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| — Objectivo

Este trabalho tem como objectivo a comparacdo entre duas técnicas de
imobilizacdo, nomeadamente aprisionamento com pirrole e ligacdo covalente, através
de biossensores baseados em eléctrodos “screen printed”, para a determinacdo da amina

biogénica histamina.

|
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Il — Introducéo

2.1 - AMINAS BIOGENICAS

2.1.1 Funcdes:

As aminas biogénicas, e em particular as poliaminas, estdo presentes em baixas
concentracdes nas células dos procariotas e eucariotas e desempenham funcdes
reguladoras no crescimento. Sdo formadas e degradadas durante o metabolismo normal
dos animais, plantas e microrganismos. [1-5]

As aminas exercem funcgbes fisiologicas importantes nos tecidos animais e
vegetais. Sdo fontes de azoto e sdo precursores da sintese de hormonas, alcaloides,
acidos nucléicos e proteinas. Sdo importantes substancias mensageiras e regulam o
funcionamento celular. Nas plantas e nos animais, as poliaminas estdo envolvidas em
varios processos celulares como a divisdo e diferenciacdo celular, regulacdo da
expressao dos genes (através da alteracdo da estrutura do DNA e modulando as cinases
proteicas e os factores de transcricdo), a sintese de &cidos nucléicos e proteinas,
manutencdo da estabilidade membranar e dos &cidos nucleicos e nas repostas ao stress
oxidativo. Devido a diversidade das suas funcdes no metabolismo celular e no
crescimento, sdo requeridas em elevados niveis nos tecidos em rapido crescimento.
Todas as células possuem a capacidade de produzir poliaminas, contudo durante o

crescimento e o envelhecimento celular o seu conteido em poliaminas diminui. [6-16]

2.1.2 Classificacao: [8, 17-25]

As aminas podem ser classificadas em funcdo do numero de grupos amina, da

estrutura quimica e da via sintética.

- Quanto _ao numero de qgrupos amina na molécula classificam-se em

monoaminas (ex: tiramina, feniletilamina), diaminas (ex: histamina, triptamina,
serotonina, putrescina e cadaverina) e poliaminas (ex: espermina, espermidina e

agmatina).
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- Relativamente a sua estrutura quimica, podem ser alifaticas (putrescina,

cadaverina, espermina e espermidina), aromaticas (tiramina e feniletilamina) ou
heterociclicas (histamina e triptamina).
A espermina e espermidina sdo formadas in situ nas células a medida que séo

requeridas, com a agmatina e a putrescina como intermediarias.

- Quanto a via sintética as aminas biogénicas derivam essencialmente da
descarboxilacdo dos aminoacidos do respectivo precursor, através de enzimas substrato
especificas resultantes de microrganismos, ou alternativamente devido a aminacdo e
transaminacdo de aldeidos e cetonas. A descarboxilagdo dos aminodcidos ocorre pela

remogao do grupo a-carboxilo formando a amina correspondente.

As monoaminas tiramina e fenilalanina, sdo formadas a partir da tirosina e
feniletilamina. As diaminas, histamina, triptamina e serotonina, putrescina e cadaverina,
como se observa na Figura 1, formam-se a partir da histidina, triptofano, ornitina e

lisina, respectivamente. [24, 26]

A Dbiossintese das poliaminas é controlada por duas enzimas, ornitina
descarboxilase (ODC) e S-adenosimetionina descarboxilase (AdoMetDC) e as
poliaminas sdo formadas a partir da metionina e da ornitina (Fig. 1). A metionina
fornece o grupo aminopropil necessario a conversdo de putrescina nas poliaminas mais
complexas. A sintese é realizada através de duas enzimas aminopropiltransferases,
espermina e espemidina sintetase. As plantas e 0s microrganismos também podem

produzir putrescina através da actividade da arginina descarboxilase (ADC). [18]
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Fig. 1 - Circuitos da formagdo das aminas biogénicas e das poliaminas. (adaptado de [26])

2.1.3 Aminas Biogénicas e os Alimentos:

As aminas estdo presentes numa larga variedade de produtos alimentares como o
chocolate, bolachas de agua e sal, peixe e produtos piscicolas, cerveja, vinho tinto,
queijo, etc. Sdo formadas em processos metabdlicos ou através de actividade
microbiana. [19,21,27-31]

Os pré-requisitos para a formacéo de elevadas quantidades de aminas biogénicas
nos alimentos sdo a existéncia de amino&cidos livres, a presenca de microrganismos
descarboxilase-positivos e condi¢cdes favoraveis ao crescimento bacteriano e a
actividade microbiana. As aminas podem ser constituintes naturais de alguns alimentos:
por exemplo a tiramina e a serotonina estdo presentes em alguns vegetais e frutos; e a
putrescina, igualmente relacionada com a degradacdo dos alimentos, também se pode
encontrar em alguns vegetais e frutos. No decorrer da deterioracdo dos alimentos € usual
observar-se um aumento da concentragdo de aminas biogénicas. Tal pode ser
determinado electroquimicamente por biosensores. [5, 11, 30, 32]

A amina biogénica estudada no presente trabalho foi a histamina dai ela ser

descrita, seguidamente, mais pormenorizadamente.

“Comparacio entre diferentes técnicas, baseadas em SCPE’s, para a determinagio da Histamina.” — 4 -



Universidade da Beira Interior / Universidad de Burgos

2.1.4 Histamina: [33]

A histamina é uma amina biogénica, quimicamente, 2-(4-imidazolil)-etilamina,
ou B aminoetilimidazol sendo formada a partir da L-histidina pela acgdo da histidina
descarboxilase conforme representado na figura 2.

© COz
N N
Cr = -0
HM MH - Histidina HM NHz
L-Histidina descarboxilase Histamina

Fig.2 — Formacdo da histamina a partir da L-histidina, por ac¢do da histidina descarboxilase.
(adaptado de 33)

A sua constituicdo quimica compreende um anel imidazélico e um grupo amino,

ligados por dois grupos metilo (Fig. 3).

N

<
Fig.3 — Estrutura da histamina. (adaptado de 33)

Os principais locais de armazenamento e libertacdo da histamina sdo 0s
mastécitos, amplamente distribuidos no organismo, sendo particularmente encontrados
em associagdo com vasos sanguineos e linfaticos, no tecido conjuntivo subepitelial da
pele, ao redor de nervos periféricos e nos tratos gastrointestinal, respiratério, genital e

urindrio.

Além dos mastocitos, os basofilos e 0s neurdnios no sistema nervoso central
(SNC) sdo outros locais de armazenamento e de libertacdo de histamina. Esta portanto
amplamente distribuida pelo organismo, encontrando-se em maiores concentracdes na
pele, pulmdes e mucosa gastrointestinal, dependendo da densidade dos mastocitos.

Apos libertacdo, a histamina, exerce numerosas acg0es nos sistemas nervoso,
enddcrino e imune através da interaccdo com trés receptores farmacologicamente
diferentes, H1, H2 e H3, membros de uma familia de receptores acoplados a proteinas
G.
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Tabela 1- Efeito da interac¢do da histamina com os receptores H1, H2 e H3.

Receptores Accao

- Efeitos bioldgicos relacionados principalmente
aos processos inflamatérios e alérgicos como
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade

H1 vascular e secrecdo de muco;

- funcéo fisiolégica como inibidor da libertagdo
de neurotransmissores, particularmente no SNC e

no tracto gastrointestinal.

- medeiam a secrecdo acida, o relaxamento do
masculo liso vascular, a excitacdo neuronal, a
H2 inibicdo da desgranulacdo basofila e 0 aumento da
contractilidade do miocérdico.

- regulacdo da libertacdo autécrina de histamina

H3 em tecidos nervosos.
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2.2 - BIOSSENSORES

2.2.1 Definicéo

A IUPAC prop0s a seguinte definicdo para biossensor:

“Um biossensor ¢ um dispositivo que ¢ capaz de fornecer informagdo analitica
especifica quantitativa ou semi-quantitativa usando um elemento de reconhecimento
bioldgico (receptor bioquimico) que é mantido em contacto directo com um elemento
transdutor’” (fig.4) [34]. O receptor bioquimico transforma a informagéo (normalmente
a concentracdo de um analito) procedente de uma amostra num sinal quimico ou fisico
com uma dada sensibilidade [35].

O elemento transdutor traduz o sinal proveniente do receptor bioquimico num sinal
secundario, geralmente de dominio electroquimico, dependendo do tipo de transdutor
utilizado [35].

Biological
element

Signal processor

Substrate

Fig. 4 — Esquema de um Biossensor. (adaptado de [38])
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2.2.2 Classificacao

A classificagdo dos sensores e biossensores pode realizar-se atendendo a
diferentes critérios, tais como, o tipo de receptor utilizado, a metodologia empregue
para imobilizar este receptor ou o tipo de transdutor utilizado, sendo esta ultima a mais
aceite [36].

Segundo este Gltimo critério, os biossensores podem ser classificados como:

a) Electroquimicos: o sinal obtido é devido a uma interac¢éo electroquimica entre o
analito e o eléctrodo;

b) Opticos: a resposta que é originada deve-se a uma interaccdo Optica entre o
analito e o eléctrodo. Sendo assim sdo baseados na medi¢do do consumo da luz
emitida ou absorvida como consequéncia de uma reac¢do bioquimica;

c) Piezo-eléctricos: estes dispositivos envolvem a geracdo de correntes eléctricas a
partir da vibracdo de um cristal de quartzo. Esta frequéncia de vibragdo é
afectada pela massa do material absorvido na superficie do eléctrodo;

d) Térmicos: medem a producdo ou absorcdo de calor sobre a superficie do
eléctrodo [36,37]

No presente trabalho, os biossensores utilizados sdo electroquimicos e
miniaturizados.

Os biossensores electroquimicos combinam o poder das técnicas electroquimicas
com a especificidade dos componentes bioldgicos. Sdo também dispositivos de baixo
custo, faceis de serem fabricados em qualquer formato e tamanho, proporcionando a
realizacdo de analises in situ sensiveis e selectivas. Estas caracteristicas Unicas
associadas a tecnologia electroguimica dos biossensores converteu-os num método
alternativo com muitas aplicacdes na analise de amostras reais.

