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RESUMO - O objetivo deste trabalho ¢ determinar o efeito da incorporacdo de
nanoparticulas de prata (AgNPs) estabilizadas em borohidreto de sédio em
composito Grafite/Epoxi (GEC) e sua aplicagdo em biossensor eletroquimico a
base de Horseradish peroxidase (HRP) como dispositivo de medicdo e
monitoramento da concentragdo de etanol biocombustivel em processos
fermentativos. A enzima alcool-oxidase oxida alcoois de baixo peso molar
utilizando como receptor de elétrons o oxigénio molecular. Para determinar o
empenho dos biossensores foram testados em voltametria ciclica a diferentes
concentracoes de ctanol ¢ velocidades de varredura de 10 a 100 mV/s. A
incorporagdo das AgNPs melhorou as propriedades elétricas, Opticas e dielétricas
dos compositos atuando como condutoras entre o grafite, e elevou a condutancia
elétrica do composito. A utilizacdo de enzimas nos biossensores tem se tornado
uma alternativa interessante por apresentar um menor gasto em pré-tratamentos
além do aumento da especificidade.

1. INTRODUCAO

A nanotecnologia traz novas possibilidades para a construcdo de biossensores
auxiliando no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Materiais em nanoescala t€ém sido
utilizados para promover uma ligacdo direta entre as enzimas e o eletrodo de superficie, a
promover a reagdo eletroquimica, impor nanoreconhecimento para biomateriais e para
amplificar o sinal de evento de reconhecimento. Os métodos atuais de deteccdo como
cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta performance (HPLC) sdo relativamente
caros ¢ de alta complexibilidade, além de ndo permitirem facilmente a monitoragdo continua,
por isso, metodologias alternativas precisam ser consideradas (Alhadeffe e Bojorge, 2011;
Santana et al., 2014).

Nanomateriais aliados a transdutores eletroquimicos abrem excelentes perspectivas para
concepcdo de novos sistemas de deteccdo a fim de melhorar o desempenho das analises
bioanaliticas (Cammann, 1987). As nanoparticulas metdlicas tém fornecido blocos
promissores para a realizacio de biossensores eletroquimicos, devido a sua
biocompatibilidade e tecnologicamente importante combinagdo de propriedades, tais como a



g Xl Congresso Brasileiro de Engenharia
@&_}"’é e E 9 é ﬁ_g Quimica em Iniciagao Cientifica
o i\ _ - -

Cnngress?Brasileito de Engenhaﬂ Un|Camp - Camplnas - SP

guimicn om miciacso crontiica 20195 19 a 22 de julho de 2015

area de superficie elevada, boa condutividade elétrica propriedades e estabilidade quimica
(Santana et al., 2014; Wang, 2005).

Além disso, a integragdo dos nanomateriais em dispositivos eletroquimicos oferece a
uma facil portabilidade e uso aliado ao seu baixo custo, devido a facilidade de miniaturizagao
tanto do material e ao sistema de transdugdo. A sintese de nanoparticulas de prata ¢
empregada para ter um melhor controle sobre o tamanho das particulas, distribuigdo,
morfologia, pureza, quantidade e qualidade. A redugdo quimica ¢ o método mais
frequentemente utilizado para a preparacdo de nanoparticulas de prata, como dispersdes
coloidais estdveis em 4gua ou solventes organicos (Ahmad, 2007). A sintese de
nanoparticulas por métodos de reducao quimicos sao muitas vezes executadas na presenca de
estabilizadores, de modo a evitar a aglomeracdo indesejada da solugdo coloidal de
nanoparticulas

A tecnologia de imobilizagdo enzimatica tem desempenhado um papel importante neste
sentido, ndo sé ajuda na fixagdo do componente para o transdutor, mas também ajuda a
estabilizar-lo para reutilizagdo. O material biologico pode ser imobilizado diretamente sobre o
transdutor ou em membranas, que podem ser subsequentemente montadas no transdutor
(Garcia, 2010; Ahmad, 2007). A escolha do método de imobilizagdo depende de muitos
fatores, tais como a natureza do elemento biologico, o tipo de transdutor utilizado, as
propriedades fisico-quimicas da substancia a analisar e as condi¢des de funcionamento em
que o biossensor esta a trabalhar. Os reagentes consumidos ou produtos formados podem ser
detectados ou medidos através de transdutores-

O objetivo principal deste trabalho consiste em caracterizar o efeito da incorporagdo de
AgNPs em compositos GEC para a construgdo de biossensores de bioetanol, visando
aumentar a sensibilidade eletroquimica do dispositivo para a detecg¢ao de etanol.

