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(57) Resumo: BIOSSENSOR
AMPEROMETRICO ENZIMATICO FEITO DE
GRAFITE MODIFICADO-FIBRAS DE
CARBONO PARA DETECCAO DE AGENTES
DE NERVOS: CONSTRUGCAO E MODO DE
USAR. A presente invengao constitui-se de um
biossensor amperométrico que serve para
detectar, mediante ensaios de inibi¢cao
enzimatica, com precisao e elevada
sensibilidade, concentragbes de agentes de
nervos em niveis de tragos, seja em amostras
ambientais ou bioldgicas. Os modos de preparo
e uso do biossensor séo extremamente simples,
e a detecgao dos agentes de nervos pode ser
realizada tanto em laboratorio como diretamente
no campo. Para construcéo do biossensor, i
nicialmente um precipitado de MBRS foi
preparado (1, 2, 3, 4) e, a este, acrescentado o
mediador TCNq, po de grafite (5) e,
sequencialmente, HEC, parafina liquida, PBS
(PH 7,5) e a enzima BSA (6). A enzima AChE,
previamente imobilizada em PVA-SbQ (7), foi
entéo adicionada a pasta de grafite modificada
(8), e a mistura resultante foi utilizada para
preencher um tubo dc polietileno oco, contendo
em seu interior fibras de carbono (9), que foram
seladas termicamente mas extremidades (10). O
contato elétrico foi feito com fio de platina(...)
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“BIOSSENSOR AMPEROMETRICO ENZIMATICO FEITO DE GRAFITE
MODIFICADO-FIBRAS DE CARBONO PARA DETECCAO DE AGENTES DOS
NERVOS: CONSTRUCAO E MODO DE USAR”

A presente invengfio constitui-se em um biossensor amperométrico, com
corpo de polietileno preenchido com uma pasta de grafite modificada, contendo uma
enzima imobilizada e fibras de carbono, de facil construgfo, e elevadas precisio e
sensibilidade na detecgfio, em laboratério ou in Zq‘go, de agentes dos nervos.

Os agentes dos nervos sfo utilizados como armas quimicas.
Fisiologicamente, o efeito téxico dos agentes dos nervos ocorre pela desativagfo da
enzima acetilcolinesterase (AChE), que controla a transmissfio dos impulsos nervosos, e
sem esse controle as fungdes bioldgicas, como a respiragéio, param de operar. Quando
aplicados em d4reas onde se enconfram os inimigos, tais agentes provocam sérios
distirbios no Sistema Nervoso Central (SNC), levando ao coma e posteriormente a
morte. Os agentes dos nervos pertencem-ao grupo dos compostos organofosforados,
como o tabun, 0 soman, o sarin e o vx, ‘ _

Quando a detecg@io dos agentes dos nervos se da diretamente no campo, o
biossensor devera ser acoplado a um potenciostato de menor porte. Existem modelos
portateis no mercado, bastante sensiveis e reprodutiveis, que operam com bateria. Se a
amostra analisada for de dgua, a medida pode ser feita de forma direta, apenas inserindo
a camada sensivel do biossensor (que contém a enzima) na agua. Se a dgua for
proveniente de um corpo de agua corrente, deve-se realizar uma coleta no local e
proceder a medida diretamente no frasco de coleta, que deve ser preferencialmente de
vidro. O mesmo deve ser feito se a amostra for de outro liquido, comovsangue, urina ou
outro fluido bioldgico. Se a amostra for sélida, como por exemplo uma porgdo de solo
ou mesmo parte de um 6rgéo supostamente lesado (figado, por exemplo), entdo deve-se
proce\gﬁier a uma extragio prévia, simplesmente macerando-se a amostra com tamp#o

citrato pH 8,0 e realizando-se em seguida a medida eletroquimica.
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ESTADO DA TECNICA

Os agentes dos nervos so compostos que possuem em sua estrutura um
atomo de fosforo central pentavalente, ligado a um dtomo de oxigénio ou enxofre por
uma dupla ligagdo. Além dos agentes dos nervos, muitos compostos com poder
inseticida sdo também organofosforados, e possuem o mesmo modo de agfo, tanto
frente aos mamiferos como frente aos insetos: sua toxicidade € baseada na inibi¢fo da
enzima AChE, essencial para transmisséo de impulsos nervosos.

Varios  biossensores  eletroquimicos para detecgio de  agentes
anticolinesterase tém sido descritos em artigos cientificos, a maioria dos quais
objetivando a anélise de inseticidas organofosforados [1]. Em alguns casos, ao invés da
enzima acetilcolinestrease (AChE), foi empregada a enzima butirilcolinesterase (BChE)
como elemento de biorreconhecimento.