Algumas vantagens a serem consideradas s&o, por exemplo, a sua elevada
selectividade e especificidade, custos de constru¢do e armazenamento relativamente
baixos, possiveis de serem miniaturizados e uso de equipamentos simples o que

proporciona rapidas analises [38].

“Comparacio entre diferentes técnicas, baseadas em SCPE’s, para a determinagio da Histamina.” -8~



Universidade da Beira Interior / Universidad de Burgos

2.2.3 Biossensores electroquimicos miniaturizados

Estes tipos de biossensores foram desenvolvidos principalmente nos ultimos 30
anos, quando os biossensores electroquimicos comecaram a ter grande importancia,
especialmente na industria. As vantagens destes sdo que se podem aplicar tecnologias
de miniaturizacdo na fabricacdo de eléctrodos, o que facilita a producdo de grandes
quantidades de biossensores, reduzindo-se assim o custo de fabricacdo e assegurando
uma grande reprodutibilidade. Desta maneira, € possivel a integracdo numa area
reduzida dos trés eléctrodos requeridos habitualmente para a realizagdo de medidas
electroquimicas [39].

Outra das vantagens que apresenta 0 uso de biossensores miniaturizados, € o
consumo minimo de reagentes, uma vez que, dispor de uma area de trabalho muito
menor, requer menos quantidade de material biologico para a sua fabricacdo o que
permite trabalhar com volumes de amostra mais pequenos. Por outra parte, estas
dimensbes reduzidas permitem realizar analises rapidas e in situ. No entanto,
apresentam como desvantagem o uso de instrumentacdo muito mais sensivel pois o
sinal obtido vai ser muito menor [40].

No presente trabalho, a tecnologia de miniaturizacéo utilizada foi a “thick film”,

ou seja, a tecnologia de “capa espessa/grossa’”.

2.2.4 Eléctrodos serigrafiados

A tecnologia “thick film” consiste na utilizagdo de uma série de técnicas que
permitem construir eléctrodos planos no estado solido aplicando sequencialmente capas
de diversos materiais (pastas ou tintas) sobre um suporte ou substrato. Ainda que
existam uma grande variedade de técnicas de deposicdo esta faz-se normalmente por

serigrafia [41].
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2.2.4.1 Construcao de Eléctrodos serigrafiados

Previamente a fabricacdo dos eléctrodos é necessaria uma etapa na qual se

seleccionam os desenhos dos eléctrodos e os materiais que se vao usar [41].

A) Matriz [41]

A matriz, na qual se desenha previamente o original dos eléctrodos que se vao
imprimir, € composta por uma malha de filamentos que se entrecruzam deixando uns
buracos quadrados finos e que se encontra “tensa” num marco, geralmente de aluminio
(fig.5). As malhas que contém o desenho deixam-se livres, enquanto as restantes sao
obstruidas por uma solugéo de cola.

Uma matriz deve ser facil e rapida de preparar, possuir uma boa definicdo, ter

durabilidade para grandes tiragens e ser resistente as tintas.

Matha fvre

Matha obstruida

Fig 5 - Matriz serigrafiada.

A seleccdo da malha adequada é de extrema importancia para a fabricacdo, uma
vez que, é desta que depende a quantidade de tinta necessaria para a impressdo e, como
tal, a grossura da capa depositada. Os factores que influenciam na seleccdo deste
parametro sdo tanto a resolucéo que é necessaria nos dispositivos como o tipo de tinta a
utilizar.

A éarea ndo obstruida da malha depende do numero de filamentos e do seu
didmetro. Assim sendo, a um diametro e a nimero de linhas pequeno corresponde a
uma area relativamente grande e, como tal, um elevado volume de tinta depositada.

O tecido que antigamente se utilizava para a sua fabricacdo era a seda ou gaze.
Actualmente as matrizes sdo de poliéster (tecido mais utilizado pois tem boa
elasticidade, resisténcia, durabilidade e oferece pouca resisténcia ao movimento da

paleta encarregada de aplicar a tinta), nylon (¢ o mais elastico de todos, e é muito
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utilizado para depositar tintas em superficies que ndo sdo planas) e malhas metalicas
muito finas (cuja principal vantagem é a sua alta resolucdo o que permite formar

motivos de tamanhos muito reduzidos).

B) Materiais [41]

Sdo usados trés tipos de materiais: 0 substrato, as tintas/pastas e o elemento sensor.

B.1) Substrato:

O substrato € o material de suporte sobre o qual se imprimem as partes
funcionais do sensor. Deve ser inerte, de baixo custo e ser compativel com os restantes
elementos do sensor.

O PVC devido as suas propriedades dieléctricas, ser quimicamente inerte e ter
um baixo custo é o substrato mais utilizado. No entanto, a cerdmica de aluminio, o

policarbonato, nitrocelulose e fibra de vidro também poderéo ser usados.

B.2) Tintas/Pastas

As tintas ou pastas sdo depositados sequencialmente sobre o substrato.

Existe uma grande variedade delas com diferentes propriedades quimicas e
fisicas (tais como, viscosidade, condutividade, resisténcia térmica, resisténcia a agua
entre outras) usadas na construcdo de biossensores.

As pastas sao formadas por:

1) um agente aglomerante (p. ex. resinas);

2) solvente (p. ex. terpinol, etilenoglicol etc) que deve ser escolhido baseado na

solubilidade do agente aglomerante e na volatilidade.

3) Aditivos que conferem as caracteristicas funcionais a pasta.
Esta pode ser classificada em 2 categorias, consoante o aditivo adicionado:
- condutora: na qual se adicionam materiais condutores tais como, ouro, platina, prata
ou grafite;

- dieléctrica: onde se incorporam aditivos baseados em éxidos metalicos.
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B.3) Elemento sensor [41]

O elemento sensor é o receptor bioguimico do qual faz parte o biossensor. Este
pode ser directamente incorporado na pasta ou ser fixado sobre a superficie do eléctrodo
aplicando os métodos de imobilizacéo j& mencionados.

C) Desenho e fabricacdo dos eléctrodos [41-43]

c.1) Depois de seleccionados 0s materiais, inicia-se 0 processo de serigrafia que
consiste em fazer passar uma tinta através de uma matriz de modo a ser depositada
sobre um substrato plano com o objectivo de imprimir os eléctrodos. Assim sendo, é

obtido um desenho esquematico dos eléctrodos, definidos pelos poros existentes na

/

Béctrodo Substratn
impresso
L/

—

matriz (fig.6);

Desenho
esquemdtico
dos eléctrodos

Fig. 6- Representacdo esquematica do processo de serigrafia.

c.2) A partir da combinagdo sucessiva de diferentes matrizes e distintas tintas
conseguem-se fabricar os distintos eléctrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) (figs. 7 e
8);

c.3) A etapa final da impressdo consiste na aplicagdo de uma capa parcial de
isolante de modo a definir uma area, numa das extremidades, em que se ira realizar o
contacto eléctrico e outra area, na outra extremidade, que sera a superficie do eléctrodo
(figs. 7 e 8).
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Matriz | Matriz 2 Matriz 3

Fig. 7 — Representacdo esquematica das diferentes matrizes utilizadas na construcdo de eléctrodos

serigrafiados.

Eapa | Fiapa 2
(matriz 1+2) (matriz 1+2+3)

Fig. 8 — Combinagdo das diferentes matrizes usadas no processo de serigrafiado.

Assim sendo, as etapas basicas de fabricacdo dos eléctrodos serigrafiados sdo a
seleccdo de matriz, preparacdo ou seleccdo de tintas, seleccdo do suporte, impressao,
secagem.

A secagem muitas vezes realiza-se apenas numa Unica etapa aplicando
temperaturas que variam desde a temperatura ambiente até aos 1000°C. Esta etapa é
necessaria antes de realizar a impressdo da camada seguinte.

No caso de se pretenderem eléctrodos com propriedades condutoras, a primeira
capa adicionada é uma tinta ou pasta com caracteristicas que conferem condutividade
eléctrica aos mesmos, tais como, carbono, prata, ouro, entre outros.

A técnica de serigrafia permite a construcdo do eléctrodo de trabalho de forma
isolada, do eléctrodo de trabalho juntamente com o de referéncia ou a fabricacdo
conjunta dos trés eléctrodos.

Uma vez terminado o processo de fabricagdo os dispositivos séo

individualizados procedendo-se a sua utilizag&o.
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2.2.5 Construcao de biossensores electroquimicos

Para a construcdo de biossensores electroquimicos as consideragdes mais
importantes a ter em conta sao:
1) Aplicacdo da técnica electroquimica apropriada;
2) A imobilizacgdo do bio-receptor;
3) No caso da técnica aplicada ser a amperometria ter em conta o

estabelecimento de uma transferéncia electronica eficiente [44].

2.2.5.1 Técnicas de medicdo electroguimica

Existem 3 processos usados pelos transdutores electroquimicos para determinar
o sinal proveniente do receptor biogquimico: potenciometria, voltametria e
conductometria.

a) Potenciometria

As medidas potenciométricas envolvem a determinacdo da diferenca de
potencial entre um eléctrodo de trabalho e um de referéncia ou entre dois eléctrodos de
trabalho quando ndo ha corrente entre eles, ou seja, quando a intensidade de corrente é
zero [35,38]

Os transdutores mais utilizados neste tipo de técnica podem ser eléctrodos
selectivos de iGes (ISE- ion-selective electrode), que sofrem uma alteracdo no potencial
de membrana, quando contactam com a solucdo que contem o analito, como

consequéncia de altera¢cdes na densidade da membrana; eléctrodos de pH, de ides (F, I,

CN’, Na*, K*, Ca?2 , NH4") ou de gases (CO,, NHs). [35,38]

A diferenca de potencial medida entre o eléctrodo de trabalho e o eléctrodo de
referéncia é directamente proporcional ao logaritmo da actividade idnica ou

concentracéo e pode ser descrita pela equacdo de Nernst-Donnan:

RT [ ot a afe )
E=E° __Fhl' a+> k77 *al |
nF | r- )

(1)

onde a ; € a actividade do i&o principal, a j a actividade do i&do interferente, z j e z j as

. pot
cargas dos ides principal e interferentes, e k7 o coeficiente de selectividade [35,36].
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b) Voltametria

O termo voltametria abrange técnicas atraveés das quais a intensidade de corrente
é medida por aplicacdo de um potencial fixo entre os eléctrodos de trabalho e referéncia
numa célula electroquimica que contém uma elevada concentra¢do de um determinado
electrélito (que faz com que a solugdo seja condutora) — chamado electr6lito de suporte
— e espécies oxidaveis ou reduziveis — espécies electroactivas [36].

