177, Figura 21.

Figura 21— Visualizacéo das interacdes do MWNT e SWNT com os residuos de OXI,
através do programa pymol

Fonte: Autora, 2013
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J4 para a lactato desidrogenase, os nanotubos de carbono de paredes
multiplas ficou mais proximo dos residuos de aminoacidos de ALA-76, ARG-18,
GLN-15, HIS-68, HIS-74, ILE-8, LEU-11, LEU-7, LEU-71, LYS-4, LYS-60, LYS-77,
MET-64, PRO-17, SER-70, THR-13como mostra na Figura 22a. E os nanotubos de
carbono de paredes simples os residuos foram ALA-209, ARG-173, ARG-267, ASP-
256, CYS-185, HIS-269, HIS-74, ILE-188, LEU-186, LEU-265, LYS-210, LYS-263,
LYS-43, MET-42, PHE-72, TRP-190, TRP-207, Figura 22b.

Figura 22 — Visualizacao das interacbes do SWNT(a) e MWNT(b) com os residuos
de LDH, através do programa pymol

Fonte: Autora, 2013

Ja com relacdo aos sitios ativos das enzimas, podemos observar na Figura 23
que para ambas interacdes, os sitios ficaram livres para catalise, possibilitando a
utilizacdo de nanotubos de carbono como material suporte para imobilizacdo das

enzimas lactato desidrogenase e oxidase.

Figura 23 — Sitios ativos das enzimas lactato desidrogenase interagindo com SWNT
(a) e MWNT (b)e lactato oxidase interagindo com SWNT (c) eMWNT (d)

Fonte: Autora, 2013
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5.2 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia dos materiais suportes utilizados na elaboracdo dos

biossensores foi obtida por microscopia eletrénica de varredura (MEV).
5.2.1 NTC como material suporte

Pode-se observar na Figura 24 que a superficie, apenas com NTC na
resolucdo de 100x e 1000x, apresenta-se porosa, com irregularidade e formacéo de

aglomerados com distintos tamanhos (Figura 24a).

aca

‘*' /)

Figura 24 — Imagem de MEV de NTC, a) amplia o 100

(

x; b) ampli

1000x _

- 4,

EMag WD Dst 3
ONGRAE ot

Ap6s a imobilizacdo da enzima lactato desidrogenase na superficie do NTC, &
possivel observar na imagem com resolucéo de 100x e 1500x,

Figura 25a, mudanca morfoloégica na superficie, a qual foi recoberta com a
enzima, apresentando-se lisa e homogénea.

Figura 25 — Imagem de MEV da enzima LDH imobilizada em NTC, a) ampliagéo
100x; b) ampliacdo 1500x

AccV Probe Mag WD Det
120kv 40 x1500 47 SE
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Ja4 na Figura 26a imobilizagcdo da enzima lactato oxidase no NTC, na
resolucado de 100x e 1000x observa-se uma melhor aderéncia a superficie do NTC,
apesar da enzima ter aderido a esta superficie, ndo houve formacdo de uma
superficie lisa. No entanto, as mudancas morfolégicas tornaram essa superficie mais

homogénea e mais organizada comparado com a superficie do NTC sem a enzima.

Figura 26 — Imagem de MEV da enzima LOX imobilizada em NTC , a) ampliacao
100x; b) ampliacéo 1000x

5.2.2 NTC+nAuSiO, como material suporte

A superficie com o NTC+nAuSiO,, na resolucdo de 100x e 1500x, apresenta-
se porosa e com irregularidades, como de aglomerados de diferentes tamanhos
(Figura 27).

Figura 27 — Imagem de MEV do NTC+nAuSiO,, a) ampliacdo 100x; b) ampliagdo
1500x

AccV Probe: Mag WD Det No.
150k * 40 %100 16 SE 1
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ApOGs a imobilizacdo da enzima lactato desidrogenase, observa-se mudanca
morfologica na superficie do NTCnhAuSIiO,, na resolucao de 100x e 1500x, tornando

a superficie mais lisa e uniforme (Figura 28).