Algumas patentes de biossensores também tém surgido, como por exemplo a
Patente CN101587092 (A), depositada no escritério de patentes chinés em 25/11/2009
[2], que descreve um biossensor serigrafado contendo dois eletrodos de trabalho e um
eletrodo de referéncia compartilhado, sendo que, imobilizada a superficie dos eletrodos
de trabalho, encontra-se uma enzima AChE comercial. Dois biossensores para
organofosforados foram depositadas nos Estados Unidos: a Patente 11146193 (A) [3],
depositada em 31/05/2010, que descreve pfocedimentos para preparo de biossensores a
base de enzimas AChE, imobilizadas covalentemente em superficies porosas € néo-
porosas, e a Patente W09829738 A(1) [4], depositada em 09/07/2008, que descreve um
procedimento para preparo de um biossensor, tendo como enzimas imobilizadas, além
da AChE, a peroxidase ¢ a colina-oxidase.

Biossensores a4 base de enzima aceticolinesterase (AChE) sfio baseados na
inibicdo enzimdtica pelo agente téxico, que pode ser um inseticida ou uma arma
quimica (agente do nervo). Quando a enzima AChE ¢é imobilizada na superficie do
eletrodo de trabalho, hd interagdo com o substrato, produzindo uma espécie eletroativa.
Nessa estratégia, acetiltiocolina (ATCh) pode substituir o substrato original da AChE, a
acetilcolina. Assim, esse novo substrato (ATCh) ¢ hidrolisado da mesma forma como o
substrato original, produzindo tiocolina (TCh) e o 4cido carboxilico correspondente
(4cidot acético, HA, no caso). Os elétrons gerados durante a reagdo eletroquimica sdo
coletados no potenciostato, e a corrente final ¢ a medida quantitativa da atividade da

enzima [5].
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Os biossensores reportados foram construidos a partir de eletrodos de
diferentes materiais, tais como: tubos de vidro ou de pléstico, membranas maledveis de
celofane, impregnadas coma enzima e ligadas a um eletrodo metélico conveniente, e
eletrodos serigrafados contendo dois eletrodos (de referéncia e de trabalho) ou trés
eletrodos (de referéncia, de trabalho e auxiliar), nos quais a enzima AChE estava
imobilizada. As bases para serigrafia variaram desde cerdmica até PVC transparente e
maleavel.

Na escolha do material do eletrodo de trabalho deve-se considerar que as
respostas obtidas estfio relacionadas com as reagSes redox que ocorrem em sua
superficie ou na interface eletrodo-solugio. Desta forma, o analito de interesse pode
interagir com a superficie eletrodica e tal interag@o resultar na transferéncia de elétrons.
Eletrodos so6lidos como os de platina, ouro,~earbono, niquel, ferro e cobre, que
apresentam janela de potencial positiva, tém considerdvel aplicabilidade em construgéo
de biossensores. Outro tipo de eletrodo sélido que vém sendo usado com esse mesmo
fim é o de diamante dopado com boro (DDB), devido as suas propriedades particulares
(extensa janela eletroquimica, grande resisténcia a varios meios agressivos e baixas
correntes capacitivas).

Para facilitar o transporte dos elétrons gerados durante a reagdio da enzima
AChE com o substrato (ATCh), da éuperficie do eletrodo de trabalho até o
potenciostato, normalmente s#o empregad.os' mediadores eletroquimicos. Estes
mediadores sfo considerados os principais modificadores de eletrodos e tém permitido a
realizagfio de medidas amperométricas a um potencial de trabalho (fixo) mais baixo,
diminuindo assim as interferéncias eletroquimicas provocadas pelos componentes
eletroativos que possam estar presentes na amostra, ou mesmo por pequenas flutuagdes
externas de voltagens (ruido) do instrumento de medigdo. Como o analito ird interagir
diretamente com o agente modificante, os eletrodos quimicamente modificados sdo
mais seletivos e mais sensiveis que os eletrodos-base. Entre os mediadores mais
empregados na construgfio de biossensores de agentes anticolinesterase, destacam-se os
corantes Azul da Prassia e ftalocianina de cobalto, (Co-PC) e o composto 7,7,8,8-
tetracianoquinodimetano (TCNQ). A finalidade desses mediadores pode ser
perfeitamente compreendida, por exemplo, se prepararmos uma pasta de grafite
misturada a um agente aderente (hidroxietilcelulose, gel de 4gar, etc.) mais a enzima