2. METODOLOGIA

Os reagentes utilizados no estudo foram todos preparados de maneira analitica e o
solvente utilizado foi agua destilada. Para andlise da resposta eletroquimica por meio de
voltametria ciclica foi utilizado um potenciostato com modulo de espectroscopia de
impedancia eletroquimica integrada marca Ivium, modelo CompactStat (Ivium Technologies,
The Netherlands) controlado por um computador via software da IviumSoft. Essas
experiéncias foram realizadas numa célula eletroquimica estatica a 25 ° C a diferentes
velocidades de varredura (10, 30, 40, 75, 100 mV/s). A célula eletroquimica ¢ composta por
trés eletrodos: Eletrodo de Platina, eletrodo de referéncia Ag/AgCl (3M) e o eletrodo de
trabalho onde o composito(GEC) impregnados de nanoparticulas de prata (AgNP-GEC) ¢
fixado com ajuda de uma espatula em uma cavidade de 3mm de didmetro x 3mm de
profundidade constituida na parte superior do biossensor. Como solugao eletrolitica padrao
utilizou-se uma solucdo aquosa de KyFe(CN)s 10 mM, em KCl 3M, pH 7.0. As
condutividades eléctricas dos compostos foram testadas utilizando a técnica de dois
eléctrodos, que consiste em pastilhas de composicao conhecida de elementos do compdsito o
qual ¢ fixada com a ajuda de um suporte de Teflon e determina a resisténcia eléctrica do
composito. Os testes foram realizados utilizando um medidor de banco Manaus ICEL MD -
6700 acoplado a um computador.
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2.1 Sinteses das nanoparticulas de prata

O procedimento empregado para obtengao das AgNPs foi o seguinte:

Uma solug¢do de 30ml de borohidreto de s6dio 0,0020M foi preparada frescamente, e
com ajuda de uma proveta graduada a solugdo foi vertida em um erlenmeyer de 200 ml, o
qual foi mantido em um banho de gelo e deixou-se esfriar por cerca de 20 minutos.

Sob agitacdo foi adicionado gota a gota (cerca de 2ml) uma solugdo de AgNO; 0,001M
4 solucdo de borohidreto de so6dio contida no erlenmeyer, até que se formasse um coloide
amarelo escuro. As nanoparticulas de prata que se formaram foram estabilizadas por uma
camada protetora de ions borohidreto, o que garantiu sua estabilidade e evitou a aglomeragao
das nanoparticulas de prata. Apos a formacdo do coloide manteve-se sob agitacdo em banho
de gelo por 5 min.

Apos a obtengdo da solucdo de nanopartilas adicionou-se a 150mg de grafite puro, onde
se homogeneizou e deixou em processo de secagem em estufa a 100°C por 12 horas. Apos a
obtencdo do composito grafite/AgNPs adicionou-se Epdxi na proporcdo 60/40 (w/w)
respectivamente, e foi adicionado a superficie do sensor onde deixou-se secar para posterior
analise eletroquimica comparativa por meio de voltametria ciclica.

2.1 Aplicac¢oes de enzima HRP no sensor eletroquimico-

A partir da solu¢do enzimatica composta por 286 unidades de enzima Alcool Oxidase
(AOD) e 2640 uunidades de enzima Horseradish peroxidase (HRP) ja& pronta, foram
depositados 10 puL na superficie do eletrodo que permaneceu armazenado a 4°C por 12 horas.
A andlise eletroquimica comparativa foi feita por meio de voltametria ciclica numa célula
contendo 50mL de solucdo de K4Fe(CN)s 10 mM em KCI1 0,01 M diluido em agua destilada
com adi¢do de ImL de solugdo de etanol 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anélise da aplicacao do uso de nanoparticulas de prata no composito de grafite/epoxi
observou-se um aumento da condutividade e uma maior sensibilidade a concentragdo da
solucao. Utilizando-se do software e potentiostato Ivium-n-Stat para analise voltimétrica,
foram testadas velocidades de varredura que variaram de 10 mV/s a 100 mV/s no sensor
eletroquimico com nanoparticulas de prata. Diversos experimentos foram realizados para
obter os voltamogramas ciclicos deste sensor em solucdo de K;[Fe(CN)g], pH 7.0 a diferentes
velocidades de varredura (10, 30, 40, 75, 100 mV/s) mostrando os perfis com picos bem
definidos, conforme mostra a Figura 1:
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Figura 1 - Voltamogramas ciclicos do sensor a diferentes velocidades de varredura em
solucao de K;[Fe(CN)g] 0,001M
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Quanto a aplicacdo das nanoparticulas observou-se que o sistema de processo redox &
quase reversivel com AEp=50/n mV, bem proximo de um sistema completamente reversivel
(AEp=57/n mV) e os picos de corrente linear aumentam proporcionalmente com a v'2. Na
relagdo das correntes Ipa/lpc obteve-se uma média ligeiramente superior a 1 indicando
também que se apresenta muito proximo de um sistema reversivel (Ipa/Ipc=1). Neste caso a
reagdo eletroquimica para este sistema sera controlada tanto pela etapa de transferéncia de
massa como pela etapa de transferéncia de carga.