A amperometria € um método voltamétrico baseado na medicdo de corrente
resultante da oxidacdo ou reducdo electroquimica de espécies electroactivas. Este
método € realizado mantendo um potencial constante sobre um eléctrodo de trabalho,
geralmente, Pt, Au ou C em relacdo a um eléctrodo de referéncia, que também pode
servir de eléctrodo auxiliar se a corrente for baixa (de 10° a 10° A) [35,38].

Esta técnica fundamenta-se na proporcionalidade existente entre a concentracao
de uma determinada espécie electroactiva e a corrente eléctrica registada ao oxidar-se
ou reduzir-se sobre a superficie do eléctrodo. Esta relagdo intensidade-concentracdo é
dada pela lei de Faraday, segundo a equacao:

| nFADY?C_
1)
onde F é a constante de Faraday, A a area do eléctrodo de trabalho, D o coeficiente de

()

difusdo, C a concentracdo do analito e 6 o tamanho da capa de difusao [36].
Estes sdo os biossensores electroquimicos mais utilizados devido a sua elevada

sensibilidade, rapidez e baixo custo [38].

c¢) Conductimetria

Os biossensores condutimétricos sdo baseados no facto de muitas reaccdes
bioquimicas em solucdo originarem alteragdes na resisténcia eléctrica. A condutancia
envolve assim a determinacdo das medidas de resisténcia de uma solugdo que €
colocada entre um par de eléctrodos metéalicos. Os transdutores utilizados nesta técnica
tém como vantagens ndo exigirem eléctrodo de referéncia, ndo serem sensiveis a luz, a
voltagem utilizada pode ser suficientemente baixa o que leva a uma significativa
diminuicdo do consumo de energia e diferentes analitos com diferentes naturezas podem
ser determinados com base em diferentes mecanismos. No entanto tém como

desvantagem terem uma baixa sensibilidade [36-38].
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2.2.5.2 Imobilizacdo do bio-receptor

2.2.5.2.1 Receptores biologicos

Os receptores bioldgicos sdo substancias que se unem a um substrato em particular
mas nédo a outros. Existem diferentes tipos de receptores, tais como:

A) Enzimas;

B) Anticorpos;

C) Acidos Nucleicos;

D) Receptores quimicos.

A) Enzimas

As enzimas sdo 0s receptores bioldgicos mais usados. Podem ser usadas na forma
purificada ou entdo estarem presentes em microrganismos ou em tecidos intactos. Elas
actuam como catalisadores bioldgicos de reaccGes particulares e ligam-se a substratos
especificos.

A actividade catalitica da enzima é influenciada por diversos factores,
nomeadamente o pH e forca i6nica do meio e a temperatura. Todos estes factores
afectam a estabilidade do biossensor [36].

As enzimas tém vantagens e desvantagens aquando da sua utilizacdo como

biossensores, apresentadas na tabela 2.

Tabela 2- Vantagens e desvantagens do uso de enzimas como receptores bioldgicos. (adaptado [36])

Vantagens Desvantagens
Ligam-se ao substrato Elevado custo
Altamente selectivas Perda de actividade aquando da sua imobilizacdo

no transdutor

Tém actividade catalitica, melhorando assim a | Perda de actividade por desactivagdo por um

sensibilidade periodo de tempo relativamente curto (tempo de

Actuam rapidamente vida curto)

Na construcdo de biossensores enzimaticos, as enzimas habitualmente s&o
imobilizadas na forma purificada. No entanto, a estabilidade da enzima no seu estado

puro ndo é muito grande e os custos associados ao processo de isolamento da enzima
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sdo elevados. Assim sendo, em muitas ocasifes microorganismos bem como parte de
tecidos intactos de animais ou plantas, sdo usados como fontes de actividade enzimatica
[36].

Os tecidos animais e vegetais podem ser usados directamente com uma
preparacdo minima. A sua utilizacdo apresenta algumas  vantagens,
relativamente ao uso da enzima no estado puro, uma vez que a enzima presente em
tecidos tem tendéncia a degradar-se menos. No entanto, como desvantagem ha uma
perda de selectividade visto que os tecidos geralmente contém um elevado nimero de
diferentes enzimas. Assim sendo, para evitar este problema, inibidores enzimaticos e
agentes estabilizadores sdo usados com o objectivo de melhorar a selectividade o tempo
de vida tecido que contém a enzima. Outra das desvantagens € que a resposta dada pelo
biossensor também é lenta devido a presenca de materias no tecido que atrasa o contacto
enzima-substrato e que pode enfraquecer o efeito das enzimas. Os primeiros
documentos que descrevem a utilizagdo de tecidos utilizados na construcdo de
biossensores foram escritos por Sidewell Reichnits e por Wang e Linque. Estes autores
determinaram a dopamina utilizando tecidos de banana. Microrganismos e mitocéndrias

também tém sido usados como fontes de actividade enzimatica [10].

As enzimas utilizadas no presente trabalho foram a Horse-Radish peroxidase
(HRP) e a Diamina Oxidase (DAO).

A.1) Horseradish Peroxidase (HRP):

- Estrutura Quimica: [45]

As Peroxidases estdo distribuidas pela natureza e podem ser extraidas facilmente
da maioria das células das plantas e de alguns 6rgdos e tecidos animais.
Pertencem a familia das oxi-redutases, ou seja, das enzimas que catalisam reac¢des de
oxi-reducdo nas quais ocorre transferéncia de hidrogénio ou electrdes de um substrato a
outro.

A Horseradish peroxidase (HRP, EC 1.11.1.1), a enzima utilizada no presente
trabalho, foi das primeiras peroxidases a serem descobertas e a sua estrutura primaria
completa foi determinada em 1976 por Welinder.

A HRP é uma proteina heme com 308 residuos aminoacidos (Fig. 9).
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Fig. 9 - Representagdo da estrutura 3-D da HRP. [adaptado de 45]

E formada por um grupo heme prostético, o ferriprotoporfirina IX (fig. 10), que
é constituido por 4 anéis de pirrol ligados a ferro (I1l), que se encontra no centro da

molécula, por pontes de metano.

Fig. 10 - Estrutura do ferriprotoporfirina IX (2,7,12,18-tetramethyl-3,8-divinylporphine-13,17-dipropionic
acid). [adaptado de 45]

Contém sete isoenzimas (diferentes formas moleculares da mesma enzima, que
catalisam a mesma reac¢do bioguimica mas tém distintas propriedades fisicas,
cinéticas e quimicas resultantes das pequenas diferencas existentes na sequéncia de

aminoacidos).

- Mecanismo de reac¢do — Mecanismo Ping-Pong [48,49]

Desde que se conhece que a HRP é capaz de reduzir H,O; e alguns perdxidos
organicos, os biossensores baseados na HRP podem ser usados para controlar e
monitorizar estes peroxidos em diversas industrias, tais como farmacéuticas,
alimentares, ambientais, téxteis entre outras.

No mecanismo ping-pong estdo envolvidos 2 substratos, um deles é a agua
oxigenada e o outro o analito que se pretende determinar, na presencga da enzima HRP.

O grupo heme é essencial para a actividade da enzima que sofre alteracOes
electroquimicas durante a reaccdo de oxidacdo indicam que o atomo de ferro participa

no mecanismo de reaccgao.
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A reaccao global pode ser descrita da seguinte maneira:
Inicialmente, o perdxido de hidrogénio vai oxidar o ferro do grupo heme da
HRP, por transferéncia de 2 electrfes, formando-se um composto intermediario,

composto I;

HRP + H,0, - HRP ** (composto I)

a) O composto I, HRP**, sofre uma reacgédo de reducéo pela transferéncia
de um electrao dador do analito, A:
HRP ** (composto I) + AHz(reduzidoy 2 HRP* (composto 1) + AH (oxidado)

b) Um electrdo adicional pode ser transferido de novo do analito e
reduzindo novamente a enzima, fazendo com que ela volte ao estado
nativo:

HRP* (composto 1) + AH(reduzido) = HRP + AH oxidado)

A monitorizacdo da reac¢do enzimatica é possivel pela observacao da reducéo de

corrente que é proporcional a concentracao de analito presente na solugéo.

A.2) Diamina Oxidase (DAQO): [53,54]

- Estrutura Quimica:

Diamine oxidase (EC 1.4.3.6) é uma enzima que pertence a familia das oxi-
redutases, ou seja, das enzimas que catalisam reac¢des de oxi-reducdo nas quais ocorre
transferéncia de hidrogénio ou electrdes de um substrato a outro e que contém cobre na

sua constituicao.

Além de cobre, possui um cofactor quinona organico, responsavel pela sua
caracteristica cor-de-rosa e pelo seu mecanismo de ac¢do que tem sido estudado desde

1960 mas sé recentemente foi compreendido.
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- Mecanismo de reaccao:

Oxida aminas, produzindo o aldeido correspondente, NH3 e H,O,, de acordo com a

reaccao global:

R—CH>—NH, + H,0 + 05 SR—CHO + H,0, + NH;

A oxidacao do substrato envolve tanto os ides Cu (Il) e o cofactor quinona onde a
transferéncia de electres entre ambos é mediada por uma rede integrada de

agua.

O mecanismo de reaccao é do genero ping-pong e ocorre em trés passos:

1) Primeiramente, a amina liga-se ao co-factor quinona formando um complexo
enzima-substrato;

2) De seguida, o complexo enzima-substracto é hidrolizado ocorrendo a
libertacdo do aldeido correspondente a amina que sofre oxidacé&o.

3) Na ultima etapa, a enzima a forma reduzida da enzima é regenarada para a
sua forma nativa, pelo O,, com formacao de dois produtos de reaccdo, NHs e
H20o.

B) Anticorpos
Os anticorpos sdo os receptores bioldgicos que mais aumentam a sensibilidade dos

biossensores.

