UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
CURSO DE GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

JARA PEREIRA SOARES

POLIMERIZACAO DO ACIDO 4-HIDROXIBENZOICO EM ELETRODOS DE
CARBONO GRAFITE VISANDO O DESENVOLVIMENTO DE UM BIOSSENSOR
ENZIMATICO

PATOS DE MINAS
DEZEMBRO DE 2018



TARA PEREIRA SOARES

POLIMERIZACAO DO ACIDO 4-HIDROXIBENZOICO EM ELETRODOS DE
CARBONO GRAFITE VISANDO O DESENVOLVIMENTO DE UM BIOSSENSOR
ENZIMATICO

Monografia apresentada ao Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia como requisito final para a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia

Orientador: Prof. Dr. Diego Leoni Franco

PATOS DE MINAS
DEZEMBRO DE 2018



IARA PEREIRA SOARES

Polimerizacao do dcido 4-hidroxibenzoéico em eletrodos de carbono grafite visando o

desenvolvimento de um biossensor enzimatico

Monografia apresentada ao Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia como requisito final para a
obtengdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

Banca examinadora:

“Br.Diego Lebni-Franeo — 1Q - UFU

sidente

0
O)J Mngand 38 g, S
Dra. ﬁj enaine de Souza — IQ - UFU()
Membro

. Gilvan Caetano Duarte — IBTEC - UFU
Membro

Patos de Minas, Minas Gerais, 06 de dezembro de 2018



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, pelo Dom da vida e pela forca para superar todos os obstaculos.

A toda minha familia, por sempre me incentivarem. De maneira especial, agradeco
meus pais pelo apoio incondicional, por vibrarem comigo a cada conquista e serem meu
ombro amigo nos dias dificeis, vocés sdo o meu exemplo.

Ao meu orientador Diego, sempre paciente e com bom humor, pela confianca, por
compartilhar comigo seu conhecimento e que tornou possivel a realizacdo deste trabalho.

A professora Djenaine e ao professor Gilvan, que aqui representam todos os docentes
que fizeram parte da minha formacao académica, o meu muito obrigada.

Aos amigos da faculdade: Isabella, Willow, Leonardo, Jodo, Dayanne, Mikaelle e
Flavia, por todos momentos compartilhados seja nos estudos ou nas festas, sem vocés essa
jornada seria ainda mais dificil. As amigas de longa data, Hellen, Marielle e Ana Paula, por
estarem comigo em todos os momentos.

Aos colegas do LEABE, por me acolherem tdo bem e compartilharem todos os
sofrimentos e as alegrias com muitas risadas nos longos dias de experimentos.

Agradeco ao CNPq, FAPEMIG, CAPES, PROPP/UFU e Rede Mineira de Quimica

pelo suporte financeiro.



RESUMO

O estudo de novos biossensores ¢ uma area da ciéncia em pleno desenvolvimento devido a
diversidade de aplicagdes nos setores da saide, alimenticios e ambientais. Este trabalho teve
como objetivo a modificacdo, caracterizacdo e otimizacdo de uma plataforma para
imobilizacdo de biomoléculas com o intuito de desenvolver um biossensor utilizando
eletrodos de trabalho de baixo custo de carbono grafite de lapiseira. O mondmero 4-
hidroxibenzdico foi escolhido por possibilitar a formag¢do de um polimero funcionalizado
com grupos 4acido carboxilico. A formagdo do polimero foi realizada por Voltametria
Ciclica. Experimentos eletroquimicos, morfoldgicos e espectroscOopicos foram utilizados
para caracterizacdo do material. Aliado aos dados obtidos com o estudo de pH foi proposto
um mecanismo de eletropolimerizacdo. O sistema foi otimizado para ser utilizado na
imobilizacdo de biomoléculas onde os melhores valores foram 5,0mM de dacido 4-
hidroxibenzdico, 0,5M de 4cido perclorico e 30 varreduras. Dois sistemas foram construidos
visando a melhor imobilizacdo de biomolécula: um eletrodo resinado e um esmaltado. Foi
comprovado que o esmaltado apresentou mais facilidade na montagem e melhores respostas
eletroquimicas. A imobilizacdo da enzima fosfatase alcalina foi realizada e a andlise do
substrato 4-nitrofenilfosfato foi possivel pela detec¢do do produto da reacdo enzimética, 4-
nitrofenol. O sistema apresentou boa resposta, além da possibilidade de desenvolvimento de
biossensores para detec¢do de pesticidas organofosforados, e também pode permitir a
deteccdo da enzima em solugdo para andlise de alteracdes de disfungdes Osseas e hepaticas

no organismo humano.

Palavras-chave: Biossensor. Polimerizacdo. Acido 4-hidroxibenzoéico. Fosfatase Alcalina.



ABSTRACT

The study of new biosensors is an area of science in full development due to the diversity of
applications in the health, food and environmental sectors. The objective of this work was to
modify, characterize and optimize a platform for biomolecule immobilization seeking a
biosensor development using low-cost pencil carbon graphite electrodes. The monomer 4-
hydroxybenzoic acid was chosen because it has the possibility to form a functionalized
polymer with carboxyl groups. The formation of the polymer was performed through cyclic
voltammetry. Electrochemical, morphological and spectroscopic experiments were
performed for the material characterization. Allied to the data obtained by the pH study, it
was proposed an electropolymerization mechanism. The system was optimized to be used in
the immobilization of biomolecules and the best values were 5.0mM 4-hydroxybenzoic acid,
0.5M perchloric acid and 30 cycles. Two systems were constructed seeking the better
biomolecule immobilization; a resine electrode and an enameled electrode. It was proved
that the enameled presented easiness to assembly and better electrochemical responses. The
immobilization of the enzyme alkaline phosphatase was performed and the substrate 4-
nitrophenylphosphate was analyzed by the detection of the enzymatic reaction product, 4-
nitrophenol. The system presents good response besides the possibility to develop a
biosensor to detect organophosphate pesticides, as well the detection of the enzyme in

solution for the analysis of bone and hepatic dysfunction in human organism.

Keywords: Biosensor. Polymerization. 4-Hydroxybenzoic acid. Alkaline phosphatase.
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1 INTRODUCAO

Os biossensores apresentam uma grande aplicabilidade para andlises ambientais e na
area da sauide. O diagndstico precoce de patologias proporciona um tratamento mais eficaz
em muitos casos; para isso, € de interesse que se obtenha resultados rdpidos. Os exames
laboratoriais sdo amplamente utilizados, visando um diagndstico preciso ou apenas para
prevencdo a doencas. Utiliza-se de exames generalizados e, em casos positivos, exames mais
especificos devem ser realizados. Porém grande parte desses exames requer um especialista
para sua realizacdo e andlise dos resultados, além de equipamentos e reagentes de custos
elevados.