AChE, e esta pasta preencher um tubo qualquer, no qual no seu interior esta inserido um
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fio de platina, este artefato pode ser considerado um eletrodo de trabalho sensivel a
compostos organofosforados. Como este eletrodo nfo contém nenhum mediador
eletroquimico, ao ser acoplado a um eletrodo de referéncia (por exemplo, Ag/AgCl), as
medidas de corrente serfio tomadas provavelmente a um potencial fixo superior a 800
mV. Contudo, se a esta pasta sensivel de grafite for adicionado um pouco do corante
Co-PC, entdio o potencial de trabalho cai para 350 mV [6], e se adicionarmos o
mediador TCNQ), o valor de potencial de trabalho chega a 150 mV, resultando em uma
extrema vantagem, do ponto de vista analitico [7]. |

Biossensores & base da enzima aldeido desidrogenase (AIdHE) foram
descritos, tendo como mediador eletroquimico uma combinag¢fo de Meldola’s Blue com
Sal de Reinecke (MBRS). O biossensor foi empregado na detec¢fio de fungicidas
ditiocarbamatos, inibidores da AIdHE, tendo operado com valor de potencial de zero
volts, apresentado elevada estabilidade, porém ainda baixa sensibilidade para anélises
de tra«;’os [8]. Fibras de carbono sfo filamentos longos e finos (didmetros entre 5 ¢ 10
um), compostos em grande parte por atomos de carbono, e tém sido empregadas, com o
objetivo de facilitar a transferéncia e elétrons, em biossensores amperométricos [9].

A téenica de fixagfo da enzima AChE na superficie do eletrodo de trabalho
tem grande influencia sobre o desempenho do biossensor, ¢ varia desde procedimentos
fisicos até quimicos. Dos procedimentos fisicos, destacam-se: adsor¢do em esferas de
silica, em membranas (nylon, nitrato de ce]uioée, acetato de celulose) ou em resinas
epodxi, € microencapsulagdo em géis de poliacrilamida ou de élcool polivinilico
contendo grupamentos estirilpiridinicos (PVA-SbQ). Entre os procedimentos quimicos,
destacam-se a reacfio cruzada com glutaraldeido e a ligagdio covalente com resinas,
agarose e celulose modificadas e PVC [10].

O procedimento de detecgdo dos agentes dos nervos se dd pelo
monitoramento da corrente gerada pela reagdo entre a AChE e seu substrato, antes e
ap6s inibig8o enzimética. A inibi¢8o ocorre mediante incubagdo do biossensor em uma
solugfo contendo o inibidor, ou mesmo através do contato deste com uma amostra
qualquer, supostamente contaminada com o inibidor. A inibi¢do da enzima por esses
compostos toxicos pode ser calculada em termos percentuais, pela reducéio da corrente
geradd durante a reagfio enzimatica, apés inibi¢io. Assim, a inibi¢do é proporcional a

concentragdo do agente do nervo presente, ¢ pode ser efetuada em amostras liquidas
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(4gua, sangue, urina), como também pastosas (alimentos, vegetais, etc.), onde o

biossensor pode ser mergulhado.

PONTOS DEFICIENTES DO ESTADO DA TECNICA

Podemos destacar, como inconvenientes analiticos da maior parte dos
biossensores enzimaticos, a falta de reprodutibilidade, seja pela perda da atividade da
AChE ao longo do tempo de armazenagem, seja pelo processo de imobilizagfo da
enzima na superficie do eletrodo. Na prética, verifica-se que ocorrem modifica¢fes na
camada enzimética do biossensor, e isfo estd diretamente relacionado ao processo de
imobilizagdio da AChE e a selecdo do mediador eletroquimico. Além disso, a
sensibilidade dos biossensores citados na literatura, ¢ mesmo os patenteados até hoje, é

ainda é muito baixa para andlises de tragos.

OBJETIVOS E ATIVIDADE INVENTIVA DO BIOSSENSOR

O biossensor apresentado € construido a base da enzima AChE, que pode
ser tanto comercial quanto geneticamente modificada, imobilizada em um eletrodo de
grafite modificado com uma mistura de TCNQ e Meldola’s Blue Sal de Reinecke
(MBRS). A pasta sensivel serve para pre_encher um tubo de polietileno, ja contendo
fibras de carbono, e este tubo se constituiu em um eletrodo de trabalho de grafite
modificado-fibra de carbono. O procedimento diferenciado de imobilizag8o enzimatica
se constitui em uma novidade no campo dos biossensores, pois combina o
microencapsulamento da AChE em PVA-SbQ e a dispersdo desta matriz polimérica
sensivel em torno de microfibras de carbono. Também, a combinagdo TCNQ-MBRS
permite se trabalhar com valores de potencial de trabalho bem baixos, o que é desejavel
eletroquimicamente. O objetivo final foi melhorar a estabilidade e a sensibilidade dos
biossensores para detecgio dos agentes de nervo em niveis de sub-partes por bilh3o.