Sdo proteinas séricas com a capacidade de reconhecer, por associacdo
estereoespecifica, uma substancia estranha presente no organismo que ela invadiu. Sdo
produzidos células do sangue em resposta a uma substancia estranha. Na maior parte
dos casos, um anticorpo sO ird ser reconhecido anticorpo na presenca de outra
substancia uma denominada antigénio [38].

Os biossensores baseados em anticorpos necessitam de se ligar especificamente com
0 antigénio correspondente mas ndo tém qualquer actividade catalitica. Assim sendo,
para aumentar a sensibilidade destes biossensores, por vezes, sao acoplados ou is6topos
radioactivos ou particulas luminescentes ou enzimas (sendo estas as mais utilizadas),

entre outros, ao antigénio ou anticorpo [36,38].
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A formacao do complexo Ac-Ag é detectada sob condicdes onde as interac¢es néo-
especificas sejam minimizadas. Cada determinagdo de antigénio requer a producdo do
seu anticorpo correspondente, o seu isolamento e a sua purificagéo [35].

A determinacdo da corrente pelo transdutor é proporcional a concentracdo das

espeécies electroactivas geradas pela reaccdo enzimatica [38].

C) Acidos Nucleicos

O emparelhamento entre os pares de bases distribuidos ao longo da dupla-heélice dos
acidos nucleicos da origem ao codigo genético. Este determina as caracteristicas de
replicacdo dos membros de uma espécie. Assim sendo, este material é considerado de
grande interesse na fabricagéo de biossensores [36].

As duas caracteristicas necessarias para que os biossensores baseados em acidos
nucleicos tenham sucesso sdo alta especificidade e sensibilidade. [47] Tal como os
anticorpos, os &cidos nucleicos ndo tém efeito catalitico. Como tal, por vezes, sdo
acoplados com enzimas [36].

A deteccdo electroquimica da hibridacdo do DNA em biossensores € baseada no
acompanhamento de alteracbes de intensidade da corrente, resultantes do
reconhecimento dos pares de bases presentes na cadeia de DNA, a potencial controlado
[38,47].

D) Receptores guimicos

Os receptores quimicos sdo proteinas situadas na membrana celular
que se ligam especificamente com uma determinada espécie. Esta ligacdo da origem a
alteracdes especificas a nivel celular.

Estas alteracdes podem ser transformadas em sinais eléctricos mensuraveis que

podem ser relacionadas com o analito que se pretende analisar [38].
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2.2.5.2.3 Métodos de Imobilizacdo

Para que um biossensor seja viavel o componente bioldgico tem que ser
devidamente depositado sobre o transdutor. Este processo é denominado por
imobilizacdo. Existem 5 métodos através dos quais se podem imobilizar 0s
bioreceptores sobre o transdutor, tais como: adsorcdo; microencapsulacao;
aprisionamento; cross-linking e ligacéo covalente [36].

Para uma eficiente deposicdo da biomolécula esta deve satisfazer os seguintes
pré-requisitos:

a) A sua imobilizacdo deve ser eficiente e estvel sobre a superficie do
transdutor, caso contrario o biossensor perde a sua actividade;

b) Deve manter as suas propriedades bioldgicas e/ou cataliticas, apos a
imobilizacéo;

c) Deve ser compativel e quimicamente inerte em relacdo a estrutura em
que vai ser imobilizada;

d) Tem que estar acessivel aquando da sua imobilizacao [44,48].

No presente trabalho os métodos de imobilizacdo utilizados foram o

aprisionamento e a ligacdo covalente dai estes serem descritos com mais detalhe.

1) Adsorcao

Este método de imobilizacdo é o mais simples e 0 que envolve uma menor
preparacdo. No entanto, a ligacdo entre o bioreceptor e o transdutor é fraca e, como tal,
sO pode ser aplicado por um curto periodo de tempo [36].

No caso do elemento bioldgico ser uma enzima, para realizar a adsorcdo desta
sobre o transdutor basta incubar uma solucdo que contenha a enzima, por varias horas,
com um adsorvente. Os adsorventes mais comuns sdo o carbono, o aluminio, o
colagénio, metais, vidro, silica gel, entre outros [36,49].

As interaccBes que ocorrem neste tipo de imobilizagdo podem ser ionicas,
polares, ligacbes de hidrogénio ou podem envolver interaccBes hidrofobicas ou
aromaticas. S8o todas interaccdes ndo covalentes e, em principio, reversiveis [36,49].

Os principais factores que influenciam a adsor¢éo sdo o pH, temperatura, forca

ionica e o0 substrato utilizado. Alteracdes nos valores destes parametros, durante o
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processo de medicdo, podem levar a grandes perdas do componente que tenha sido
absorvido [36,38].

2) Microencapsulacéo

Neste método, as enzimas sdo imobilizadas por encapsulagcdo em microcapsulas
permanentes (utilizadas analiticamente devido a sua estabilidade) ou ndo permanentes
(usadas em investigacao bioquimica). A enzima estd no interior das microcapsulas que
se encontram rodeadas por uma membrana semi-permeavel, sendo que os substratos e
0s produtos sdo suficientemente pequenos para a atravessarem. No entanto, esta nédo
permite a passagem da enzima.

Nesta técnica, o biomaterial é colocado atrds da membrana semi-permeavel
havendo assim um contacto directo entre o biomaterial e o transdutor [36].

Trata-se de um método adaptavel, que ndo interfere com a estabilidade da
enzima e fiabilidade dos limites de deteccéo.

Os principais factores que influenciam a microencapsulacdo sdo a temperatura,
pH, forca i6nica e a composicao quimica.

As vantagens deste método sdo:

a) o biomaterial estd em contacto directo com transdutor;

b) é um método adaptavel e fiavel;

c) afiabilidade do bioreceptor € mantida pois:
c.1) e alcancado um elevado grau de especificidade;
c.2) hd uma boa estabilidade aquando da alteracdo da temperatura, pH, forca idnica,
potencial aplicado e concentracao de substrato,

d) permite ligar o bioreceptor ao transdutor por moléculas condutoras de

electrdes, tais como, o polipirrole.

No entanto, uma desvantagem deste método é que a microcapsula pode ser permeavel a
materiais que possam interferir no processo, tais como, pequenas moléculas, nas quais

se incluem gases e electrdes [36,38].
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4) Aprisionamento

Esta técnica consiste na retencdo da enzima nas cavidades interiores de uma
matriz porosa. Esta matriz é constituida essencialmente por monomeros estabilizados ou
polimeros do tipo poliacrilamida, colagénio, alginato, carragenato ou resinas de
poliuretano. Também sdo usados hidrogéis como o poli(2-hidroxietil metacrilato) ou
polimeros condutores como o polipirrolee, usado no presente trabalho [36]. Para tal, o
componente bioldgico é colocado em contacto com uma solucdo com espécies
susceptiveis de serem polimerizadas de modo a formar uma matriz-gel na qual o
biocomponente é retido. O polimero é formado a partir da solugdo contendo o0s
monomeros e 0 biocomponente € retido por electrélise a um potencial controlado.

Em alternativa, a imobilizacdo por aprisionamento pode ser levada a cabo pela

inclusdo do material bioldgico aquando da construgdo dos transdutores [38].

Como vantagens deste método de imobilizacdo podemos referir, ndo so, a sua
facilidade na preparacdo do ponto de vista experimental mas também o facto de néo
requerer uma grande quantidade de material biolégico. Além disto, a enzima nédo sofre
nenhuma alteracdo na sua estrutura. Como desvantagens, podemos referir, ndo sé, que
sdo criadas grandes barreiras o que inibe a difusdo do analito tornando a reac¢cdo mais
lenta, aumentando o tempo de resposta do biossensor, mas também que ha uma perda de
actividade da enzima através dos poros do gel [38].

- Polipirrole (PPy):

A maior parte dos polimeros electroquimicos usados na imobilizacdo de
biomoléculas sdo polimeros condutores, tais como o poliacetileno, polianalina,
polipirrole, entre outros [50].

No presente trabalho, para efectuar a retencdo da enzima, foi utilizado um
polimero condutor, o polipirrole (fig. 11), um dos polimeros mais usados para a
construcdo de biossensores. O polipirrole e os seus derivados sdo aqueles que tém o
papel mais importante devido a sua aplicacdo versétil e a grande variedade de espécies

redox moleculares que se podem ligar ao grupo que o constitui [44,50].

/

N
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Fig. 11 — Estrutura quimica do polipirrole. (adaptado do artigo [50])
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A versatilidade deste polimero é devida a diversas propriedades que o

caracterizam, tais como:

a) possui actividade redox;

b) tem a capacidade de formar nanofibras quando, a temperatura ambiente, a
condutividade se situa entre 10 e 10% Scm™;

c) possui efeito que depende das condigdes electroquimicas de polimerizacdo e dos
processos de carga e descarga;

d) possui propriedades absortivas relativamente a gases, proteinas e DNA,;

e) tem actividade catalitica;

f) possui propriedades de protecgdo contra a corrosao, entre outros [44].

Muitas destas propriedades dependem do processo pelo qual o polipirrole é sintetizado
[44].

Como vantagens do uso do polipirrole podemos referir que:

a) é biocompativel, como tal, causa minimas e reversiveis interferéncias no
ambiente de trabalho em que esté a ser utilizado;

b) capacidade de converter energia decorrente da interaccdo do analito
com “analyte-recognize-site” em sinais eléctricos que sdo facilmente
monitorizados;

c) capacidade de proteger eléctrodos de materiais interferentes;

d) a sua deposicdo electroquimica é feita de forma facil na superficie
de qualquer tipo de eléctrodo;

e) pode ser depositado a pH neutro a partir de solugdes que contém monomeros
de polipirrole;

f) pode ser sintetizado electroquimicamente e modificado por enzimas por
diferentes vias o que origina caracteristicas analiticas diferentes para a construcdo de
biossensores;

g) em casos particulares pode ser usado como mediador redox tendo a

capacidade de transferir electrdes de oxiredutases para o eléctrodo [44,50].