A enzima Fosfatase Alcalina (FAL) estd presente no corpo humano, sendo
encontrada em maiores concentracdes nos ductos biliares do figado e nos tecidos Osseos,
mas também em menores concentracdes nos rins, intestino e placenta. A FAL ¢ classificada
na subclasse das enzimas fosfatases (Phosphoric Monoester Hydrolases, EC 3.1.3) da classe
das hidrolases. Essa enzima tem como funcdo promover a catdlise de um 4cido de um
monoéster ortofosférico em presenca de dgua em um 4dlcool e dcido ortofosforico
(HATTORI et al., 1998).

Como a FAL estd presente nos ductos biliares do figado e nos tecidos 6sseos em
maior concentracao, alteracdes nos niveis dessa enzima presente no sangue pode ser indicio
de uma série de patologias. Desta forma, a deteccdo dos niveis de FAL se mostra como uma
alternativa para o diagndstico de alteracdes hepdticas, intestinais e Osseas. Atualmente, a
FAL pode ser detectada por ensaios colorimétricos, fluorométricos e imunoensaios. Todos
esses ensaios sdo comerciais, porém necessitam de equipamentos laboratoriais especificos,
mao de obra especializada, tempo maior de anélise além de um custo mais elevado. Por isso,
¢ de interesse que novos métodos de diagndsticos mais rapidos, de facil interpretacdo para
que qualquer pessoa possa realizar, além de mais baratos e confidveis sejam elaborados com
novas tecnologias disponiveis, e 0s biossensores se tornam uma boa op¢ao para facilitar esse
diagndstico.

Os biossensores podem ter enzimas, anticorpos, receptores, acidos nucléicos e
aptameros imobilizados em seus transdutores; que podem ser eletroquimicos, piezoelétricos
ou calorimétricos (CALIL; SILVA, 2018); apresentam alta especificidade, baixo custo e
réapido diagnéstico. Nos biossensores enzimdticos a enzima de interesse € imobilizada no

transdutor em que € detectado o sinal proveniente da catdlise enzimatica do substrato em
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produto. Os transdutores podem ainda ter sua superficie modificada para uma melhor
interacdo com o analito-alvo. O sinal proveniente da diminuicdo da concentracdo do(s)
substrato(s), aumento da concentracdo do(s) produto(s) (WANG, 2008) ou através da
inibicdo dos sitios ativos da enzima por inibidores enzimaticos especificos (MARQUES;
YAMANAKA, 2008) sdo os mais comuns.

Visando entdo uma melhor detec¢do da enzima FAL para o diagnéstico de algumas
patologias clinicas, os biossensores se mostram uma boa opc¢do. A modificacdo da superficie
do eletrodo com filme polimérico funcional torna-se necessdria para a imobiliza¢do
enzimadtica. Desta forma, obtendo resultados rapidos, confidveis, um custo menor do que os
exames médicos laboratoriais, além da facil interpretacdo ndo necessitando de uma mao de
obra especializada. Através desse mesmo sistema, o biossensor pode ser utilizado para a

deteccdes ambientais, de pesticidas organofosforados.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Polimeros condutores e nido condutores

A utilizagdo de polimeros formados eletroquimicamente, € que contenham grupos
funcionais especificos auxiliam em uma das etapas mais importantes na preparagdo do
biossensor: a imobilizacio do composto bioldgico de interesse. Além de possuirem
caracteristicas de interesse, como a protecdo do eletrodo contra a adsor¢do de analitos
inespecificos, estabilidade ao ar e em solugdes aquosas, também apresentam facilidade no
controle de formacao do filme, em espessura e quantidade.

Desde a descoberta dos polimeros condutores (SHIRAKAW et al., 1977), sua
caracterizacdo e aplicacoes em biossensores tém sido estudadas. Estes sdo caracterizados
pelas ligagdes m entre os carbonos conjugados sobre toda a cadeia polimérica e possuem as
mesmas propriedades mecanicas que os polimeros convencionais, aliados as propriedades
elétricas como condutividade, alta afinidade eletronica e atividade redox (AYDEMIR;
MALMSTROM; TRAVAS-SEJDIC, 2016).

Polimeros nao-condutores produzidos por eletropolimerizagdo possuem crescimento
auto-limitado e formam um filme polimérico ainda mais fino do que os filmes poliméricos

condutores. Devido a essa caracteristica, possuem um tempo de resposta rapida ja que os
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substratos e produtos difundem facilmente (FRANCO, 2007). Apresentam ainda,
seletividade, alta reprodutibilidade e alta permeabilidade, podendo se aproveitar dos grupos
funcionais presentes para ligagcdes covalentes com materiais de interesse.

A formacao destes polimeros na superficie dos transdutores ¢ realizada pela sintese
eletroquimica-quimica-eletroquimica (ECE), este mecanismo consiste em uma reacdo
quimica de polimerizagdo na solugdo do eletrolito suporte, entre duas reagdes de
transferéncia de elétrons (RIBEIRO et al., 2016). Para a eletropolimerizacdo pode ser
utilizada a técnica de Voltametria Ciclica (VC), (ALVES et al., 2016) a qual permite obter
informagao sobre o comportamento redox da reagdo e sem a necessidade de iniciadores para

a formagao do polimero.

2.2 Biossensores

Desde a criagdo do primeiro biossensor para deteccdo de glicose, o
desenvolvimento de novos dispositivos vém sendo estudados, devido as suas caracteristicas
vantajosas comparados com as analises tradicionais laboratoriais. Os biossensores sdo
seletivos, especificos, com resultados rapidos, sdo métodos baratos, além de nao
necessitarem de uma mao de obra especializada (ALVES, 2014.).

Para obter a melhor eficiéncia na aplicacio do biossensor, varios parametros
devem ser analisados durante a formagao do polimero, e este deve ser caracterizado. Dentre
os materiais mais comumente utilizados como transdutores estdo o ouro (GIMENEZ-
GOMEZ et al., 2016), platina (HUY et al., 2013.) e carbono grafite (FRANCO, et al., 2008).
Mais recentemente, o uso de eletrodos de carbono grafite de lapiseira (ECGL) também tem
sido descrito (IZADI et al., 2016; ENSAFI; KHODDAMI; REZAEI, 2017).