Em relagfio as caracteristicas eletroquimicas do biossenssor, este operou
em valor de potencial de trabalho bastante baixo (cerca de 60 mV), e apresentou
excelente reprodutibilidade, com valor médio de corrente, obtida durante as medidas
cronoamperométricas da reagio enzimdtica entre a \AChB e solugdo de ATCh 1,0
mmolL, em torno de 152 nA. As medidas cronoamperométricas (medida da corrente

gerada ao longo do tempo) foram realizadas em célula de vidro de 10 mL de



10

15

20

25

30

E

6/11

capacidade, onde nesta estava mergulhado o eletrodo de trabalho e o de referéncia. O
coeficiente de variag8o foi de 6,3% (n=12), para eletrodos recém-preparados.

Os ensaios de inibigdo com os biossensores foram realizados mediante
medida inicial da corrente gerada conforme acima, seguida de incubagéo do eletrodo em
uma solugfio do agente de nervo Sarin (um conhecido organofosfato extremamente
toxico de nome metilfosfonofluoridrato de orto-isopropila, CAS 107-44-8). Em seguida,
procedeu-se a nova medida de corrente e calculo do percentual de inibicéo relativa. O
ensaio de inibigfo foi realizado em concentragdes crescentes do agente de nervo. A
resposta inibit6ria foi linear entre 1,0x10” mol/L e 3,5x10° mol/L de Sarin (n=11,r =
0,9976), que equivale a uma faixa de 0,14 a 490 pg/L do agente do nervo. O limite de
detecgdio, considerando uma inibigfo relativa de 10% em presenca do agente de nervo
Sarin, foi de 1,9x10® mol/L (ou2,7 ug}’L). T

Em relagfio & estabilidade dos biossensores, estes puderam ser armazenados
em geladeira (4°C), em recipiente fechado e livre de umidade, por cerca de 3 meses,
com perda de apenas 13% aproximadamente da atividade enzimética.

O biossensor aqui descrito ¢ altamente reprodutivel, devido & facilidade no
preparo em macroescala e ao fato de operar em condi¢des eletroquimicas favoraveis
(baixissimo potencial de trabalho, auséncia de ruidos detectdveis). Manteve-se também
estavel, por um periodo de armazenamenfo relativamente longo (3 meses), sem perda
considerdvel da atividade enzimatica. Além dissb, sua sensibilidade bastante elevada,
aliada a capacidade de ser portatil, desde que acoplado a um potenciostato pequeno, lhe
confere atributos para detecgfio dos agentes dos nervos em niveis de tragos, diretamente
no campo. Esta pode vir a se constituir em uma potencial ferramenta, em casos de
invasGes por paises inimigos, pois as armas quimicas sfo, para grupos de terroristas e
individuos isolados, uma alternativa vidvel as armas convencionais. Com esse
biossensor, ¢ possivel detectar em poucos minutos a presenga dos agentes dos nervos e

tomar as decisdes cabiveis,

PROCEDIMENTO DE PREPARO DO BIOSSENSOR
A inven¢#o passard a ser descrita a seguir, com referéncia a todos os passos
para dbtengfio e uso do biossensor, bem como alternativas para a sua construg:ﬁd, e

também com referéncia aos desenhos apensos, nos quais:
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A Figura 1 ilustra as etapas de preparo da pasta de grafite modificada

simultaneamente com dois mediadores eletroquimicos, ¢ contendo a enzima AChE.

A Figura 2 ilustra o preparo do eletrodo de carbono, construido a partir da

fixagdo de fibras de carbono na pasta de grafite modificado, dentro de um tubo

cilindrico de polietileno.

Preparo da Pasta Enzimdtica misturada a Grafite Modificado (Figura 1)

1. Preparo do compésito MBRS: dissolveu-se, separadamente, entre 0,5 e 1,0

2.