Figura 28 — Imagem de MEV da enzima LDH imobilizada em NTC+nAuSiO,, a)
ampliacdo 100x; b) ampliagdo 1500x.

AccV Probe Mag WD Det 0. 1.0) AccV Probe Mag WD Det No.
120kV 40 x100 15 SE 12.0kV . 40  x1500 15 SE

by

No entanto na Figura 29a enzima lactato oxidase aderiu a superficie do
NTCnAuUSIO,, na resolucdo de 100x e 1000x, apesar de ndo deixar a superficie lisa,
deixou a superficie mais organizada, pois diminui a porosidade do NTCnAuSiO;

comparado com ele sem a enzima.

Figura 29 — Imagem de MEV da enzima LOX imobilizada em NTC+nAuSiO,, a)
ampliacdo 100x; b) ampliacéo 1000x

AccV - Probe. Mag WD Det - No.
15.0%° 40 %100, 47 SE 2y

%

5.2.3 NTC+SiO, como material suporte

Na Figura 30podemos observar a superficie do NTC+SiO, nas resolugfes de
100x e 1500x a presenca de poros pequenos e uniformes, resultando uma maior
homogeneidade na superficie, comparada com o NTC e o NTC+nAuSiO, ambos

sem a enzima.



Figura 30 — Imagem de MEV do NTC+SiO,, a) ampliacao 100x; b) amplia 1500x

/“‘& :

Accé” Piobe  Mag WD Det  No
150KV 40 %100 16 SE e

Devido a imobilizacdo com a LDH, observou-se que a superficie com
NTC+SiO,, na resolucdo de 100x e 1500x, teve seus poros recobertos, resultando
em uma superficie lisa e com apresenca de aglomerados de tamanhos maiores
(Figura 31).

Figura 31 — Imagem de MEV da imobilizacdo da LDH no NTC+SiO,, a) ampliacdo
100x; b) ampliacao 1500x

AccY  Probe  Mag WD Det No. AccV  Probe  Mag WD Det No.
120kV 40 x100 45 SE 1 120kV 40 x1500 47 SE

Fonte: Autora, 2013

No caso da superficie de NTC+SiO, imobilizacdo com a LOX, na resolucdo de
100x e 1500x, observa-se na Figura 32 a presenca de aglomerados de diferentes
tamanhos, resultando em uma superficie heterogénea, com morfologia totalmente
distinta da superficie NTC+SiOs.
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Figura 32 — Imagem de MEV da imobilizacdo da LOX no NTC+SiO,, a) ampliacao
100x; b) pliagéo 1500x

robe” Mgyl WD Det
" :
x100_5 46 SE

5.2.4 NTC-NH; como material suporte

A utilizacdo do NTC-NH, como material suporte, apresentou uma superficie
homogénea, com grande porosidade e formacédo de grandes aglomerados de
tamanhos uniformes, na resolugéao de 100x e 1500x (Figura 33).

Figura 33 — Micrografia de NTC-NH,, a) ampliacdo 100x; b) ampliacdo 1500x

o

Quando a enzima LDH ¢é imobilizada na superficie de NTC-NH; observa-se,
na resolucdo de 100x e 1000x (Figura 34), que a mesma recobre 0S poros,
provavelmente formando uma pelicula na superficie do NTC-NH,, mantendo-a
menos rugosa e alterando sua morfologia.
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Figura 34 — Imagem de MEV de NTC-NH, + LDH a) ampliagcdo 100x; b) ampliacdo
1000x

AccV © Probe  Mag WD Det " No. AccV  Pobe  Mag WD Det  No.
120k%" 40 x100 16 SE 1 120kv 40 x1000 15 SE

Ja a enzima LOX, na resolucdo de 100x e 1000x, interpenetra melhor na
superficie de NTC-NH, aderindo esse material. Pode-se observar também a

diminuicao dos poros, em comparacdo com o NTC-NH, (Figura 35).