Os ECGL apresentam grandes vantagens, possuem baixo custo, € sdo encontrados
facilmente em todos os lugares. Oferecem superficies que podem ser facilmente
manipuladas, e entdo renovadas com um polimento simples e rapido. Muitas vezes nao
necessitam de um pré-tratamento, apresentando respostas eletroquimicas comparaveis aos
eletrodos de grafite comercial, e algumas vezes até melhores, oferecendo melhor
possibilidade de miniaturizagdo (TORRINHA et al.; 2018).

Os biossensores também sdo classificados quanto ao tipo de molécula biologica
utilizada, podendo ser enzimas (ZHANG et al., 2018), anticorpos (POHANKA, 2018),
células eucaridticas e procarioticas (WEN et al., 2014), e acidos nucléicos (ALVES et al.,

2016).
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2.3 Biossensor enzimatico

Exceto por um pequeno grupo de RNAs com atividade catalitica, todas as enzimas
sdo proteinas. Sdo essenciais em nosso organismo, sendo responsaveis por catalisar reacdes
quimicas que sdo essenciais para a manutencdo da vida. O que caracteriza as enzimas € sua
alta seletividade na conversao de um substrato em produto (NELSON; COX, 2014), o que as
tornam uma importante ferramenta para os biossensores a fim de detectar analitos com
especificidade.

Como em todos os biossensores, a imobilizagdo da enzima sobre o transdutor é um
passo crucial. E necessario que durante essa etapa a enzima seja imobilizada, mas sem perda
da atividade biologica. Diversos estudos apresentam os polimeros como uma importante
ferramenta para auxiliar neste processo de desenvolvimento dos biossensores.

Sao relatadas quatro técnicas para a imobilizacdo da biomolécula: adsorgao fisica
(JE,DRYCHOWSKA et al., 2015), ligacdo covalente (SOYLEMEZ et al., 2013), reticulacao
(HERVAS PEREZ; LOPEZ-RUIZ; LOPEZ-CABARCOS, 2016) e aprisionamento (CHU et
al., 2012).

A escolha de mondmeros que podem apresentar grupos funcionais presentes na
malha polimérica permite a possibilidade da imobiliza¢do de biomoléculas através de fortes
e irreversiveis ligagdes covalentes ou através de reticulagdo, caso haja um agente bifuncional
disponivel, o que torna o sistema mais confiavel para diversas aplica¢des. A adsor¢ado fisica
apresenta desvantagens devido ao fato das adsor¢des poderem ser reversiveis, diminuindo e
dificultando a reprodutibilidade. O aprisionamento também apresenta grandes desvantagens,
pois, como ¢ feito a imobilizacdo de biomoléculas junto com a polimerizagdo, a garantia dos

sitios ativos estarem indisponiveis aumenta consideravelmente.

2.4 Eletropolimerizaciao

O conhecimento da biomolécula desejada ¢ o ponto chave para a escolha do
mondmero a ser polimerizado sobre o transdutor. Mondmeros com anel aromatico ligado a
um grupamento carboxilico ja foram relatados como uma boa escolha para a polimerizagao,
servindo como um material funcionalizado para a ligagdo com os grupamentos amino de

enzimas (SOYLEMEZ et al., 2013).
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Através da técnica de VC, a formacdo eletroquimica do polimero derivado do 4cido
4-hidroxibenzoéico (4-AHB), utilizando 4cido perclérico como eletrdlito suporte, foi descrita

em eletrodos de carbono grafite comerciais (FERREIRA, et al., 2011).

2.5 Fosfatase Alcalina

Ectonucleotidases sdo enzimas responsdveis por hidrolisar nucleotideos
extracelulares, sendo divididas em quatro familias: ENTPDase (ecto-nucleosideo trifosfato
difosfoidrolase); E-NPP (ecto-nucleotideo pirofosfatase/ fosfodiesterase); fosfatases
alcalinas; e ecto-5’-nucleotidase. Apresentam-se ancoradas a membrana plasmdtica das
células com o sitio ativo exposto para o meio extracelular e também na forma solivel, com
atividade em pH alcalino (FURSTENAU, 2010).

As FAL podem hidrolisar diversos compostos que contenham fosfato, dentre eles,
fosfatos de glicose, pirofosfato inorganico (PPi), polifosfatos inorganicos, fosfatidatos e p-
nitrofenil fosfato. Podem ainda, ser divididas em dois grupos: fosfatase alcalina ndo
especifica tecidular e fosfatase alcalina especificas do tecido. Sendo que as fosfatases
alcalinas do tecido se dividem entre fosfatase alcalina placentdria, fosfatase alcalina
intestinal, e fosfatase alcalina de células germinativas (RASHIDA; IQBAL, 2015).

Como a FAL estd presente nos dutos biliares do figado e nos tecidos dsseos em
maior concentra¢do, hd um acimulo da enzima, que € liberada na corrente sanguinea quando
alguma irregularidade ocorre nesses 6rgdos. Sendo assim, um indicio de patologias como a
colestase (ARAUJO et al., 2001), doenca de Paget (CUNDY; REID, 2012), tumores 6sseos
(AYDEMIR et al.,, 2012), hiperparatireoidismo (EMAM et al., 2012), osteomacia e
raquitismo (NAGATA et al., 2011). Associadas aos altos niveis de alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) sdo indicativos de danos hepaticos (DEIRDRE,
2015). Assim, a detecc@o dos niveis de FAL torna-se uma alternativa para o diagndstico de
alteracoes hepdticas, intestinais e dsseas.

Atualmente a enzima FAL é detectada em ensaios colorimétricos e fluorométricos
em exames de sangue de rotina utilizando um substrato comum, p-nitrofenil fosfato (pNPP),
que € catalisado em presenca de dgua em p-nitrofenol e dcido fosférico. Como gera um
fenéxido, produz uma coloragdo amarelada que pode ser detectada a 405 nm
espectrofotometricamente. O ELISA também pode ser utilizado, método em que anticorpos
secunddrios interagem com a enzima para a detec¢ao em imunoensaios.

E relatada a imobilizacdo da FAL por reticulacio e deteccio de cafeina em eletrodos
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de ouro (AKYILMAZ; TUREMIS, 2010), e por ligacio covalente em um biossensor
condutimétrico para a determinacdo de fosfatos em solugdes aquosas (UPADHYAY;
VERMA, 2015). Assim, estes trabalhos demonstram a possibilidade da imobilizacdo da

enzima de diferentes formas, sem a perda de atividade catalitica.