3.

mmol do sal de Reinecke em um volume de dgua deionizada entre 40 e 80 mL, e
entre 0,5 ¢ 1,0 mmol de MB em um volume de 4gua deionizada entre 40 ¢ 80
mL. Em seguida, as duas solu¢des foram misturadas, ¢ o precipitado MBRS foi
mantido em contato com a solugo-mée durante 5 dias para envelhecimento (1).
Apos filtragdio a vacuo em funil de Biickner (2) e repetidas lavagens com agua
deionizada, o precipitado negro foi seco em estufa por 12 h em uma temperatura
entre 50 e 60 °C (3). Em seguida, foi finamente pulverizado em gral de 4gata e
guardado ao abrigo da luz por 2 a 3 meses (4).
Preparo da Pasta de Grafite Modificado: Pesou-se uma massa de 0,5 g de
grafite em pd, finamente pulverizado (passando 100% na peneira de malha de
0,15 mm). Separadamente, adicionou-se 0 composito MBRS ao TCNQ
(proporgéo 1:1), e em seguida juntoﬁ-sé essa mistura ao grafite (proporééio
grafite: MBRS/TCNQ de 20:80). Macerou-se em gral de 4gata, homogeneizando-
se bem a mistura de pés (5). Em seguida, transferiu-se a mistura para um béquer
de SmL e adicionou-se, seqiiencialmente, 250ul. de uma solugdo de
hidroxietilcelulose (HEC) a 3% (m/v), 250 pL de parafina liquida ultrapura, 500
pL. de solugdo tampdo fosfato (PBS, pH 7,5) e 250 uL de solugdo da enzima
soroalbumina bovina (BSA) 0,3% (m/v) (6). Homogeneizou-se bem a pasta e
deixou-se repousar, em vidro dmbar fechado, por cerca de 3 horas.
Preparo da Pasta Enzimatica: Preparou-se uma mistura de solugfo da enzima
AChE com um gel de alcool polivinilico contendo grupamentos estirilpiridinicos
(PVA-SbQ), na propor¢do AChE-PVA-SbQ de 20:80 (m/m) (7). Partiu-se de
J uma solugdo estoque entre 200 e 300 U/mL, sendo esta atividade relativa
monitorada pelo método espectrofotométrico descrito na literatura [8]. A pasta

pode ser armazenada por no maximo 3 horas em geladeira, antes do uso na
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construgdio dos biossensores, com perda méaxima da atividade enzimaética de 8 a
10%. Imediatamente antes do preparo do eletrodo, a pasta de grafite modificado

foi misturada & pasta enzimatica, na proporgfo 2:1 (8).

Preparo do Biossensor (Figura 2)

4, Preparo do biossensor: O eletrodo foi construido com 30 fibras de carbono (de
marca japonesa Toray T-700), que foram inseridas dentro de um tubo de
polietileno oco de 6 mm de didmetro interno e 3 ¢cm de comprimento, com fundo
tampado. Os espagos entre as fibras de carbono foram preenchidos com a pasta
enzimatica, até que todo o tubo estivesse preenchido (9). Deixou-se cerca de 5
mm de fibras de carbono expostas, selando-se em seguida a jun¢fo por
aquecimento (10). O contato elétrico foifeito com fio de platina inserido no
centro do eletrodo (11). A parte superior do eletrodo foi em seguida polida
cuidadosamente com auxilio de papel sulfite, em movimentos manuais circulares
(12), tratado eletroquimicamente em potencial fixo de + 800 mV por 20
segundos e imerso em solugo tampéo fosfato (pH 7,5) por aproximadamente 20
minutos, antes do uso. Em cada biossensor, a atividade relativa ideal esteve na
faixa de 1,0 a 2,0 mU/eletrodo.

5. Acoplamento do Biossensor ao I.’.otenciostatoz Foi feita mediante uso de um
conector comum (13), interligando o élétrodo de trabalho acima descrito e o
eletrodo de referéncia (no caso, optou-se por um eletrodo de Ag/AgCl) ao
potenciostato, ambos inseridos em uma mesma célula de 10 mL de capacidade
(14). Dependendo das dimensc”)es‘ do potenciostato/galvanostato, o biossensor ¢
facilmente transportado para o campo, permitindo andlises in loco. Assim, o

biossensor constituir-se-4 de um dispositivo eletrénico portatil e de baixo custo.

MODO DE USO DO BIOSSENSOR
1. Armazenamento: os biossensores podem ser armazenados em geladeira, em
recipiente livre da umidade e ao abrigo da luz.
2. Medidas Eletroquimicas e Ensaios de Inibigfio: Para obtengfio da corrente
4 inicial, o potencial de trabalho foi fixado em 60 mV. O eletrodo de trabalho de
grafite modificado-fibras de grafite, contendo a enzima AChE, foi acoplado ao