Figura 35 — Imagem de MEV de NTC-NH2 + LOX a) ampliacdo 100x; b) ampliacao
1000x

2

5.2.5 NTC-NH; + glutaraldeido como material suporte

A utilizacdo do NTC-NH; junto com o glutaraldeido, alterou morfologicamente
a superficie do NTC-NH, (ver figura antes) resolu¢cdo de 100x e 1000x. O
glutaraldeido permitiu uma maior aglomeracdo na superficie do NTC-NH, (Figura
36), diminuindo os poros.
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Figura 36 — Imagem de MEV de NTC-NH, + Glutaraldeido, a) ampliacdo 100x; b)
ampliacao 1500x

AccV. Probe. Mag. . WD- Det No.
12.0kV 40" 100 15 'SE 1

A figura na resolucdo de 100x e 1000x observa-se que a enzima LDH
imobilizada na superficie de NTC-NH, com glutaraldeido, apresentou maior
interpenetracdo na superficie, em comparacgéo as citadas anteriormente (Figura 37)

mantendo a superficie menos rugosa e alterando sua morfologia.

Figura 37 — Imagem de MEV de NTC-NH, + Glutaraldeido + LDH a) ampliacdo 100x;
b) ampliacao 1500x

e >

Bem como, a Figura 38 na resolucdo de 100x e 1000x observa-se que a
enzima LOX imobilizada na superficie de NTC-NH, com glutaraldeido, apresentou
também interpenetracdo na superficie, alterando sua morfologia de maneira

semelhante a LDH.
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Figura 38 — Imagem de MEV de NTC-NH, + Glutaraldeido + LOX a) ampliacdo 100x;
_b) ampliacéo 1500x

AceV  Probe, *Mag_ WD Deti (iNo
12.00kv %40 180 15 SE 1

5.2.6 NTC-NH;+ nAuSiO, como material suporte

A superficie com o NTC-NH; + nAuSiO,, na resolucdo de 100x e 1500k,
apresenta-se com superficie irregulares, como de aglomerados de diferentes

tamanhos (Figura 39).

Figura 39 — Imagem de MEV de NTC-NH,+ nAuSiO, a) ampliacdo 100x; b)
ampliacdo 1500x

Apés a imobilizacdo da enzima lactato desidrogenase, na superficie do NTC-
NH.+ nAuSiO, observou-se mudancga morfolégica na superficie do deste material, na
resolucdo de 100x e 1500x (Figura 40), tornando a superficie mais lisa e uniforme.
Com provavel formacdao de peliculas sopre a superficie.



53

Figura 40 — Micrografia de NTC-NH,+ nAuSiO, + LDH a) ampliacdo 100x; b)
ampliagcao 1500x

AccY  Probe  Mag WD Det No. UI AccY  Probe  Mag WD Det
120k¥ 40 x100 16 SE 1 120k¥ 40 x1000 15 SE

J4 a enzima LOX imobilizada, na superficie do NTC-NH,+ nAuSiO,, na
resolucdo de 100x e 1000x, interpenetra melhor na superficie desse material. Pode-
se observar também o aumento dos poros, em comparacdo com 0 NTC-NHy+
nNAuUSIO; (Figura 41).