2.6 Pesticidas organofosforados

Para manter a alta produ¢do na agricultura, pesticidas sio amplamente utilizados para
o combate a pragas que danificam as plantas. Grande parte dos pesticidas sdo tdxicos,
podendo levar a graves doengas caso haja contato com o produto. Observa-se que apesar da
grande utilidade para a agricultura, eles tornam-se poluentes, sendo encontrados no solo e
dgua (SILVA, 2011).

Por apresentar uma degradacdo mais rdpida, e menores efeitos ao meio ambiente,
pesticidas organofosforados passaram a substituir a primeira classe de pesticidas descoberta:
os organoclorados. Os organofosforados sdo capazes de inibir a enzima acetilcolinesterase,
que € responsavel por hidrolisar a acetilcolina. A acetilcolina € essencial para os impulsos
nervosos. Através da inibicdo da acetilcolinesterase, ocorre a paralisia e morte de insetos
(BARBOZA et al., 2018).

Devido a capacidade de lixiviacdo desses compostos e os efeitos toxicos em
organismos aquaticos € humanos, a deteccdo desses compostos mostra-se importante.
Utilizando a enzima acetilcolinesterase, um biossensor enzimdatico amperométrico foi
desenvolvido utilizando eletrodos de grafite HB, para a deteccdo desses compostos
(WILKINS et al.; 2000). Basedo na especificidades da enzima FAL para composto
organofosforados, esta € uma alternativa a esses sistemas para um novo biossensor

enzimatico.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho consiste em utilizar eletrodos de trabalho modificados com

polimeros derivados de acido 4-hidréxibenzdico que apresentam grupos funcionais para a
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imobilizacdo da fosfatase alcalina, na intencdo de utilizd-la para detectar pesticidas

organofosforados.

3.2 Objetivos especificos

- Modificar eletrodos de carbono grafite com os polimeros derivados do 4cido 4-
hidroxibenzdico;

- Caracterizar o polimero através de experimentos -eletroquimicos, morfoldgicos e
espectroscopicos;

- Estudar as melhores condi¢des de eletropolimerizacdo, como: concentracio do mondmero
e do eletrdlito suporte, nimero de varreduras, pH;

- Ativar os eletrodos modificados com poli(dcido 4-hidroxibenzéico) com EDC/NHS para a
imobilizacdo da fosfatase alcalina;

- Estudar as melhores condi¢des de imobilizacdo da fosfatase alcalina e detectar o produto

da catalise enzimatica.

4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos eletroquimicos foram realizados no Laboratério de Eletroquimica
Aplicada a Biotecnologia e Engenharia de Alimentos (LEABE), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), Campus Patos de Minas. A Espectroscopia de Infravermelho foi
realizada no Laboratorio de Quimiometria do Triangulo (LQT) da UFU no Campus em
Uberlandia, e as Microscopias Eletronicas de Varredura (MEV) foram feitas no Laboratério
Multiusudrio do Instituto de Quimica da UFU no Campus em Uberlandia. Todas solugdes
foram preparadas com 4agua deionizada pelo sistema de osmose reversa modelo 0550LX-

Gehaka e utilizando-se reagentes analiticos de alta pureza.

4.1 Montagem da célula eletroquimica

Para a realizacdo dos experimentos eletroquimicos foi utilizado o

potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT204, da Metrohm, com o software NOVA
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2.0.2, também da Metrohm. Foi utilizada uma célula eletroquimica de compartimento tnico,
contendo trés eletrodos: como eletrodo de referéncia o eletrodo de prata, cloreto de prata,
cloreto de potdssio 3M (Ag/AgCl/ KC1 3M), como eletrodo auxiliar o eletrodo de platina e
como eletrodo de trabalho, o eletrodo de carbono grafite de lapiseira 0,9mm, de dureza HB
da marca Pentel®, super Hi-Polyme 505C, juntamente com outras diferentes marcas para

testes eletroquimicos preliminares.

Figura 1 - Esquema da célula eletroquimica onde os experimentos foram realizados utilizando (A) eletrodo
auxiliar de platina; (B) eletrodo de trabalho de ECGL; (C) eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KC1 3,0M) e;

(D) solugdo de medida.
A

Fonte: Prépria (2018)

4.2 Limpeza dos eletrodos de grafite

Os ECGL foram wusados nos estudos de polimerizagio do mondmero,
caracterizado pelas técnicas de VC, Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) e
MEV.

Por se tratarem de eletrodos de grafite comuns, € feito em sua superficie, um
banho de cera que recobre os poros, dando um aspecto mais liso a superficie (TORRINHA
et al.; 2018), o que facilita o0 mecanismo de eje¢cdo na lapiseira. Para retirar essa cera que €
isolante, os ECGL foram polidos com lixa d’agua, numero 400, lavados com &gua
deionizada e levados ao banho de ultrassom por 10 minutos para remover os residuos que
possam ter ficado na superficie apdés o polimento. Visando aumentar a sensibilidade e
estabilidade ao longo dos experimentos (NEZHADALI; MEHRI; SHADMEHRI, 2018), os
ECGL ap6s o polimento foram pré-tratados aplicando-se um potencial de -1,5V em 0,5M de

acido sulfurico (HoSO,4) a O,lV.s'1 por 100 segundos.
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4.3 Preparo das solucoes

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizadas solucdes aquosas de H,SOy4
0,5M, solugdes de ferricianeto de potdssio (K3;Fe(CN)g) 5,0mM em meio de cloreto de
potassio (KCI) 0,5M, solugdes de cloreto de hexaaminoruténio II (Ru(NH3)6Cl3) 5,0mM em
meio de KCI 0,5M, solugdes de KCl 0,5M, solucdes de acido 4-hidroxibenzdico (4-AHB)
5,0mM em &cido perclérico (HC1O4) 0,5M, solugdes com HCIO4 0,5M, solugdes de tampao
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) 0,1M pH 9,0; solucdes de 4-nitrofenilfosfato 1,0mM
em tampao TRIS, solu¢des de 1-etil-3dimetilaminopropil)corbodiimida (EDC) 0,05M e de
N-hidroxisuccinimida (NHS) 0,016M, em tampao de 2-(N-morfolino)acido etanossulfénico
(MES) 0,1M pH 4,5. Nos experimentos de otimiza¢do algumas destas concentragdes foram
alteradas.