potenciostato, juntamente com o eletrodo de referéncia, tendo sido ambos
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imersos em uma célula de trabalho contendo a solugdo do substrato (cloreto de
acetiltiocolina, ATChCI, 1,0 mmol/L), sob agita¢do constante. A corrente gerada
foi estabilizada (o tempo total para estabiliza¢do foi de 30 segundos) e o valor
(em nA) registrado. Esta medida foi denominada de I,, Em seguida, o
potenciostato foi desligado e o eletrodo foi lavado com PBS, pH 7,5, (com
cuidado, para ndo molhar os contatos elétricos), e logo em seguida, imersa a
base sensivel do eletrodo na solugdo ou amostra contendo o agente de nervo.
Seguiu-se a incubagdo da enzima com o inibidor por 12 minutos e, findo esse
tempo, procedeu-se a uma nova lavagem do sensor com PBS, pH 7,5. O
potenciostato foi novamente ligado, e entdo nova medida de corrente foi
registrada, apds imersfio da parte inferior sensivel do eletrodo na solugdo do
substrato (ATChCI 1,0 mmol/L). Esta nova medida foi denominada de I. Pode-
se obervar um decréscimo da corrente, apds inibigHo, e a inibigfo relativa (IR %)
¢, portanto, proporcional & concentragfo do agente de nervo.

Andlise Qualitativa: a presenca de um inibidor da enzima AChE pode ser
evidenciada pelo decréscimo da corrente observada no ensaio de inibigdo
anteriormente descrito.

Andlise Quantitativa: Desde que se tenha uma indicagdo do composto que esta
causando a inibi¢o, o teor exatc; deste poderd ser determinado através da
extrapolagéio do valor de IR% cncontfadb, em uma curva padréio construida a

partir dos valores de inibigdo obtidos em crescentes concentragdes do inibidor.

ALTERNATIVAS PARA CONSTRUCAO DO BIOSSENSOR

1.

2.

Corpo do Biossensor; ao invés de ser de polietileno, podera ser constituido de
um tubo de vidro ou de cobre. As dimensGes do tubo de polietileno também
podem ser variadas.

Enzima AChE: a enzima acetilcolinesterase a ser imobilizada no eletrodo de
trabalho pode ser obtida comercialmente (proveniente de diferentes fontes, tais
como enguia elétrica, eritrocito bovino, soro bovino, soro eqilino, sahgue

humano, etc.); pode ser geneticamente modificada (como é o caso das enzimas

4 AChE extraidas da mosca-das-frutas, Drosophila melanogaster, €

posteriormente modificadas geneticamente em laboratério) [7], ou pode ser

proveniente da extragdo direta a partir de encéfalos de ratos albinos adultos,
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segundo metodologia previamente descrita [11]. De todas as formas, a atividade
relativa (em U/mL) da solugdo de AChE a ser incorporada na pasta deverd ser
controlada, de forma a manter sempre a mesma atividade de enzima, em cada
eletrodo.

3. Carga Enzimatica no Eletrodo: pode variar de 0,5 a 20 mU/eletrodo.

4. Fibra de carbono: as fibras de carbono podem ser da marca Toray T-800H, em
substitui¢do a Toray T-700, do mesmo fabricante, sem grande modificagdo na
resposta do sensor. Esta ultima é relativamente mais cara, por ter didmetro mais
fino.

5. Contato elétrico: pode-se substituir o fio de platina por fio de ouro (Au) ou de
cobre (Cu), sendo que este ultimo deverd ser recoberto com pasta de carbono
condutora, de elevada rigidez (o fio de Cu revestido pode ser da marca Leit-C
condutive carbon cement, do fabricante Neubauer Chemikalien, Miinster,
Alemanha).

6. Eletrodo de referéncia: o cletrodo de Ag/AgCl pode ser substituido pelo
eletrodo de calomelano saturado (ECS).

7. Substrato Enzimatico: além da acetiltiocolina (ATCh), podem ser empregados
outros substratos eletroativos, tais como acetilcolina (ACh), butirilcolina (BCh)

e butiriltiocolina (BTCh), em variadas concentragdes.
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REIVINDICACOES

1. Biossensor amperométrico enzimético feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgdo de agentes dos nervos: Construgio e modo de usar,
caracterizado por ser constituido de dois eletrodos, um de trabalho (grafite modificado-
fibras de carbono) (9, 10) e outro de referéncia (de Ag/AgCl ou de calomelano) (14).

2. Biossensor amperométrico enzimatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgo de agentes dos nervos: Construgfio e modo de usar, de acordo
com a reivindicagdo 1, caracterizado i;:)r possuir, como elemento de
biorreconhecimento, no eletrodo de trabalho, a enzima AChE (7, 8), cuja carga
enzimatica final estd na faixa de 0,5 a 20 mU/eletrodo.