Figura 41 — Micrografia de NTC-NH,+ nAuSiO, + LOX a) ampliacdo 100x; b)
ampliacéo 15

Para todas as imagens de MEVde NTC, NTC+nAuSiO,, NTC+nSiO,, NTC-NH,,
NTC-NH,+glutaraldeido e  NTC-NH,+  nAuSiO,demonstraram  mudancas
morfolégicas na superficie apds processo de imobilizacdo das enzimas lactato
oxidase ou desidrogenase, sendo as superficies com a presenca da lactato

desidrogenase, as que apresentaram as maiores alteracoes.
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5.3 Estudos eletroquimicos
5.3.1 Modificacdo do eletrodo com NTC, NTC+nSiO, NTC+nAuSiO; e LDH

As analisesvoltamétricasobtidas através da técnica de VPD utilizando um
eletrodo de carbono vitreo modificado com NTC e LDH, como eletrodo de
trabalho,esta representada na Figura 42a, na qual é possivel verificar a presenca de
um pico anddico (Ipa) que sofre deslocamento para potenciais mais préximos de
zero e aumento de intensidade de corrente em funcdo do aumento da concentracao
de acido latico. Através da curva de calibracéo, (Figura 42b), obteve-se a faixa linear
de 7,05-50mM, coeficiente de correlacdo de 0,99753, e limites de deteccdo e

quantificacdo de 2,11 mM e 7,05 mM, respectivamente.

Figura 42 — (a) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para &cido latico em
tampéo fosfato pH 7, utilizando biossensor de CV modificado com
NTC e enzima LDH e sua (b) curva de calibragéo

A 10 B 2,7

6+
4 4
24
\ 9 . .
T y=-4,12843.10"'x + 5,6987.10
r=0,99753
1,24

T T T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 20 25 30 35 40 45 50 55
E/V vs.Ag/AgCI/CI (sat.) mM

I(nA)

O biossensor modificado com NTC+nSiO, e LDH (Figura 43) apresentou um
pico anodico, Ip,, que teve sua intensidade crescente em funcédo da concentragcéo de
acido latico e manteve seu potencial em torno de -0,1 V. Desta forma, verificou-se
que a presenca de nSiO, dificultou o processo de transferéncia de elétrons, visto
gue nao apresentou deslocamento do potencial de pico anddico para valores mais
proximos de zero, além de apresentar uma intensidade de corrente (em torno de
1,52pA) inferior a obtida para o biossensor utilizando apenas NTC e LDH (em torno
de 8 pA). Assim, a presenca de nSiO,, pode favorecer a imobiliza¢cdo da enzima em
centros especificos, de modo que néo se verificou deslocamento de potencial.
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A obtencdo dos parametros analiticos para o biossensor modificado com
NTC+nSiO, e LDH (Figura 43b) resultou numa faixa linear de 3,52-28mM, um
coeficiente de correlacdo de 0,96529, um limite de deteccéo e quantificacdo de 1,05

mM e 3,52mM, respectivamente.

Figura 43 — (a) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para acido latico em
tampéo fosfato pH 7, utilizando biossensor de CV modificado com
NTC+nSiO, e enzima LDH e sua (b) curva de calibragcéo

A 25 B
2,0 —TFpH7 1,1
—5mM -
1,64 8 mM 104
0 . e
1 0,9 o
, -
< [
< oo Z 08 7
= 9 P
- 07 /
1,04 //
154 06 / y = 4,05593.10"x + 2,05779.10°
' r=0,96529
204 .
' 05
25 T T T T T T T T T T T
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 03 4 8 12 16 20 24 28
E/V vs.Ag/AgCI/CI (sat.) mM

O biossensor modificado com NTC+ nAuSiO; e LDH (Figura 44a) apresentou
um pico anddico, Ip,, que teve sua intensidade crescente em funcdo da
concentracdo de &cido latico, mantendo-se seu potencial em torno de +0,15V . Logo
a presenca de nAuSiO, pode ter favorecido a imobilizacdo da enzima em centros
especificos, de modo que ndo se verificou mudanca de potencial. Além
disso,observa-se uma intensidade de corrente (em torno de 10 pA) superior a obtida
para os biossensores utilizando apenas NTC e LDH (em torno de 8 pA) e NTC+
nSiO, e LDH (em torno de 1,5 pA), provavelmente devido a presenca de
nanoparticulas ouro que aumentou superficie. Na Figura 44b esta a curva de
calibragdo dobiossensormodificado com NTC+nAuSiO, e LDH que resultou numa
faixa linear de 0,40-14mM, um coeficiente de correlacéo de 0,99675 e um limite de