A solugdo de enzima fosfatase alcalina foi preparada seguindo-se a sugestdo
informada pelo fabricante. Informagdes da enzima: Fosfatase alcalina de mucosa intestinal
bovina — BioUltra, tamponada em solucdo aquosa de glicerol, > 6500 DEA unidades/mg
proteina, Sigma-Aldrich — frasco de 10kU — 20,0mg/mL — 7024U/mg — 0,07mL. A enzima
no frasco original foi diluida com 3,0mL de tampao TRIS, pH 9,0 contendo 20,0mM de
cloreto de magnésio até uma concentracdo final de 3,278U.uL", e esta foi chamada de

solucgdo estoque e armazenada em congelador a -12°C até sua utilizagdo.

4.4 Modificacdo dos EGCL com 4-AHB

Ap0s os eletrodos de grafite serem polidos e passarem pelo H,SO4, 1cm de superficie
(drea geométrica de 0,289cm?) foi modificado com o filme polimérico. Foram realizadas VC
em solu¢do de K;3Fe(CN)s em KCl e em solugdo de Ru(NH3)sCls em KCI, e todas as
respostas nestas solugdes foram comparadas, a fim de obter um padrio de todos os eletrodos
a serem modificados. Para comprovar a limpeza dos eletrodos, do eletrdlito suporte e da
célula eletroquimica, foram realizadas VC em HCIO4 antes da modificacdo da superficie dos
eletrodos com o polimero. Através de VC foi formado o polimero derivado do mondmero 4-
AHB.

Com o poli(4-AHB) sobre a superficie dos eletrodos, eles foram novamente
avaliados em solucdes de HCIO4, K3Fe(CN)s e Ru(NH3)6Cls. As respostas nessas solucdes

foram analisadas, pois caracterizavam o filme formado. Assim, a fim de obter as melhores
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condi¢des de formacdo do polimero, os estudos de concentragio do mondmero,

concentracdo do eletrélito suporte e nimero de varreduras de potencial foram realizados.

4.5 Caracterizacao espectroscopica e morfolégica

O material polimérico foi caracterizado morfologicamente através de MEV. Foi
utilizado um microscépio VEGA3 da TESCAN, magnificacdes de 100 e 5000 vezes, com
cobertura de ouro, e tensao de aceleragao de 5kV.

O material formado no eletrodo foi extraido com acetonitrila em banho de ultrassom
por 1 hora. O solvente foi removido por decantag¢do. O sélido foi colocado em placa de Petri
e o solvente residual foi evaporado a temperatura ambiente. Polimero extraido e mondmero
puro foram analisados por Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier

(FT-IR) utilizando um modelo Spectrum 2 FT-IR da Perkim-Elmer.

4.6 Imobilizaciao da fosfatase alcalina

Visando a miniaturizacdo do eletrodo e possibilidade de gotejamento de material
bioldgico sobre a superficie dos eletrodos com eficiéncia, dois sistemas de montagem do
eletrodo foram avaliados, um utilizando resina Araldite® e outro utilizando base comercial
para unhas (esmalte). Desta forma foi estudada diferentes formas de utilizagdo do ECGL. O
esquema abaixo ilustra a montagem de um tubo de vidro capilar em torno do grafite de

modo a utilizarmos somente a area circular de uma das extremidades do eletrodo.

Figura 2 - Esquema de montagem do ECGL resinado: (A) tubo de vidro; (B) tubo de vidro com grafite
passando pelo capilar e deixando as duas extremidades livres; (C) acoplamento de um segmento de ponteira de
micropipeta; (D) utilizacdo de resina Araldite® 90 minutos; (E) limpeza mecénica através de lixas d’agua
granulometria 400 e (F) visdo superior do eletrodo contendo somente a resina em volta de uma das
extremidades do eletrodo de grafite. A direita, uma fotografia de como o esquema ficou ao final da preparacdo.

Fonte: Prépria (2018)
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Como pode ser visto neste esquema, os ECGL foram montados de modo que
somente a superficie circular de 0,9mm de didmetro, drea geométrica de 6,?)6)(10'3cm2
estivesse disponivel para entrar em contato com as solugdes. Para garantir similaridade nas
respostas eletroquimicas, foram utilizadas solucdes padrao de K;Fe(CN)g e, medidas de VC
foram comparados os eletrodos de areas cilindricas (ECGL) e circulares utilizando resina
(ECGLY).

Outro sistema montado foi utilizando ECGL sem a necessidade de um tubo de vidro,
porém com a utilizacdo de um esmalte de unhas. Esmaltes para unhas ndo sdo novidades e ja
foram muito aplicados na preparacao eletrodos de grafite (PRADELA-FILHO et al., 2017) e
de ouro (WANG; PAMIDI, 1997) para isolamento de area. Se funcional, € extremamente
vantajoso, pois facilita a montagem do sistema eliminando a utilizagdo de tubos de vidro e
resinas com cura de 90 minutos. Ainda € possivel utilizar esmaltes de secagem rapida e
reutilizar o eletrodo para outros experimentos apos limpeza mecanica. Simplesmente os
eletrodos foram imersos no frasco contendo o esmalte, removidos e deixados secar a
temperatura ambiente (25°C) por 10 minutos. Apds esse tempo, apenas a superficie de uma
das extremidades foram polidas assim como feito na se¢do 4.2, obtendo assim os eletros
esmaltados (ECGLe).

Assim, as melhores condi¢des de formagdo do filme polimérico estudadas foram
avaliadas nos ECGLr e ECGLe. A partir da caracterizacdo do filme polimérico, sabendo-se
da presenca dos grupos funcionais de 4cidos carboxilicos livres em sua estrutura, estes
foram ativados por imersdo em solug¢do contendo EDC/NHS por 1 hora. Apds esse tempo,
sobre os eletrodos foi imobilizada a enzima FAL a partir da solucao estoque 1,4uL (4,6 U)
por gotejamento por 30 minutos. Apds lavagem em tampdo TRIS o biossensor estava pronto

para uso. Um esquema deste sistema pode ser visto na figura 3.

Figura 3 - Esquema de montagem e funcionamento do biossensor.