3. Biossensor amperométrico enzimético feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgéo de agentés dos nervos: Constru¢do e modo de usar, de acordo
com a reivindicag#o 2, caracterizado por aceitar, como fonte da enzima AChE (7), tanto
as enzimas comerciais (extraidas de diversas matrizes, tais como enguia elétrica, soro
bovino, soro eqilino, sangue humano), como provenientes de extratos de encéfalos de
ratos e da mosca-das-frutas (Drosophila melanogaster), podendo ser .estas ellzimas tanto
originais como geneticamente modificadas.

4. Biossensor amperométrico enzimatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgfio de agentes dos nervos: Construgdo e modo de usar, de acordo
com a teivindicagdo 3, caracterizado pelo fato da enzima AChE se encontrar
imobilizada em um gel polimérico de PVA-SbQ (7), sendo que a proporg¢do solugéo de
AChE-PVA-SbQ pode variar de 80:20 até 60:40. _

5. Biossensor amperométrico enziméatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgio de agentes dos nervos: Construgdo e modo de usar, de acordo
com a reivindicag8o 4, caracterizado por ser a matriz de carbono formada de grafite
modificada com a mistura do precipitado Meldola’s Blue-Sal de Reinecke (MBRS)
(propbrg:ﬁo I:'1) e um segundo mediador eletroquimico, o 7,7,8,8-
tetracianoquinodimetano (TCNQ) (1, 2, 3, 4, 5).
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6. Biossensor amperométrico enzimatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgfio de agentes dos nervos: Construgdo e modo de usar, de acordo
com as reivindicagdes 1 a 5, caracterizado por conter, no eletrodo formado da pasta de
grafite modificada com MBRS-TCNQ, uma quantidade de hidroxietilcelulose e de
parafina liquida, suficiente para fornecer o ponto de liga, uma certa quantidade da
enzima soroalbumina bovina, suficiente para auxiliar na imobiliza¢gdo da AChE, e uma
certa quantidade de solugdo tampfo fosfato, para manter o pH em uma faixa de 7,5-8,0
©). |

7. Biossensor amperométrico enzimatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgfio de agentes dos nervos: Construgdo e modo de usar, de acordo
com as reivindicages 1 a 6, caracterizado por possuir, como eletrodo de trabalho, um
tubo oco de polietileno, de dimensdes variadas,mz:om uma das extremidades fechadas,
preenchido com a pasta de grafite modificada e fibras de carbono (9, 10), sendo que:

a quantidade de fibras varia de 30 a 60, dependendo do didmetro interno do tubo e da
espessura da fibra).

8. Biossensor amperométrico enzimdtico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgdo de agentes dos nervos: Construgdo e modo de usar, de acordo
com as reivindica¢Ges 1 a 7, caracterizado por ser o eletrodo facilmente conectado a um
sistema eletroquimico (potenciostato/galvanostato), mediante conexdes elétricas
metélicas simples, tais como um fio de platina, de cobre ou de O‘ui’o (11). |

9. Biossensor amperométrico enzimatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecglio de agentes dos nervos, de acordo com as reivindicagdes 1 a
8, caracterizado por ser o eletrodo de trabalho conectado ao sistema eletroquimico
juntamente com um eletrodo de referéncia (13).

10. Biossensor amperométrico enziméatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgfo de agentes dos nervos: Construgdo e modo de usar, de acordo
com as reivindica¢des 1 a 9, caracterizado por permitir a conexfio com qualquer tipo de
eletrodo de referéncia, por exemplo Ag/AgCl e calomelano (14).

11. Biossensor amperométrico enzimético feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgio de agentes dos nervos, de acordo com as reivindicagdes 1 a
10, c\a%racterizado por operar mediante medidas cronoamperométricas (corrente formada

em fungfo do tempo), sendo que:
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a corrente a ser monitorada € aquela gerada durante a reagfo entre a enzima
AChE, contida no eletrodo de carbono-modificado-fibras de carbono (7, 8, 9), e o
substrato enzimatico, que pode ser acetilcolina (ACh), acetiltiocolina (ATCh),
butirilcolina (BCh) e butitiltiocolina (BTCh), em variadas concentrag@es; e que:

a solugéio do substrato s encontra dentro de uma célula eletroquimica (14),
de tamanho que varia segundo a dimens#o dos eletrodos; e que

os eletrodos, durante as medidas cronoamperométricas, encontram-se com
suas camadas inferiores sensiveis imersas dentro da célula eletroquimica (14).

12. Biossensor amperométrico enzimatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgio de agentes dos nervos: Construgdo e modo de usar, de acordo
com as reivindicagdes 1 a 11, caracterizado por ser capaz de detectar compostos
organofosforados, mediante ensaios de inibi¢#o, por incubagfo do eletrodo de trabalho
em solugio do inibidor ou mesmo amostra contaminada, seguida de registro do
decréscimo de corrente gerada durante rea¢dio enzima-substrato.