O polipirrole pode ser gerado electroquimicamente e ser depositado sobre
superficies condutoras. Esta técnica & usada em diferentes tipos de sensores
electroquimicos e biossensores, tais como:

a) Sensores cataliticos baseados na imobilizagdo de enzimas;

b) Imunosensores baseados na imobilizacdo de proteinas com afinidade;
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c) Sensores de DNA baseados na imobilizacdo covalente e/ou aprisionamento de
SSDNA,;

Técnica de Imobilizacdo de uma biomolécula usando Polipirrole [44]:

Para a eficiente deposicdo de uma biomolécula esta deve obedecer a um
conjunto de caracteristicas, conforme referido acima. Muitas vezes, para que estas
caracteristicas sejam satisfeitas, sdo usados polimeros condutores (p. ex. o polipirrole)
como substratos para a imobilizacdo do biomaterial.

O método utilizado no nosso trabalho é o aprisionamento da biomolécula
durante a deposicdo electroquimica do polipirrole. Esta técnica permite a formacao de
camadas em que a espessura e morfologia destas pode ser controlada pela regulacéo da

intensidade de corrente e/ou pelo potencial aplicado.

Procedimento para a imobilizacéo da biomolécula com polipirrole [44]:

O sucesso da aplicacdo do polipirrole envolvendo enzimas em biossensores
cataliticos comegou pelo aprisionamento da glucose oxidase proveniente da Aspergilus
niger em polipirrole. A partir dai varias enzimas, incluindo as peroxidases (usadas no
presente trabalho), foram usadas na construcdo de biossensores cataliticos por
aprisionamento em polimeros condutores como o polipirrole.

O aprisionamento de enzimas em polipirrole envolve a aplicacdo de um
potencial apropriado ao eléctrodo de trabalho, mergulhado numa solucdo aquosa que
contém, ndo s@, a enzima, mas também, mondmeros de polipirrole. Assim sendo, as
enzimas presentes na proximidade da superficie do eléctrodo sdo incorporadas no
polimero em crescimento. O aprisionamento da enzima ocorre sem nenhuma reaccao
guimica que possa afectar a sua actividade.

A vantagem da polimerizacdo electroquimica é que as camadas podem ser
preparados facilmente, apenas num Unico passo. Além disso, este método permite o
controlo exacto da espessura da camada do polimero com base na medicdo da carga
eléctrica que passa aquando da polimerizagdo. Esta é também uma técnica na qual a
guantidade de biomolécula requerida para o aprisionamento é minima.

O aprisionamento de enzimas com polipirrole parece ser das mais promissoras
técnicas para a construcdo de biossensores cataliticos uma vez que este método permite
0 aprisionamento de uma quantidade significativa de enzimas redox (oxiredutases) que

sdo capazes de converter grandes quantidades de analito em produtos. Este processo
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causa elevadas modificacbes que podem ser, assim, quantificaveis por sinais

electroquimicos.

4) Cross-Linking

Neste método sdo usados agentes bifuncionais (dialdeidos, di-imino-ésteres, sais
de biadiazénio) que originam unides intermoleculares entre a biomolécula e a enzima.
Os agentes bifuncionais mais wusados sdo gluteraldeido e 1,5-dinitro-2,4-
difluorobenzeno. Como vantagens podemos referir que este € um método de custo
moderado e é usado para estabilizar biomateriais adsorvidos. No entanto, € uma técnica

que limita a difuséo do substrato e em que pode ocorrer dano na enzima [8].

5) Ligacdo Covalente

Nesta técnica, alguns grupos funcionais que nao sdo essenciais para a actividade
catalitica da enzima podem ser covalentemente ligados & matriz de suporte (transdutor
ou membrana). Neste método sdo usados grupos nucleofilicos, tais como, NH,, CO,H,
OH, C¢H4OH, SH e imidazole. Mais a frente serad explicado com maior detalhe 0 modo
de como a técnica seré efectuada no presente trabalho.

Ter em conta que este tipo de imobilizagdo necessita de ser feita sob diversas
condicdes, tais como, baixa temperatura, baixa forca i6nica e o pH deve também ser
controlado.

A grande vantagem deste método é que permite conseguir tempos de vida muito
grandes. [36,56]

2.2.5.3 Biossensor amperométrico enzimatico

Os tipos de biossensores utilizados neste trabalho sdo amperométricos
enzimaticos no qual se mede a intensidade de corrente durante a oxidacdo ou reducéao de
um produto a potencial constante. O factor mais importante que afecta o funcionamento
dos biossensores amperométricos é a transferéncia electrénica entre o bioreceptor,
normalmente uma enzima ou duas enzimas como neste caso, e a superficie do eléctrodo.

Esta reacg¢do normalmente envolve um mediador ou um polimero condutor [37] (fig.12).
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CONDUCTING

POLYMER (ed) SOLUTION
(PRODUCT) (PRODUCT)
ENZYME
(SUBSTRATE) SUBSTRATE

CONDUCTING

POLYMER (ox)

Fig. 12 - Esquema de um biossensor amperométrico que envolve um polimero condutor:

- 0 analito difunde-se através da solugdo, e depois através da membrana;

- de seguida, entra em contacto com o centro activo da enzima onde se da a reac¢do e é originado um
produto com propriedades redox que é oxidado ou reduzido sobre a superficie do eléctrodo que é
difundido para a solugdo [44].

No caso do presente trabalho, sdo usadas duas enzimas, a HRP e a DAO, assim como
um mediador, o acido ferroceno carboxilico (mediador que facilita a transferéncia

electronica entre o eléctrodo e a HRP), conforme descrito na seguinte figura:

NH, H,0
R-CH,-NH, Native Resting state

enzyme Fc'-COOH

DAO Fc-COOH 4><_1_

Compound I
Fe(IV)=0
Fc -COOH
> | &
Reduced
R-CHO enzyme Compound | Fc-COOH |
Fe(IV)=0...R' T

Fig.13 — Esquema de transferéncia electronica envolvendo a detec¢éo do grupo amina de uma amina

biogénica. [adaptado de 55]
Legenda [adaptado de 45, 55]

a) A DAO, na sua forma nativa, catalisa a oxida¢do da amina e, subsequentemente, o co-substracto,
0 O,, é reduzido a perdxido de hidrogénio, libertando-se uma molécula de agua;

b) O H,0,, é utilizado na seguinte reac¢do reagindo com o ferro do grupo heme da HRP, dando
origem ao composto I;

¢) O composto | sofre uma reacgdo de reducdo por transferéncia de um electrdo dador do mediador,
originando o composto II;

d) Um electrdo adicional pode ser transferido de novo do mediador reduzindo novamente a HRP,
fazendo com que ela volte ao estado nativo.

A monitorizacdo da reaccdo enzimatica é possivel pela observacdo da reducdo de

corrente que é proporcional a concentracéo de analito presente na solucéo.
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2.2.6 Aplicacoes industriais dos biossensores

As industrias mais beneficiadas pela utilizacdo destes dispositivos sdo a clinica,
a ambiental e a alimentar.

Todas elas requerem instrumentacdo capaz de realizar analises rapidas e sem
necessidade de serem efectuadas em laboratorios. Estas necessidades sdo cobertas pelo
uso dos biossensores [38,51].

- Aplicacoes na industria alimentar

A andlise alimentar € um dos campos onde o0s biossensores tém um maior
potencial de aplicacdo, uma vez que, os produtos manufacturados nesta inddstria se
destinam para o consumo humano dai que necessite de uma avaliacdo rigorosa no
controlo de qualidade dos mesmos.

Para assegurar uma elevada qualidade dos produtos o controlo tem que ser
efectuado ndo sé na fase final mas em todos os estagios de elaboracéo do produto.

Os biossensores electroquimicos estdo capacitados para determinar um largo espectro de
espécies em alimentos. Sdo capazes de monitorizar e quantificar ndo sé um ingrediente
em particular mas também componentes minoritarios.

A maioria dos componentes analisados sdo acgUcares, tais como a glucose e a
frutose. No entanto, moléculas como o etanol, glicerol, acidos citrico e ascorbico

também sdo monitorizadas por este tipo de biossensores. [38,51,52]

- AplicacOes em analises clinicas

O diagndstico e a monitorizacao de diversas doencas requer variadas analises de
rotina de amostras de sangue e de outros testes associados.
Os biossensores oferecem um importante contributo em aplicac@es clinicas devido a sua
especificidade, rapidez, portabilidade e baixo custo.

A maioria dos pardmetros avaliados clinicamente pelos biossensores sdo a
glucose presente no sangue, a ureia, lactato, colesterol, &cido urico, hormonas, entre
outros [38,51,52].
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- Aplicacoes na industria ambiental

O aumento da contaminacdo ambiental fez com que aumentasse 0o nimero de
tecnologias capazes de monitorizar a concentracdo de contaminantes na agua e no ar. Os
biossensores constituem uma importante ferramenta para este fim, especialmente no
controlo de &guas potaveis. Assim sendo, tém ampla gama de aplicagdes na andlise
ambiental entre as quais podemos referir a determinacdo de contaminantes, tais como,
pesticidas e metais pesados [38,51,52].
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11 — Parte Experimental

3.1 -REAGENTES

- As tintas usadas na fabricacdo dos SPCE’s foram:

a) Electrodag PF-407 A (tinta de carbono);
b) Electrodag 6037 (tinta prata/cloreto de prata);
c) Electrodag 452 SS (tinta dieléctrica).

todas elas provenientes de Achenson Colloiden (Scheemda, The Netherlands).

- Todas as solugdes foram preparadas com &gua purificada num aparelho Mili-Q que
proporciona uma condutividade de 0,05 puS/cm. Nitrogénio (99,99%) foi usado para

remover o0 oxigénio dissolvido.