4-nitrofenilfosfato

.0 EDC .0 \ Fosfatase 0

C —_ . C
~OH ~O—N alcalina
MNHS

4d-nitrofenol

Fonte: Prépria (2018)



21

4.7 Utilizacao do sensor para a deteccao de 4-nitrofenil fosfato

O sensor construido com polimero/enzima foi utilizado para identificacio do 4-
nitrofenil fosfato. O sensor contendo eletrodo/polimero/enzima catalisa o substrato 4-
nitrofenil fosfato em 4-nitrofenol, e este é detectado eletroquimicamente por Voltametria de
Pulso Diferencial (VPD). A resposta eletroquimica na auséncia da enzima também foi
analisada, a fim de comparar o perfil eletroquimico da linha de base (sem enzima) e

diferenciar das andlises (detecc@o do biossensor).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Padrao de eletrodos

Os estudos foram iniciados com a comprovacdo da eficiéncia eletroquimica do
eletrodo de trabalho de carbono grafite de lapiseira. O processo de polimerizacdo depende
além da funcionalidade do eletrodo, da possibilidade de utilizd-lo nas faixas de potenciais
comuns nesse tipo de estudo eletroquimico. Os primeiros estudos (Figura 4) além de
mostrarem que € possivel sua utilizagdo ainda pode fornecer informacdes importantes acerca

da solugdo de trabalho.
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Figura 4 — Voltamogramas ciclicos de solugdes: (A) KC1 0,5M; (B) K;Fe(CN)g 5,0mM contendo KCI 0,5M;
(C) HC10,40,5M, em ECGL Pentel 0,9 mm de didmetro, dureza HB

0,24

nA
o o
o N
oo (o))

Corrente /
o
(e»)
o

o
o
[°]

=
“A
o

01 02 03 04 05

0,0 _
Potencial / V
3000 g ipa/ipg ~ 1.0
200
<§ 100
~~
© 0
C -
S 100
= 200
o
O 300 AE <85 mV
—
-400 - - - - -
00 01 02 03 04 05
Potencial / V
250
C
200t
<
150}
Qo
= 100}
o
5 50+t
@) ol —
_50 L I I L L L )
00 02 04 06 08 10 12 14
Potencial / V

Fonte: Prépria (2018)



23

Um dos estudos mais comuns para comprovar a eficiéncia e condicionamento do
eletrodo de trabalho é a VC utilizando o composto KizFe(CN)s ou K4Fe(CN)s. O perfil
eletroquimico € utilizado como parametro de qualidade em varios estudos. Antes disso, na
Figura 4A, pode-se observar um voltamograma ciclico em solu¢do contendo apenas o
eletrdlito suporte KCI. A mesma faixa de potencial utilizada para esta solucdo serd utilizada
para o K3;Fe(CN)g. Observa-se a auséncia de resposta faradaica na regido de interesse, o que
mostra inicialmente que ndo hd a presenca de interferentes tanto no KCl, quanto na dgua
utilizada como solvente tanto na superficie do préprio eletrodo. O perfil voltamétrico
classico € observado na figura 4B para o K;Fe(CN)¢. De acordo com a equacdo de Nernst, o
minimo de diferenca de potencial a ser observado, em um sistema reversivel com
transferéncia de 1 elétron, € de cerca de 59mV. Valores proximos sdo indicativos que o
eletrodo apresenta superficie limpa, permitindo que a reversibilidade do par redox Fe®*/Fe™
seja observada. Desta maneira considera-se o eletrodo eficiente para o trabalho, assim como
a razao entre o pico de corrente anddico com o pico de corrente catédico préximo do valor
unitario. Como a concentragdo do analito € diretamente proporcional ao valor de corrente, o
valor unitdrio indica que todo material que foi reduzido inicialmente foi oxidado na
varredura inversa. Caso isso ndo ocorra, alguma adsor¢do ou instabilidade do analito ou
alguma reacdo quimica do produto formado pode estar acontecendo na superficie do
eletrodo. Como o comportamento do K3Fe(CN)g € padrdo nestas condi¢des, apenas se a
superficie do eletrodo nao estiver com bom condicionamento € que a diferenca serd maior. A
figura 4C apresenta o voltamograma ciclico na faixa de potencial de polimerizacdo do 4cido
4-hidréxibenzdico em solugdo contendo apenas o eletrdlito suporte. Como pode ser visto,
assim como na figura 1A, ndo hd nenhuma resposta faradaica na regido de interesse o que
mostra além do HCIO4 e da 4gua estarem sem contaminantes, que o eletrodo também pode
ser utilizado. A figura 5 apresenta o comportamento do eletrodo de trabalho utilizando-se

EIE.
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Figura 5 - Diagrama de Nyquist para EIE de K;Fe(CN)s 5,0mM + KCl1 0,5M. E = +0,250V, AE = 10,0mV,
faixa de frequéncia de 10° a 10> Hz, sobre eletrodo de trabalho limpo. O simbolo quadrado representa os dados
experimentais e a linha representa a simulagao a partir do circuito equivalente de Randles proposto no inset.
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Fonte: Prépria (2018)

E esperado, para esse sistema a presenca de um pequeno semi-circulo nas regides de
alta frequéncia seguido de um comportamento linear com uma inclinagdo préoxima a 45° na
regido de baixa frequéncia. Como em todo sistema onde hd uma interface de um eletrodo
s6lido em contato com uma solu¢do liquida, hd uma pequena contribuicdo do Rs (resisténcia
da solug¢do) no valor simulado de 13,3Q2. Este € um 6timo valor considereando-se que
eletrodos de carbono grafite comerciais apresentam respostas na faixa de 4 — 10Q2. Em
frequéncias mais baixas o semi-circulo indica a presenca de uma resisténcia a transferéncia
de carga (Rct) e uma capacitancia (Cdl). Como o nome propriamente diz, o elemento Rct
refere-se a resisténcia na transferéncia de carga entre o analito e o eletrodo. Quanto menor a
resisténcia, menor € o impedimento no processo redox indicando um eletrodo com superficie
mais condutora e um analito com processo difusional rapido. O valor de Rct = 46,0€2 mostra
baixa resisténcia, aceitdvel por ser um eletrodo ndo convencional. O elemento Cdl (6,68

1 .0,88
.S

) representa a capacitancia referente a existéncia da dupla camada elétrica presente nos
sistemas eletroquimicos. Em baixas frequéncias, o sistema € governado pelo transporte de
massa (parte linear do grafico) representada pelo elemento resistivo de Warburg (Zw =
3,48mQ.s™). Para nossos objetivos, o valor de Rct é mais do que o suficiente para
definirmos a qualidade dos sistemas em relacdo a eficiéncia do eletrodo e avaliarmos as

alteracdes frente a uma possivel modificacdo com um material polimérico.
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5.2 Escolha do eletrodo de trabalho