13. Biossensor amperométrico enzimdtico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgfio de agentes dos nervos: Construgio e modo de usar,
caracterizado por permitir acoplamento em um potenciostato/galvanostato de pequeno
porte (14), dando origem a uma ferramenta‘portétil, ideal para medidas em campo.

14. Biossensor amperométrico enzimatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgio de agentes dos nervos: Construgfo e modo de usar, de acordo
com as reivindicagdes 1 a 13 caracterizado por permitir andlises do tipo screening em
amostras liquidas e solidas, neste Gltimo caso procedendo-se uma prévia extragdo do
analito.

15. Biossensor amperométrico enzimatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgfio de agentes dos nervos: Construgfio e modo de usar, de acordo
com as reivindica¢@es 1 a 14, caracterizado por permitir anéalises qualitativas, mediante
a inibi¢do da AChE, sendo que:

as medidas cronoamperométricas podem ser realizadas no laborat6rio ou no

campo;
3 as medidas de inibigdo devem ser realizadas tomando-se tempos de
incubagfio da AChE com a amostra que supostamente contém o inibidor, de 10 a 15

minutos, dependendo do caso;
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todos os ensaios de inibi¢8o obedecem o mesmo protocolo, tendo como fixos
os seguintes pardmetros: tipo e concentragfio do substrato, carga enzimatica em cada
eletrodo, tempo de incubagdo enzima-inibidor, tempo esperado para estabiliza¢@io do
valor de corrente, potencial de trabalho aplicado.

16. Biossensor amperométrico enzimético feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgio de agentes dos nervos: Construgdo ¢ modo de usar, de acordo
com as reivindicages 1 a 15, caracterizado por permitir andlises quantitativas, desde
que, tendo conhecimento prévio da natureza do agente de nervo empregado no local, se
construa uma curva de inibigdo (do tipo concentragdo do inibidor versus inibig¢fio
relativa).

17.Biossensor amperométrico enzimatico feito de grafite modificado-fibras
de carbono para deteccdo de agentes dos nervos: Construgio e modo de usar,
caracterizado por permitir a sua armazenagem por cerca de 3 meses em geladeira (a
4°C), com perda minima (méaximo 13%) da atividade enzimatica.

18. Biossensor amperométrico enzimético feito de grafite modificado-fibras
de carbono para detecgio de agentes dos nervos: Construgdo e modo de usar,
caracterizado por possuir elevada sensibilidade (LD = 2,7 ug/L para o agente dos nervos
Sarin) e reprodutibilidade (CV = 6,3%, 11"“12) para eletrodos recém-preparados.

19. Biossensor amperométrico enzimatico feito de grafite mod1ﬁcado~ﬁb1as
de carbono para detecgfio de agentes dos nervos: Construgo e modo de usar,

caracterizado por permitir aplicagfo industrial, com produgfio em micro e macro escala.
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RESUMO

Patente de Invengéio “BIOSSENSOR AMPEROMETRICO ENZIMATICO
FEITO DE GRAFITE MODIFICADO-FIBRAS DE CARBONO PARA DETECCAO
DE AGENTES DOS NERVOS: CONSTRUCAO E MODO DE USAR”,

A presente invencfio constitui-se de um biossensor amperométrico que serve
para detectar, mediante ensaios de inibi¢do enzimatica, com precisio e elevada
sensibilidade, niveis de agentes dos nervos em mvels de tragos, seja em amostras
ambientais ou biologicas. Os modos de prepalo e uso do biossensor sio extremamente
simples, e a detec¢do dos agentes dos nervos pode ser realizada tanto em laboratério
como diretamente no campo. Para construgdo do biossensor, inicialmente um
precipitado de MBRS foi preparado (1, 2, 3, 4) e, a este, acrescentado o mediador
TCNQ, po6 de grafite(5) e, seqiiencialmente, HEC, parafina liquida, PBS (PH 7,5) e a
enzima BSA (6). A enzima AChE, previamente imobilizada em PVA-SbQ (7), foi
entfo adicionada & pasta de grafite modificada (8), ¢ a mistura resultante foi utilizada
para preencher um tubo de polietileno oco, contendo em seu interior fibras de carbono
(9), que foram seladas termicamente nas extremidades (10). O contaio elétricé foi feito
com fio de platina (11) e a extremidade superior do eletrodo polida com papel sulfite
(12), antes de ser conectado a um potenciostato (13), juntamente com o eletrodo de
referencia (Ag/AgCl), tendo sido ambos os eletrodos imersos em uma célula

eletroquimica (14), na qual foram realizadas as medidas cronoamperométricas.
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