- Para a imobilizacéo do eléctrodo foram usadas as seguintes solucdes:

a) HRP (E.C.1.11.1.7., Sigma, Steinheim, Germany);

b) DAO (EC 1.4.3.6., Sigma, Steinheim, Germany);

¢) 0,05 M pirrol (Sigma, Steinheim, Germany);

d) 0,1 M LiCIO4 (Aldrich, Steinheim, Germany)

e) 3 mM Tetrafluoroborato 4-nitrobenzenodiazonio (N,Ce¢HsNO, BF;) (Sigma,
Steinheim, Germany);

f) 0.1 M Tetrabutilaménio Tetrafluoroborato (NBusBF;) (Sigma—Aldrich,
Steinheim, Germany);

g) Acetonitrilo (CH3CN);

h) NHS (Aldrich, Steinheim, Germany);

i) EDC (Fluka, Steinheim, Germany);

j) Solucéo 9 Etanol:1Agua

- As solucdes padrdo de Histamina foram preparadas com a quantidade apropriada
de agua de modo a serem dissolvidas;
- Acido Carboxilico Ferroceno

- Foi usada uma solucéo tampéo de fosfato 0,05M (Na,PO,.2H,0, Panreac, Barcelona,
Spain) e 0,1 M KCI (Merck, Darmstadt, Germany). Para ajustar o pH desta solucéo foi
usado NaOH (J.T. Baker, deventer, The Netherlands);
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3.2 - APARELHOS E SOFTWARE

- Os SPEs foram fabricados com um equipamento de serigrafia DEK 248 (DEK,
Reino Unido) (fig.14) usando matrizes de poliéster com os desenhos apropriados:

Fig. 14 - Equipamento de serigrafia DEK 248 (DEK, Reino Unido).

- O pH das solugdes foi medido com um medidor de pH Crison Model 2002

(Barcelona, Spain);

- As medidas electroquimicas foram feitas usando pAutolab electrochemical system
with GPES software (Eco Chemie, Utrech, the Netherlands);

- A andlise dos dados foi feita mediante o software STATGRAPHICS PLUS
(STATGRAPHICS Copy 1994-2001) para o desenho das experiéncias, PROGRESS
(Rousseeuw and Leroy 1989) para as regressdes robustas e DETARCHI para o célculo
do limite de detec¢do (LOD) (Sarabia and Ortiz, 1994).
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3.3-METODOS

3.3.1 Preparacao dos SPE’s

a) Desenho dos dispositivos

Foram desenhados dois tipos de transdutores amperémetricos mediante a tecnologia

serigrafiada, baseados na configuracao integrada de trés eléctrodos.

Dois dos eléctrodos, trabalho e auxiliar, foram construidos em carbono e o terceiro,

eléctrodo de referéncia, por tinta de prata/cloreto de prata.

Em ambos casos, o eléctrodo de trabalho consistiu num quadrado (4 mm?). Os
desenhos diferenciaram-se pela forma do eléctrodo auxiliar. Num dos casos tem a forma
rectangular, situado ao lado eléctrodo de trabalho (Fig. 15-A) e o0 outro consiste num
arco que envolve o eléctrodo de trabalho (Fig. 15-B).

Eléctrodo de
Eléctrodo de Eléctrodo de

trabalho referéncia Eléctrodo

Eléctrodo i / Auxiliar /
Auxiliar \A \

Eléctrodo de
trabalho

referéncia

Fig. 15 - Desenhos realizados para a fabricacéo de eléctrodos serigraficos.
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Foram desenhadas trés matrizes diferentes para a fabricacdo destes dispositivos,

correspondentes a cada nivel de deposicéo de tintas:

1) Uma primeira matriz para a formag&o dos eléctrodos de trabalho e auxiliar
(fig.16).

Tol Bol Tl Tof Bl Bol Bl Bol Bl ol Nof

L0 1 1 11 1 1L | 11}

mmmmﬂ@pmﬁmm

IR (o 1 bL e HE i
Tof Bl Yol ol Bl Vol Mol Bol Vol Bsf Vol
] [0 A |

0 00 1 101
10000000001

e i ‘|l. AT i i

Fig. 16 - Fotografia da matriz correspondente a deposicao de carbono.

2) Uma segunda matriz que define a forma e posicdo do eléctrodo de referéncia
(fig.17).

(A |00 (7 (T A

Fig. 17 - Fotografia da matriz correspondente a deposicao de Ag/AgCl no eléctrodo de referéncia.

3) E aultima matriz correspondente a deposigéo do isolante (fig.18)

Fig. 18 - Fotografia da matriz correspondente a deposicao do isolante.
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b) Fabricacédo dos dispositivos

Conforme referido na introducgéo, o processo de construgdo por serigrafia implica,
basicamente, cinco etapas que consistem na deposicdo sequencial das diferentes tintas e

posteriores secagens.

- A primeira etapa foi a deposicao da tinta de carbono (Electrodag PF-407 A) sobre
um substrato de poliéster (PVC), limpo previamente com etanol. Desta maneira
foram definidos os eléctrodos auxiliar e de trabalho, assim como as vias condutoras
(Fig 15). Depois da impressao, foi necessario esperar 24h, a temperatura ambiente,

para que se evaporassem o0s solventes da tinta de carbono;

- Seguindo o procedimento descrito anteriormente, e utilizando a matriz adequada,
procedeu-se a deposicdo de uma tinta formada por Ag/AgCl (Electrodag 6037) para
definir o eléctrodo de referéncia. Neste caso foram necessarias duas deposicdes para
garantir uma grossura adequada e, como tal, o bom funcionamento do eléctrodo de

referéncia.

- A seguinte etapa consiste na secagem destas tintas. Este realizou-se mediante um
ciclo térmico (80 °C durante 30 minutos seguido de 120 °C durante 5 minutos mais).
E importante destacar que este processo foi feito de maneira gradual para reduzir as
tensdes que possam ser originadas por alteracdes bruscas de temperatura nas capas

depositadas.

- A (ltima etapa consistiu na deposicdo e endurecimento do isolante (Electrodag 452
SS) cuja funcéo ¢é isolar as vias condutoras da solucdo electrolitica. Neste caso, uma
vez depositado o isolante utilizando a matriz fabricada para este fim, este foi

irradiado com luz ultravioleta de modo a ser endurecido.
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- Foi necessario cobrir o substrato durante a sua polimerizacdo, evitando o contacto
com o oxigénio e impedindo assim que este reagisse com os radicais formados na
tinta durante o processo de polimerizacdo e provocasse um endurecimento

defeituoso;

- Uma vez finalizado o processo de fabricacdo os transdutores foram

individualizados (figs. 19 e 20) e procedeu-se a sua utilizagéo.

Fig. 19 - Fotografia de um lote de transdutores obtidos apds o processo de fabricagéo.

Fig. 20 - Imagem de um transdutor individualizado.
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3.3.2 Modificacao do eléctrodo de trabalho:

3.3.2.1 Limpeza/Activacdo do eléctrodo

O carbono é um material muito absorvente. Assim sendo, ndo s6 durante o processo
de fabricacédo é possivel que se contamine com substancias ndo condutoras mas tambem
durante os processos de evaporacdo e secagem das tintas, as particulas de carbono, por
efeito da gravidade, tém tendéncia a deslocar-se para a parte inferior do eléctrodo
deixando na parte superior grande quantidade de material aglutinante para inactiva-lo.
Para corrigir tal facto realiza-se a limpeza do eléctrodo utilizando como técnica

electroquimica a voltametria ciclica, conforme descrito de seguida.

a) Inicialmente poliu-se os eléctrodos, auxiliar e de trabalho, com uma lixa;

b) De seguida, efectuou-se a activagdo electroquimica. Para tal, submergiu-
se 0 eléctrodo numa solucdo 0.1 mol dm™ de KCI registando-se 40
voltamogramas ciclicos entre - 2V e 2V, a 100 mV s™ (gréfico 1);

c) O eléctrodo foi lavado com agua Mili-Q.

1.20E-04 o

1.00E-04 -

8.00E-05

6.00E-05

4.00E-05 -
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2.00E-05

0.00E+00 -

-2.00E-05 +

-4.00E-05 T T T T T 1

-6.00E-05

E (V)

Grafico 1- Voltamograma ciclico registado numa solucéo de KCI 0,1 M durante o processo de activacéo

do eléctrodo.
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d) De seguida, lavou-se bem o eléctrodo com agua Mili-Q e realizou-se um
branco submergindo-se o eléctrodo numa solucdo 0.1 mol dm™ de KCI
registando-se 1 voltamograma ciclicos entre — 0.4V e 0.8V, a 100 mV s™

(gréfico 2);

1.00E-05 -

8.00E-06

6.00E-06 -

4.00E-06 -

1{A)

2.00E-06

0.00E+00 - F

-2.00E-06

-4.00E-06 +
06 04 02 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

E(V)

Gréfico 2 - Voltamograma ciclico registado numa solugéo de KCI 0,1 M (branco).

e) Para comprovar a efectividade da activacdo submergiu-se o eléctrodo
numa solucdo contendo Ferrocianuro 10mM dissolvido em 0.1 mol dm™
de KCI registando-se 1 voltamograma ciclico entre — 0.4V e 0.8V, a 100

mV s (gréfico 3).
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Gréfico 3 - Voltamograma ciclico registado numa solugdo de KCI 0,1 M contendo

Ferrocianuro 10mM dissolvido.
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f) Realizou-se a lavagem do eléctrodo e comprovou-se que os residuos de

ferrocianuro tinham desaparecido, repetindo-se o branco nas mesmas

condicGes de b) (gréfico 4).
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Gréfico 4 - Voltamograma ciclico registado numa solugdo de KCI 0,1 M, ap6s

verificacdo com ferrocianuro (branco).
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‘ A) Técnica de imobilizacdo: Aprisionamento com Polipirrole

3.3.2.2 Electropolimerizacio da pré-camada de polipirrole

Para garantir uma melhor imobilizacdo da enzima sobre a superficie do eléctrodo foi

depositada uma pré-capa de polipirrole na sua superficie:

a) Para tal, introduziu-se 0 SPE em 5 mL de solucdo que continha 0,1 M
LiClIO,4 e 0,05M de pirrole;

b) A pré-capa de polipirrole foi depositada sobre a superficie do eléctrodo
mediante o registo de um voltamograma ciclico cujo potencial variou entre -
0,1V e +0,9V a uma velocidade de 10 mV s*, & temperatura ambiente

(gréfico 5).
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Gréfico 5 - Voltamograma ciclico correspondente & formacéo da pré-capa de PPy na superficie
electrddica.
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3.3.2.3 Imobilizacdo das enzimas na superficie do eléctrodo de trabalho:

a) A capa de HRP/DAO/polipirrole foi depositada de seguida sobre a
superficie do SPE;

b) Para tal, mergulhou-se o SPE numa solucdo de 5 mL que continha
continha 0,1 M LiClO4, 0,05M de pirrole, HRP e DAO, a temperatura
ambiente;

c) Para a deposicdo da capa de HRP/DAO/polipirrole realizou-se um
voltamograma ciclico entre -0,1V e +0,9V, durante 2 ciclos completos a
uma velocidade de (scan rate) 10 mV s™, & temperatura ambiente (gréfico
6).
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Gréfico 6 - Voltamogramas ciclicos correspondentes a imobilizagdo das enzimas HRP e DAO na
superficie electrodica.
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‘ B) Técnica de imobilizagédo: Ligacdo Covalente

3.3.2.2 Formacdo da monocapa de amonifenis

O procedimento de modificacdo do eléctrodo de carbono consiste na

funcionalizacéo electroquimica dos eléctrodos a partir de sais de diazonio.