Wang (WANG; KAWDE; SAHLIN, 2000) publicou um trabalho onde mostra a
importancia de utilizar carbonos grafites de lapiseira como eletrodos. Dentre os mais
diversos tipos de material em relacdo a dureza, foi determinado que a dureza HB apresentou
os melhores resultados. Desta maneira, neste trabalho, para utilizacdo do melhor grafite para
os experimentos eletroquimicos, foram testadas 10 marcas diferentes encontradas no
mercado nacional, todas com dureza HB. Para tal, a andlise das diferencas de potencial e
razdo de pico de corrente anddico e catddico em solugdo de ferricianeto de potdssio foi
utilizado juntamente com a andlise dos valores de Rct obtidos através dos experimentos de
EIE. Além disso, o perfil voltamétrico em 4cido perclérico, necessario para os processos de
polimerizacdo foram feitos para avaliar a possivel presenga de contaminantes nos eletrodos
(lembrando obviamente que todos sdo fabricados com o intuito da escrita e nido de
experimentos quimicos). Observou-se também a presenca ou auséncia de comportamento
faradaico em solucdo de hidréxido de sdédio pela possibilidade de trabalharmos em
ambientes bésicos (como € o caso da enzima fosfatase alcalina) como também em tampao
fosfato salino pH 7,4 (por ser o tampdo mais utilizado em eletroquimica em sistemas

similares ao biolégico). Os dados estao presentes na tabela 1 abaixo.
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Tabela 1 - Respostas eletroquimicas de 10 diferentes marcas de carbono grafite de lapiseira (B1 a B10).
Potenciais de pico e correntes de pico foram obtidas em K;Fe(CN)g 5,0mM + KClI 0,5M através de VC entre
+0,5 € 0,0V, v = 100mV.s"'. EIE foi realizada na mesma solug¢do, E = 40,250V, AE = 10,0mV, faixa de
frequéncia de 10° 2 10° Hz. Solugdes aquosas contendo HC1O, 0,5M, NaOH 0,5M e PBS, pH 7,4, 0,1M foram
utilizadas e voltamogramas ciclicos foram realizados na faixa de potencial de +0,0 a +1,0V, v = 50mV.s'. A=
auséncia de resposta faradaica, P = presenca de resposta faradaica.

Marcas AE i./ic R (2) HCl0,4 NaOH PBS
Bl 85 1,03 46,00 A A A
B2 95 1,04 69,35 A A A
B3 100 1,03 37,21 P A A
B4 88 1,04 61,82 P A P
B5 83 1,07 21,72 P A A
B6 110 1,02 95,83 P P P
B7 88 1,02 129,29 P P P
B8 73 1,03 19,29 P A P
B9 106 1,01 49,26 P A P

B10 93 1,09 80,86 P A P

Fonte: Prépria (2018)

Todas as marcas apresentaram excelente razao entre os picos de corrente. Trés marcas
(B3, B6 ¢ BY) apresentaram os piores valores de AE o que ja os descartacam previamente.
Os menores valores de AE e mais baixos valores de Rct foram obtido pela marca BS.
Apenas duas marcas analisadas que nao foram descartadas inicialmente apresentam auséncia
de resposta faradaica indesejada nas solu¢des do acido, da base e do tampao (B1 e B2). As
outras marcas provavelmente devido a manufatura dos materiais, apresentam contaminantes
eletroquimicamente ativos na superficie do carbono que podem diminuir a seletividade e a
sensibilidade do sensor, de modo especial as marcas B4, B7, B8, B9 e B10. Assim, das trés
marcas restantes (B1, B2 e BS), a marca B5 apresentou excelentes resultados mas a presenca
de resposta faradaica na soluc@o de dcido percldrico sugeriu a presenca de contaminacao.
Nao houve restricdes ao uso da marca B2 e esta pdde muito bem ser utilizada. Entretanto,
devido ao seu baixo AE, excelente relacdo de corrente de pico, baixo Rct, auséncia de
resposta eletroquimica em todas as solug¢des (dcido, base e tampao) juntamente pelo fato de
ser uma marca conhecida na literatura (WANG; KAWDE; SAHLIN, 2000), marca Bl
(Pentel, super Hi-Polymer 505C) foi escolhida para os experimentos eletroquimicos

subsequentes.
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5.3 Eletropolimerizacao do acido 4-hidroxibenzoico

Com o conhecimento da efetividade deste tipo de eletrodo, € com a padronizagcdo nas
solucdes contendo KCI, K3Fe(CN)g e HCIO4, o processo de polimerizagdo do mondmero 4-
AHB foi iniciado. Na figura 6 estd apresentado o voltamograma ciclico referente a primeira

varredura do mondmero em meio acido.

Figura 6 - Voltamograma ciclico de HC10, 0,5M contendo 4-AHB 2,5mM, 50mV.s " sobre ECGL.
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Fonte: Prépria (2018)

Observou-se o surgimento de um pico de oxidacdo em + 1,14V referente a remocao
de um elétron do dtomo de oxigénio do grupo fenol para a formacdo de um cétion-radical.
No voltamograma reverso ndo ha um pico de reducdo nessa faixa de potencial, o que indica
que uma oxidacdo irreversivel ocorreu. Isto era esperado porque o cétion-radical é um
intermedidrio muito instdvel e passivel de reagir quimicamente com outra estrutura em
solu¢do. No processo reverso, surgiu em potenciais menores dois picos de redu¢do. Um
pequeno pico em +0,64V e outro mais evidente em +0,40V. Provavelmente esses picos estao
relacionados a reducdo dos possiveis oligdmeros formados no acoplamento dos cétions-
radicais formados, visto que tais picos ndo surgem se o potencial de +1,14V ndo for
atingido. A figura 7 apresenta 100 ciclos sucessivos de varreduras de potenciais nestas

mesmas condigdes.
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Figura 7 - Voltamogramas ciclicos de HCIO4 0,5M contendo 4-AHB 2,5mM, SOmV.S'l, 100 ciclos sobre
ECGL
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Fonte: Prépria (2018)

O perfil voltamétrico € consistente com um processo de eletropolimerizagdo.
Inicialmente houve a diminui¢cdo do pico de oxidagcdo de formacgdo de cation-radical. Como
a concentracdo do mondmero ndo foi alterada, a unica explicagdo € a diminui¢do de area
eletroquimicamente ativa para o processo. Isso s6 pode estar ocorrendo se um material esta
sendo depositado sobre a superficie do eletrodo, neste caso, um polimero. H4,
consequentemente, um aumento nos valores de corrente dos picos de redugdo
concomitantemente com o aumento dos valores de corrente dos picos de oxidagdao
correspondentes, formando pares redox. Um par em +0,5/+0,4V e outro em +0,70/+0,64V.
Com o acoplamento de dois mondmeros formando um dimero hd um aumento no efeito de
ressonadncia na estrutura o que facilita o processo de retirada de elétrons. Desta maneira
explica-se o fato do potencial dos pares redox estarem em potenciais menos anddicos que o
do mondmero. O crescimento nesta regido esta relacionado diretamente com o crescimento
de um material na superficie do eletrodo. Visualmente ndo ha a percepcao de alteracdo do

eletrodo apds os 100 ciclos.
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5.4 Caracterizacao eletroquimica do poli(4-AHB)

Com o polimero sobre o ECGL, este pode entdo ser caracterizado, os eletrodos foram
levados novamente a solugdes padrdes para atestar as diferengas com o eletrodo limpo,

como pode ser visto na figura 8.