deteccao e quantificacdo de 0,12mM e 0,4mM, respectivamente.
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Figura 44 — (a) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para acido latico em
tampao fosfato pH 7, utilizando biossensor de CV modificado com
NTC+nAuSiO; e enzima LDH e sua (b) curva de calibragéo
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Pereira et al. (2007) estudaram biossensoresamperométricos com base em
lactato desidrogenase e azul de Meldolae obtiveram um limite de detec¢do de 7,5
UM comfaixa linear de 0,1-10 mMque apesar de diferir dos limites de deteccéo
encontrados no presente estudo, utilizando modificacdes de eletrodo com NTC,
NTC+nSiO, e NTC+nAuSiO, com a mesma enzima, apresenta uma faixa linear
proxima.

Ja Piano et al. (2010) baseou-se em um elétrodo impresso (screenprinted),
modificado com sal azul-Reinecke de Meldola revestido com a enzima lactato
desidrogenase e uma camada de acetato de celulose foi depositada na parte
superior do dispositivo para atuar como uma membrana permeavel e seletiva.
Nesses estudos eles obtiveram uma faixa linear de 0,55 - 10 mM e limite de
deteccao igual a 0,55 mM, sendo ambos os valores proximos ao nosso estudo, no
entanto obteve-se uma maior faixa linear.

Li et al. (2008) desenvolveram um novo método para a determinacéo de acido
lactico com base na analise da LDH e glutaraldeido imobilizado em um capilar de
fluorescéncia, e obtiveram uma faixa linear de 0,50- 2,0 mM e um limite dedeteccéo
de 0,40 mM. Este resultado apresentou uma variagcdo da faixa linear inferior ao

encontrado neste estudo.
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5.3.2 Modificagdo do eletrodo com NTC, NTC+nSiO, NTC+nAuSiO, e LOX

No estudo utlizado eletrodos modificados com NTC, NTC+nSiO, e
NTC+nAuSiO, e a enzima lactato oxidase, apesar da presenca de um pico anddico,
Ipa, N&0 houve variacdo de intensidade de corrente proporcional a concentragao.
Provavelmente devido a lixiviacdo da enzima na superficie do eletrodo. Tornando
esses biossensoresinutilizaveis , para esse tipo de material na presenca desta
enzima. Provavelmente a utilizagdo de um filme sobre o eletrodo modificado com os
nano compositos e enzima resolveria o problema da lixiviagdo e a utilizagdo de um
mediador poderia melhorar a capacidade de transferéncia de elétrons.

Chum-xiuet al. (2009) construiram um biossensor eletroquimico planar com a
enzima lactato oxidase em um sistema de dois eletrodos de filme fino de ouro e foi
modificado com nanoparticulas de negro de platina- e um mediador ferricianeto, este
com o intuito de melhorar a capacidade de transferéncia de elétrons e obtiveram um
limite de deteccdo a 0,1 mM e uma faixa linear de 1-20 mM de lactato. Essa ampla
linearidade desse tipo de biossensores foi explicado pela utlizagdo de alta
concentracdo de ferricianeto, o qual pode superar a cinética relativamente lenta da
oxidacdo da lactato oxidase.

J& Huang et al. (2008) usou nanoparticulas de platina combinadas com os
nanotubos de carbono de paredes mdltiplas em eletrodo de carbono vitreo para a
fabricacdo de umbiosensor eletroquimico de L-lactato e a enzima foi imobilizada por
adsorcdo neste material. No entanto estes autores utilizaram uma camada fina de
sol-gel para evitar a perda da enzima e melhorar a capacidade anti-interferente,
segundo os mesmos autores o0 sol-gel aumentou a estabilidade. Com isso eles

obtiveram uma faixa linear de 0,2-2 mM e um limite de deteccéo estimado a 0,3mM.