Os passos do processo podem observar-se na seguinte figura:

% NO,  NO, NH,  NHOH
g o .
L sueriorm o
"\ 777777777772 7777772777777

Fig.21 — Funcionalizag&o da superficie do eléctrodo de carbono com uma monocapa de aminofenis.

Legenda:

1) Num primeiro passo a funcionalizagdo dos SPCE’s foi atingida pela ligacdo electroquimica do
eléctrodo de carbono a uma solu¢do 3mM de sal de diazénio (N,C¢H;NO, BF,") dissolvida em
acetonitrilo (CH;CN) contendo NBu,BF, 0.1 M. Desta maneira foi obtida uma monocapa de

nitrofenis covalentemente unida, através de um enlace C-C, a superficie de carbono.

2) Para a reducdo dos grupos nitro a amina o eléctrodo foi transferido para uma solucéo
desoxigenada de 1:9 de EtOH:H,0 1:9 contendo KCI 0.1 M.

Nos graficos seguintes estdo esquematizados o0s voltamogramas ciclicos

juntamente com as etapas electroquimicas que ocorrem no eléctrodo.

"Comparagdo entre diferentes técnicas, baseadas em SCPE’s, para a determinagio da Histamina.” — 42 -



Universidade da Beira Interior / Universidad de Burgos

8.00E-05

6.00E-05 -

4.00E-05 -

2.00E-05 -

1{A)

Sériel

0.00E+00 - Série 2

-2.00E-05 -

-4.00E-05
-0.5 0 05 1

E{V)

3.00E-05 -
2.00E-05
1.00E-05
0.00E+00 -
-1.00E-05
-2.00E-05 1
-3.00E-05 4
-4.00E-05 —série 2
-5.00E-05 4

-6.00E-05 -

-7.00E-05 4

-8.00E-05

1(A)

=—Sériel

E (V)

Fig.22 — Esquematizacdo das estapas distintas de funcionalizacéo da superficie do eléctrodo de carbono

com uma monocapa de aminofenis e respectivos voltamogramas ciclicos.
Legenda:

a) Reducdo do sal de diazonio na superficie electrddica através da realizacdo de dois
voltamogramas ciclicos entre 0.8V e -0.4V, durante 2 ciclos completos a uma velocidade de

(scan rate) 200 mV s, & temperatura ambiente;

b) Reducdo dos grupos nitro formados na monocapa a partir do sal de diazénio, numa solugdo
desoxigenada de 1:9 de EtOH:H,O 1:9 contendo KCI 0.1 M, dando origem a grupos amina e
hidroxilamina. Tal ocorrre através da realizacdo de dois voltamogramas ciclicos entre 0.2V e -
1.8V, durante 2 ciclos completos a uma velocidade de (scan rate) 200 mV s, & temperatura

ambiente.

- a reducgdo dos grupos nitro tem lugar durante o primeiro ciclo, observando-se no voltamograma

um pico irreversivel de reducéo a -1,446 V ;

- e 0s grupos hidroxilamina reduzem-se no segundo ciclo, observando-se no voltamograma um

pico irreversivel de redugdo a -0,3 V;
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De seguida, lavou-se a superficie do eléctrodo com tampdo fosfato
Na,P0,4.2H,0 0,056M e 0,1 M KCI 10mM, pH=6 e procedeu-se a imobilizacdo da

enzima na superficie do eléctrodo.

3.3.2.3 Imobhilizacdo das enzimas na superficie do eléctrodo de trabalho:

- Sobre a superficie electrodica funcionalizada e seca foram colocados as
seguintes solucgoes:

1°) 2 uL de solugdo de HRP diluida em agua;

2°) 5 uL de solucédo de DAO diluida em agua;

3°) 2,8 pL de solucdo de NHS diluida em tampao fosfato Na,PO4.2H,0 0,05M e
0,1 M KCI 10mM, pH=6;

4°) 2,8 pL de solugédo de EDC diluida em tampéo fosfato Na,PO4.2H,0 0,05M e
0,1 M KCI 10mM, pH=6.

- O eléctrodo, ja modificado, foi colocado durante 3h no frigorifico de modo a
que as enzimas se liguem covalentemente ao eléctrodo pela formacdo de ligacGes entre
0s grupos presentes nestas (grupos CARBOXILO que estdo presentes nas enzimas apos
imobilizacdo) e os grupos amina e carboxilico expostos na superficie do eléctrodo. A
NHS e a EDC servem para catalizar esta reaccdo. A figura seguinte retrata esta reaccao,

no caso dos grupos amina, resumidamente:

DAO/HRP

DAO/HRP I

NHS/EDC

Fig.23 — Unido covalente das enzimas as superficies funcionalizadas com o grupo amina.

- Passadas as 3h o biossensor é finalmente lavado na célula, agitando durante 1,5

min., em tampao fosfato pH 10.
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3.3.2.4 Conservacdo do biossensor

Na determinacg&o electroquimica do analito, a superficie do eléctrodo modificado
pode contaminar-se facilmente com restos de analito ou produtos da reaccao
enzimatica. Com a finalidade de conseguir medidas repetitivas, a superficie do
eléctrodo é regenerada imergido o biossensor numa solucdo tampdo fosfato
Na,P0,4.2H,0 0,05M e 0,1 M KCI, pH=7, durante 30 minutos e a temperatura de

4°C, entre os diferentes calibrados efectuados.
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IV — Resultados e Discussao

4.1 — RESPOSTA OBTIDA DO BIOSSENSOR AMPEROMETRICO ENZIMATICO BASEADO NA
DAO/HRP - MECANISMO DE ACCAO:

No caso do presente trabalho, sdo usadas duas enzimas, a HRP e a DAO, assim
como um mediador, o &cido ferroceno carboxilico (mediador que facilita a transferéncia

electronica entre o eléctrodo e a HRP), conforme descrito na figura 24.

NH, H,0
R-CH,-NH, Native Resting state
enzyme Fc'-COOH
Fc-COOH >—'7
DAO Compound Il
Fe(IV)=0
Fc -COOH
> I pe
Reduced
R-CHO enzyme Compound | Fc-COOH I_ ——
Fe(IV)=0...R’

Fig.24 — Esquema de transferéncia electrénica envolvendo a detec¢do do grupo amina de uma amina

biogénica.

Legenda

a) A DAO, na sua forma nativa, catalisa a oxidacdo da amina e, subsequentemente, o co-substracto
formado, 0 O,, é reduzido a peroxido de hidrogénio, libertando-se uma molécula de agua;

b) O H,0,, ¢ utilizado na seguinte reaccdo reagindo com o ferro do grupo heme da HRP, dando
origem ao composto |;

¢) O composto | sofre uma reacgédo de reducéo por transferéncia de um electrdo dador do mediador,
originando o composto I,

d) Um electrdo adicional pode ser transferido de novo do mediador reduzindo novamente a HRP,

fazendo com que ela volte ao estado nativo.

A monitorizacdo da reaccdo enzimatica é possivel pela observacdo da reducdo de

corrente que é proporcional a concentracao de analito presente na solugéo.
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4.2 — OPTIMIZACAO DAS VARIAVEIS EXPERIMENTAIS:

Em qualquer procedimento analitico no qual se pretende obter uma resposta
relacionada com o analito em estudo, € de grande utilidade conhecer e controlar os

parametros ou variaveis experimentais que intervém nesse processo.

Com a finalidade de melhorar a resposta analitica de uma substancia é importante
relaciona-la s6 com aqueles parametros que tém maior influéncia na variavel resposta e

que podem ser controlados pelo investigador.

Neste caso, a resposta amperométrica do analito no biossensor do presente trabalho

é influenciada por 3 factores:

a) pH do meio;
b) Potencial aplicado (Eap);

c) Volume de ferroceno adicionado (V).

‘ A) Técnica de imobilizacdo: Aprisionamento com Polipirrole

Baseados em estudos anteriores (artigos 30, 54, 56 p. ex.) e por diversos

experimentos feitos laboratorialmente chegdmos a concluséao que:
- pH neutros ou mais alcalinos dariam melhor resposta;

- relativamente ao potencial aplicado: potenciais muito positivos ndo sdo explorados
devido a sobreoxidacdo do polipirrole, o que implicaria a incorporacdo de grupos com
oxigénio na sua estrutura, assim como a perda da carga catiénica do mesmo e, como tal,
a sua capacidade condutora. A potenciais muito negativos o polipirrole era destruido dai

também ndo terem sido explorados;

- 0 volume de acido carboxilico ferroceno ndo influencia muito a resposta.
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Assim sendo, a partir deste processo de optimizacdo foram seleccionados o0s
seguintes valores dptimos para cada uma das variaveis experimentais que influenciam a

resposta amperometrica do analito no biossensor:

pH = 7,0 Eap: ovVv Ve =100 ML

A partir da optimizacéo dos parametros que influenciam a resposta do biossensor
foram efectuados diversas calibrados de modo a relacionar o sinal medido com a

concentracdo do analito.
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4.3 - REALIZAGAO DE CALIBRADOS COM APRISIONAMENTO COM PIRROLE

Tendo em conta as condicdes experimentais Optimas, na realizacdo dos calibrados

procedeu-se da seguinte maneira:

a) Mergulhou-se o SPE, ja com as enzimas imobilizadas, numa solucdo de 5 mL
que continha tampédo fosfato Na,PO4.2H,O 0,05M e 0,1 M KCI, pH=7 a
temperatura ambiente;

b) Quando se observou a estabilizacdo da curva do amperograma, adicionou-se 100
L de mediador - solug&o de Fc 1,0 x 107 M;

c) Esperou-se novamente a estabilizacdo da curva e fizeram-se 10 adiges
sucessivas de 100 pL cada duma solucéo de histamina 5,0 x 10°M;

d) Na realizacdo de diversas calibrados com o mesmo eléctrodo, entre cada
medicdo realizada, regenerou-se a sua superficie com uma solucdo tampdo
fosfato Na,PO4.2H,0O 0,05M e 0,1 M KCI, pH=7, durante 30 minutos e a

temperatura de 4°C.