Na imobiliza¢do enzimatica quando a peroxidase ¢ imobilizada numa superficie do
eléctrodo, a forma oxidada da enzima, que ¢ formada na reacdo com o peroxido, pode ser
reduzida para a sua forma nativa por uma transferéncia direta ou mediada de elétrons. Etanol
atua como um mediador de elétrons no sistema. Com base nestes principios biossensores para
compostos etanoicos foram desenvolvidos onde HRP foi imobilizada em eletrodos de
grafite/epoxi solidos. O mecanismo de enzima envolvida num biossensor baseado na
peroxidase para detec¢do consiste na oxidagdo de moléculas de enzima por peroxido de
hidrogénio, seguida da sua redugdo por composto etanoico. Esta ultima redugdo converte
etanol para aldeido, no qual o elétron ativo pode ser reduzido na superficie do eletrodo. A
corrente de redugdo € proporcional a concentragdao de etanol na solugao.

Assim como no sensor eletroquimico com nanoparticulas de prata, de modo a obter uma
comparacdo da condutividade eletroquimica em um biossensor com e sem a aplicagdo de
enzimas foram testadas velocidades de varredura que variaram de 10 mV/s a 100 mV/s em
uma solugdo de 50mL de K4Fe(CN)gs 10 mM em KCl1 0,01 M diluido em agua destilada com
adi¢do de 1mL de solugdo de etanol 95%, pH 7. Uma outra bateria de testes permitiram obter
os voltamogramas ciclicos do biossensor sem enzimas € 0s respectivos voltamogramas
ciclicos do biossensor com as enzimas imobilizadas mostrando seu efeito sinérgico. Como se
v€ na comparagdo a seguir na Figura 2:
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Figura 2 - Respostas eletroquimicas do biossensor com: (A) enzima HRP imobilizada
e (B) sensor sem aplicagao de enzima HRP
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A utilizacdo de enzimas na confec¢do de biossensores, para analise de etanol, se
mostrou eficaz gerando picos Ipa e Ipc bem definidos possibilitando através do uso da
equagao de Nerst obter a concentragao de etanol presente na solucao. Mas seu sistema ainda
ndo se encontra reversivel, o que ainda deve ser trabalhado.

Para que uma reacao seja reversivel a corrente de pico deve variar linearmente com a
raiz quadrada da velocidade de varredura, a reversibilidade do sistema esta ligada a troca de
eletrons entre a solugdo e eletrodo pelos processos de oxidagdo e reducao, o qual nos garante
que o sensor esta em perfeitas condigoes de ser aplicado ao monitoramento de processos.

Com objetivo da caracterizagao da solugao de AgNPs foi realizado uma analise por
espectroscopia por energia dispersiva (EDX), no qual se verificou que havia 100% do
elemento de Ag® (prata metalica) disperso em solugdo, como se observa na tabela 1 abaixo:

Tabela 1 — Analise EDX de solucao de AgNPs

Quantitatiwve Result

Além disso, a analise obtida com o espectofotometro da dispersdao coloidal de AgNPs
exibe uma banda de absorcao aproximadamente em 400 nm, confirmando que a sintese foi
bem sucedida uma vez que a banda de absorg¢ao tipica para as AgNPs € na regido de 350 a 450
nm. As figuras 3 e 4 mostram o espectro de absor¢do da dispersdao da solug¢do coloidal de
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AgNPs quando utilizado estabilizador para evitar a aglomeragdo das nanoparticulas ¢ sem a
utilizagao do estabilizador.

Figura 3 — Espectro de absor¢ao da dispersao de AgNPs (com estabilizador)
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Figura 4 — Espectro de absor¢ao da dispersao de AgNPs (sem estabilizador)
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4. CONCLUSAO

A preparacgdo de sistemas bioeletroquimicos baseados em AgNPs estd em auge, devido
a sua capacidade de intera¢do deste material com os bioreceptores. Além disso, a confec¢ao
de biossensores aliados a imobilizagdo de enzimas para andalise de etanol, se mostrou eficaz,
os voltamogramas obtidos mostram um comportamento picos Ipa e Ipc bem definido,
garantindo a reversibilidade do sistema. A imobilizacdo das enzimas no composito mostrou
seu efeito sinérgico na sua resposta eletroquimica mostrando sua potencialidade de uso do
biossensor a0 monitoramento de processos.
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