5.3.3 Modificacdo do eletrodo com NTC-NH;,, NTC-NH,+glutaraldeido, NTC-
NH,>+nAuSiO, e LDH

As analises voltamétricas obtidas através da técnica de VPD utilizando um
eletrodo de carbono vitreo modificado com NTC funcionalizado com NH; e LDH,
como eletrodo de trabalho, estd representada na Figura 45a, na qual é possivel
verificar a presenca de um pico anddico (Ipa) que teve sua intensidade crescente em

funcdo da concentracdo de acido latico e seu potencial manteve-se em torno de -0,1
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V. No entanto verifica-seuma intensidade de corrente (em torno de 1,5 pA) inferior a
obtida para o biossensor utilizando apenas NTC, sem funcionalizacdo com o grupo
NH,,e LDH (em torno de 8 pA).

Os dados analiticos foram obtidos através da curva de calibracdo, conforme
Figura 45b, o coeficiente de correlacéo foi de 0,95626 e um limite de deteccdo de
2,61 uM e quantificacao 0,869 uM.

Esse resultado mostra uma sensibilidade maior do biossensor modificado com
NTC funcionalizado com NH; e LDH em comparagédo com o biossensor que utilizou
a mesma enzima e NTC sem funcionalizagdo. Provavelmente o nafion utilizado na
dispersdo do NTC funcionalizado com NH; melhorou a imobilizacdo da enzima, ja

gue pode formar um filme.

Figura 45 — (a) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para acido latico em
tampéo fosfato pH 7, utilizando biossensor de CV modificado com NTC
funcionalizado com NH; e enzima LDH e sua (b) curva de calibracdo
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No biossensor modificado com NTC funcionalizado com NH;, glutaraldeido e
LDH (Figura 46a) apresentou pico anddico, Ip,, com sua intensidade proporcional a
concentracéo de acido latico e seu potencial se manteve em torno de -0,1V. Verifica-
se uma intensidade de corrente (em torno de 1 pA)inferior a obtida pelo biossensor
de NTC funcionalizado com o grupo NH,e LDH (em torno de 1,5 pA), devido
provavelmente a presenca do glutaraldeido que pode ter diminuido a area
superficial.

A curva de calibracdo do biossensor modificado com NTC funcionalizado com
NH,, glutaraldeidoe LDH esta apresentada na Figura 46be através dela foi obtido um
coeficiente de correlacdo de 0,99073 e um limite de deteccdo e quantificacdo de
0,145 uMe 0,483 pM, respectivamente.
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Figura 46 — (a) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para acido latico em
tampéo fosfato pH 7, utilizando biossensor de CV modificado com
NTC funcionalizado com NH,, glutaraldeidoe enzima LDH e sua (b)
curva de calibracéo
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No biossensor modificado com NTC funcionalizado com NH», nAuSiO; e LDH
(Figura 47b) ndo houve linearidade, apesar de apresentar um pico anddico, Ip,, um
potencial em torno de zero (Figura 47a), e apresentar uma intensidade de
correnteem torno de 3,5 PA, valor superior aos obtidos peloshiossensores de NTC
funcionalizado com o grupo NH,,e LDH (em torno de 1,5 pA) e com glutaraldeido

(em torno de 1 pA). Neste caso a presenca do nAuSiO, aumentou a area superficial.

Figura 47 — (a) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para acido latico em
tampéo fosfato pH 7, utilizando biossensor de CV modificado com NTC
funcionalizado com NH;,, nAUSIO, e enzima LDH e sua (b) curva de
calibracao
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5.3.4 Modificacdo do eletrodo com NTC-NH;, NTC-NHz+glutaraldeido, NTC-
NH>+nAuSiO, e LOX
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As analises voltamétricas obtidas através da técnica de VPD utilizando um
eletrodo de carbono vitreo modificado com NTC funcionalizado com o grupo NH; e
LOX, como eletrodo de trabalho (Figura 48a) apesar de apresentar um pico anddico,
Ipa, ndo houve proporcionalidade em sua intensidade com o acréscimo da

concentracéo de acido latico (Figura 48b).