No grafico 7, mostra-se uma das curvas de calibrados obtidas nas condices

experimentais éptimas que obtivemos para este método de imobilizag&o.

Tempo (s)

-1.00E-06

1000 2000 3000
-1.10E-06 -

-1.20E-06 -

-1.30E-06 -

T

Fc Histamina

Intensidade (A)

-1.40E-06

-1.50E-06

-1.60E-06 -

Gréfico 7- Amperograma registado nas condi¢fes Optimas para a determinagdo da histamina mediante o
biossensor baseado na DAO/HRP/Fc pelo método de aprisionamento com pirrol. Cada adi¢ao

corresponde a 100 pl de uma dissolugdo de 0,05 M de histamina.
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Conforme se observa no amperograma do grafico 7, os “saltos” de histamina nao
sd80 muito visiveis, possuem muitas interferéncias. Houve diversas repeticdes nestas
condigdes, as melhores encontradas com esta técnica, mas umas vezes eram observados
alguns saltos, outras ndo. Assim sendo, partimos para a imobilizacdo com ligagédo
covalente na qual se consegue controlar a orientacdo da enzima, ao contrario da

imobilizagdo com aprisionamento com pirrole.
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‘ B) Técnica de imobilizagdo: Ligacdo Covalente

Baseados em estudos anteriores e por diversas experiéncias chegamos a

concluséo que:
- pH neutros ou mais alcalinos dariam melhor resposta;

- Relativamente ao potencial aplicado: potenciais muito positivos foram explorados
pois, baseado em estudos prévios, seriam os que melhor nos dariam resultados. Nesta
técnica de imobilizagdo puderam ser aplicados pois a monocapa que se forma ja os

suporta ao contrario do polipirrole;

- O volume de &cido carboxilico ferroceno ndo influencia muito a resposta.

Assim sendo, a partir deste processo de optimizacdo foram seleccionados 0s
seguintes valores Optimos para cada uma das variaveis experimentais que influenciam a

resposta amperometrica do analito no biossensor:

pH =10 Eap=0,7V Ve = 100 pL

A partir da optimizacdo dos parametros que influenciam a resposta do biossensor
foram efectuados diversos calibrados de modo a relacionar o sinal medido com a

concentracéo do analito.
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4.4 - REALIZAGAO DE CALIBRADOS COM UNIAO COVALENTE

Tendo em conta as condicdes experimentais Optimas, na realizacdo dos calibrados

procedeu-se da seguinte maneira:

€)

f)

9)

Mergulhou-se o SPE, ja com as enzimas imobilizadas, numa solugdo de 5 mL
que continha tampéao fosfato Na,PO4.2H,O 0,05M e 0,1 M KCI, pH=10 a
temperatura ambiente;

Quando se observou a estabilizagdo da curva do amperograma, adicionou-se 100
L de mediador - soluc&o de Fc 1,0 x 107 M;

Esperou-se novamente a estabilizacdo da curva e fizeram-se 10 adi¢Oes
sucessivas de 100 pL cada duma solugéo de histamina 5,0 x 10° M;

Na realizacdo de diversas calibrados com o mesmo eléctrodo, entre cada
medicdo realizada, regenerou-se a sua superficie com uma solucdo tampdo
fosfato Na,PO,.2H,0 0,05M e 0,1 M KCI, pH=10, durante 30 minutos e a

temperatura de 4°C.

No grafico 8, mostra-se uma das curvas de calibrados obtidas nas condices

experimentais déptimas que obtivemos para este método de imobilizac&o.

1.50E-07 - Fc

1.00E-07 -

{Intensidade (A)

Histamina

5.00E-08
0 500 1000 1500 2000 2500

Tempo (s)

Gréfico 8 - Amperograma registado nas condi¢des Optimas para a determinacdo da histamina mediante o

biossensor baseado na DAO/HRP/Fc pelo método de uniéo covalente. Cada adigdo corresponde a 100 pl

de uma dissolucdo de 5,0 x 10 M de histamina.
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Através do amperograma do grafico 8 ja podemos verificar os saltos da histamina
em melhores condi¢Oes que com a técnica de imobilizacdo anteriormente efectuada, dai
a ligacéo covalente ser o melhor método electroquimico, em relacdo ao aprisionamento

com pirrole, para quantificar a histamina.

» Controlos Negativos:

Assim sendo, foram efectuados controlos negativos na técnica de imobilizacéo
da unido covalente de modo a se verificar que era a molécula em estudo, a
histamina, que estava a reagir e que reagia apenas com a monocapa de

aminofendis e com as enzimas ja imobilizadas.

a) SO SCPE’s (sem monocapa de aminofendis e sem a imobilizacdo das
enzimas, de NHS e EDC):

8.00E-08 -

7.00E-08 |

6.00E-08

5.00E-08

4.00E-08

3.00E-08 H:0  Tampio

2.00E-08 | i l l Histamina

1.00E-08

Intensidade (A)

0.00E+00

-
o
o
[
'
[}
(=}
[=a}
[=}
(=}

-1.00E-08 800 1000 1200 1400 1600

Tempo (s)

Grafico 9- Amperograma registado nas condi¢des dptimas utilizando a técnica de unido covalente, para a
determinag@o da histamina, apenas sobre o SCPE. Os “saltos” correspondentes as adigdes de histamina

nao se observam e existem muitas interferéncias.
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b) SPCE’s + Monocapa de aminofenois (sem imobilizacdo das enzimas, de

NHS e EDC):
2.00E-07 -
1.50E-07 -
=
L]
o
€ 1.00E-07 - HO
17 ~
g 2~ Tampéo
= . .
5.00E-08 i l l Histamina
0.00E+00 . :
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Tempo {s)

Gréfico 10 - Amperograma registado nas condi¢des dptimas utilizando a técnica de ligagéo covalente,
para a determinagdo da histamina, apenas sobre o SCPE. Os “saltos” correspondentes as adi¢des de

histamina ndo se observam e existem algumas interferéncias.

c) SPCE’s + Monocapa (sem imobilizacdo apenas da enzima, ou seja, aqui
existe NHS e EDC):

3.00E-07 -

2.50E-07

2.00E-07

1.50E-07 |

Intensidade {A)

1.00E-07 - H:0  Tampio

5 00E-08 | ¢ L l Histamina

0.00E+00

0 500 1000 1500 2000
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Gréfico 11 - Amperograma registado nas condi¢des éptimas utilizando a técnica de unido
covalente, para a determinagdo da histamina, apenas sobre o SCPE. Os “saltos”
correspondentes as adi¢cdes de histamina ndo se observam e existem poucas interferéncias.

Nota 1: Adicionamos dgua e tampdo, além de histamina, de modo a comprovarmos que os “saltos” que

observamos sdo mesmo efeito da nossa molécula.

Nota 2: Nao adicionamos ferroceno nos controlos negativos visto este apenas reagir de certeza,

conforme verificado no artigo 55, com a presenca da enzima HRP.
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V — Conclusao

Os resultados experimentais obtidos anteriormente podem-se resumir nas

seguintes conclusoes:

1)

2)

3)

4)

5)

A histamina, diaminas biogénica heterociclica, € uma molécula susceptivel
de sofrer processos de oxidacdo-reducdo e, como tal, pode ser analisada

mediante técnicas electroanaliticas;

A amperometria demonstrou ser uma técnica electroanalitica eficaz para a

determinacéo da histamina;

A determinacdo da histamina por amperometria esta influenciada por
diversas variaveis, tais como, pH do meio, potencial aplicado (E,,) e Volume

de ferroceno adicionado (Vg);

O processo efectuado de optimizacdo das variaveis experimentais que
influenciam a determinagéo amperémetrica da histamina permitiu determinar
as condigdes Optimas para a andlise ser efectuada pelos diferentes métodos

de imobilizacéo utilizados:

a) Aprisionamento com pirrole:
b) Ligacdo Covalente:

pH =10 Eep=07V V= 100 L

A construcdo de um biossensor baseado na imobilizacdo das enzimas
DAO/HRP posterior a electropolimerizacdo do pirrol na superficie
electrodica, permite a determinacdo de histamina, em presenca de &cido
ferroceno carboxilico. No entanto, conforme se observa no grafico 7,

imobilizagdo possui muitas interferéncias e os “saltos” correspondentes a
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adicdo da solucdo de histamina umas vezes sdo observados outras ndo e

quando o s&o mal se véem.

6) A construcdo de um biossensor baseado na imobilizacdo das enzimas
DAO/HRP posterior a funionalizacdo electroquimica a partir de sais de
diazonio, e usando, para a imobilizacdo das enzimas, NHS e EDC sobre a
superficie electrédica, permite a determinacao de histamina, em presenca de
acido carboxilico ferroceno. Conforme se observa no grafico 8, esta
imobilizagdo possui poucas interferéncias e os “saltos” correspondentes a

adicéo da solugéo de histamina umas vezes séo facilmente observados.

7) Assim sendo, por comparacdo de ambas as técnicas é-nos possivel chegar a
conclusdo que a unido covalente é mais eficaz para a determinacéo
electroquimica da histamina, talvez por podermos controlar a orientacdo da
enzima com este método. Inclusivamente, através desta ultima técnica
podemos até determinar a histamina em concentracdo menor do que com 0

método de imobilizacdo de aprisionamento com pirrole.

Por tudo isto, podemos concluir que o objectivo do trabalho foi alcancado, ou
seja, é possivel, determinar electroquimicamente histamina através de biossensores
baseados em eléctrodos “screen printed” e, comparando as duas técnicas de
imobilizacdo utilizadas, a unido covalente demonstrou ser a melhor técnica para tal,

perante o aprisionamento com pirrole.
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