Figura 48 — (a) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para acido latico em
tampéo fosfato pH 7, utilizando biossensor de CV modificado com NTC
funcionalizado com grupos NH, e enzima LOX e sua (b) curva de
calibracao
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O biossensor modificado com NTC funcionalizado com o grupo NHy,
glutaraldeido e LOX (Figura 49a) apresentou um pico anddico, Ip,, com sua
intensidade proporcional a concentracao de acido laticoe seu potencial se manteve
em torno de 0 V, favorecendo a transferéncia de elétrons. Bem como, apresentou
uma intensidade de corrente em torno de 5pA, valor superior aos obtidos pelos
biossensores de NTC funcionalizado com o grupo NH,, glutaraldeido e LDH (em
torno de 1 pA).

Como apresentado na Figura 49b seu coeficiente de correlagcdo foi de
0,96832. Seu limite de deteccdo e quantificacdo foi de 0,668 uM e 2,23 uM,

respectivamente.

Figura 49 — (a) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para acido latico em
tampao fosfato pH 7, utilizando biossensor de CV modificado com NTC
funcionalizado com grupos NH,, glutaraldeido e enzima LOX e sua (b)
curva de calibragao
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O biossensor modificado com NTC funcionalizado com o grupo NH2, nAuSiO,
e LOX (Figura 50a)apresentou um pico anddico, Ips, com sua intensidade
proporcional a concentracdo de &cido latico e manteve seu potencial em 0 V,
favorecendo a transferéncia de elétrons. Além disso, apresentou uma intensidade de
corrente em torno de 7uA, valor superior aos obtidos por todos osbiossensores de
NTC funcionalizado com o grupo NH,, exceto ao biossensor modificado com NTC
funcionalizado com grupos NH; e enzima LOX, que apresentou valor similar.

Na Figura 50b esta apresentadoo coeficiente de correlacdo de 0,9483, que
melhorou em comparacdo com a mesma modificacdo, no entanto com a enzima
LDH (0,8754). E seu limite de deteccao foi de 0,348 uM e limite de quantificacdo de
1,16 pM.

Figura 50 — (a) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para acido latico em
tampéo fosfato pH 7, utilizando biossensor de CV modificado com NTC
funcionalizado com grupos NH,, nAuSiO; e enzima LOX e sua (b) curva
de calibracéo
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5.3.5 Comparagdes entre os biossensores

Na Tabela 2 estdo resumidos os resultados obtidos neste trabalho.O
biossensor de NTC-NH,+GLUT+LDH apesar do seu potencial ser de -0,1 V,
apresentou menor limite de deteccdo e quantificacdo e um bom coeficiente de
correlagcdo, quando comparados com os demais. Dentre as imagens de MEV
observa-se que a lactato desidrogenase interpenetrou mais na superficie de NTC-
NH, e glutaraldeido (Figura 37, p.51) em comparacdo com os demais biossensores
com a mesma enzima, provavelmente houve uma melhor imobilizacdo da lactato

desidrogenaseneste material.

Tabela 2 — Comparativo entre biossensor de acido latico modificados com nanatubos
de carbonos, nanocompdsitos e enzimas LDH e LOX

Biossensor E (V) LD LQ R
NTC+LDH 0 2,11 mM 7,05 mM 0,99753
NTC+nSiO,+ LDH -0,10 1,05 mM 3,52mM 0,96529
NTC+nAuSiO,+ LDH +0,15 0,12mM 0,40 mM 0,99675
NTC-NH,+LDH -0,10 2,61 uM 0,87 uM 0,95626
NTC-NH,+LOX 0 - - 0,87540
NTC-NH,+GLUT. + LDH -0,10 0,15 uM 0,48 uM 0,99073
NTC-NH,+GLUT. + LOX 0 0,67 uM 2,23 UM 0,96832
NTC-NH,+nAuSiO,+LDH 0 - - 0,45404
NTC-NH2+nAuSIO,+LOX 0 0,35 uM 1,16 uM 0,94830

Os biossensores com NTC apresentaram limites de deteccdo e quantificacao

superiores quando comparados com os biossensores de NTC funcionalizados com
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grupos amina, que pode ser resultado de uma melhor imobilizagdo entre as enzimas
LDH e LOX com o0s grupos aminas.

A presenca dos nanocompadsitose NTC funcionalizados com grupo amina,
apesar de ndo apresentar uma boa linearidade, facilitou a transferéncia de elétrons,
ja que apresentou potenciais em torno de zero. Porém isso ndo foi observado nos
biossensores que utilizaram NTC sem funcionalizacao.

A nao linearidade apresentada por alguns biossensorespodem ter seus
resultados melhorados na presenga de uma membrana, que venha a proteger as
enzimas de uma provavel lixiviagéo.

Monosiket al. (2012) também encontrou baixos limites de deteccéo, utilizando
NTC. Estes autores estudaram biossensores amperométricos baseados em eletrodo
planar de ouro e em eletrodos de nanocompoésitos composto de nanotubos de
carbono de paredes multiplas para a determinacdo de &cido lactico. Para isso os
biossensores foram construidos por imobilizacdo de oxidase de L-lactato e
peroxidase dentro das camadas de quitosana sobre a superficie dos eletrodos.
Como um mediador, ferrocianeto foi utilizado. Esses mesmos autores encontraram
gue o biossensor baseado em eletrodo de ouro mostrou linearidade na faixa de 5-
244 pM e limite de deteccdo de 0,96 UM e para osbiossensores com
nanocompositos a faixa foi mais ampla de 5-350 uM e limites de deteccdo foram
1,62 e 1,66 pM. Segundo 0s mesmos autores o0s sistemas baseados em
biossensores com nanocompdsitos mostrou que esse material € capaz de substituir

a superficie do eletrodo de ouro, como uma alternativa mais barata.
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6 CONCLUSAO

Os resultados de modelagem molecular demonstraram que tanto a lactato
desidrogenase quanto a lactato oxidase, interagiram com ambos 0s nanotubos de
carbono, de paredes simples e duplas. No entanto osnanotubos de paredes
multiplas (MWNT) foi o que apresentou as maiores afinidades, fazendo deste um
otimo material para imobilizar as enzimas estudadas.

A partir das imagens de MEV na resolucdo de 100x e 1000x, observou-se
mudancas morfolégicas na superficie do NTC, NTC+nSiO,, NTC+nAuSiO,, NTC
funcionalizado com NH;, NTC funcionalizado com NH, mais glutaraldeido e NTC
funcionalizado com NH; mais nAuSiO,;, na presenca das enzimas lactato
desidrogenase e lactato oxidase.

Os estudos eletroanaliticos demonstraram que é possivel utilizar o biossensor
a base de nanotubos de carbono e o melhor biossensor foi o0 modificado com NTC

funcionalizados com grupo NH,, glutaraldeido e a enzima lactato desidrogenase.
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PERSPECTIVAS

A partir dos melhores biossensores estudados neste trabalho pretende-se
otimiza-los, adicionar uma membrana, realizar estudos de interferentes, calculos de
Km das enzimas lactato oxidase e desidrogenase imobilizadas e em solucéo.
Realizar um estudo com a microbalanca e fazer analise de microscopia eletrénica de
transmissdo. Os resultados serdo comparados com técnicas tradicionais de

espectroscopia e analises em amostra real.
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