Figura 8 - Voltamogramas ciclicos de HC10, 0,5M a 50mV.s" sobre: : (a) ECGL e (b) ECGL modificado com
poli(4-AHB) em.
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Fonte: Propria (2018)

E notdvel a diferenca entre o eletrodo limpo e o eletrodo modificado, mostrando que
a polimerizacdo ocorreu sobre a superficie. O pico de oxidagdo referente a0 mondmero nao
estd presente, o que indica que todo o mondmero foi removido na etapa de lavagem. Ha
apenas a presenca dos dois pares redox, exatamente na mesma faixa de potencial presente
durante o processo de eletropolimerizagdo. Foi também avaliado a diferenca em dois pares
redox comuns. Um par anidnico (K3;Fe(CN)g) e outro cationico (Ru(NH3)eCl3), visto na

figura 9.
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Figura 9 — Voltamogramas ciclicos (A) K;Fe(CN)g 5,0mM + KCl1 0,5M; (B) Ru(NH;3)4Cl; 5,0mM + KCl1 0,5M.
v=100mV.s" sobre: (a) ECGL e (b) ECGL modificado com poli(4-AHB).
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Fonte: Propria (2018)

Em ambos os casos, em solu¢des contendo complexos anidonicos e catidnicos houve
um decréscimo nos valores de corrente e um deslocamento para maiores AE. Estas
respostas, além de aumentar a evidéncia de modificacdo do eletrodo com um material
polimérico, ainda sugerem que o material possui caracteristicas passivantes, diminuindo a
transferéncia eletronica entre analito e eletrodo. A principio, era esperado devido ao fato do
material possivelmente apresentar grupamentos &4cido carboxilico em sua composicao,
promovendo uma repulsao eletrostitica entre o anion ferricianeto e o anion carboxilato (pH
da solugdo estd em torno de 7, o que é o suficiente para gerar o anion). Esse fato impediu

uma andlise mais detalhada sobre a passiva¢do do eletrodo, visto que poderia haver uma
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competicdo entre a diminui¢do de transferéncia eletronica e repulsdo eletrostética. Porém, ao
se analisar os voltamogramas com o complexo de ruténio, foi também possivel observar
uma diminui¢do nos valores de corrente. Neste caso, como o complexo € catidnico, haveria
uma atracao eletrostatica com o polimero e possivel aumento nos valores de corrente, o que
nao ocorreu. Desta forma, pode-se indicar que o polimero apresenta caracteristicas
passivantes. Mesmo assim, a diminui¢do dos valores de corrente em solu¢do com o
complexo de ruténio nao foi tdo evidente quanto na solucdo contendo o complexo de ferro, o
que também indicou a possibilidade da presenca de grupamentos dcido carboxilicos na
malha polimérica. Uma anélise da resisténcia a transferéncia de carga foi feita através de

medidas de EIE, como mostrado na figura 10.

Figura 10 - Diagrama de Nyquist para EIE em K;Fe(CN)q 5,0mM + KCI 0,5M. E = 40,250V, AE = 10,0mV,
faixa de frequéncia de 10° a 10* Hz sobre: (a) ECGL e (b) ECGL modificado com poli(4-AHB). O simbolo
quadrado representa os dados experimentais e a linha representa a simulag@o a partir do circuito equivalente
proposto no inset.
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Fonte: Prépria (2018)

A curva em (a) representando o ECGL sem modificacdo é a mesma apresentada na
figura 5 que ficou, em escala, quase imperceptivel ao se comparar com o eletrodo
modificado (b). Fica claro pelo aumento na circunferéncia do semi-circulo que ha uma
enorme diferenga no eletrodo provocado pela presenca do material polimérico. Com o
circuito proposto, ndo hd a regido de transferéncia de massa, por isso a auséncia do
componente Rw (Warburg). Aparecem dois componentes RQ em série, o que € justificado

exatamente pela presenca de um material na superficie. O valor de Rtc subiu de 46,02 para
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197Q mostrando a diminui¢do na cinética de transferéncia eletronica entre a espécie em
solugdo e o eletrodo. A segunda resisténcia chamada de Rct2 (10,1kQ) refere-se a resisténcia
no transporte i6nico da cadeia polimérica devido a processos de carga e descarga. O valor
alto € compativel com um material altamente resistente a esta transferéncia, o que o
classifica como ndo-condutor. Apesar dos outros termos terem valores caracteristicos, a
andlise pela variacdo de resisténcia ja € suficiente para comprovar a modificagdo dos

eletrodos e sugerir comportamento ndo-condutor.

5.5 Caracterizacio morfolégica do poli(4-AHB)

Buscando corroborar esses estudos, os eletrodos foram analisados pela técnica de

MEV. As micrografias podem ser observadas na figura 11.

Figura 11 - Micrografias obtidas por MEV para (A e B) ECGL e (C e D) ECGL modificado com poli(4-AHB).
Ampliacdo de 100x para A e C e de 5000x para B e D.
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Fonte: Prépria (2018)
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Na figura 11, a ampliacdo de 100x estd aqui apresentada propositalmente para mostrar
em termos visuais a diferenca entre o eletrodo de grafite limpo e o modificado que ndo é
possivel de ser vista em eletrodos planares. A figura 11A mostra o ECGL limpo. As
ranhuras verticais sdo resultado do processo mecanico de polimento para remoc¢do dos
possiveis Oxidos passivantes da superficie do eletrodo originalmente adquirido. A figura
11C apresenta uma regido em que a parte escura é o eletrodo limpo e a parte clara € o
eletrodo modificado. E possivel observar microscopicamente um desnivel na modificacio
mesmo colocando o eletrodo da forma mais linear possivel na célula. A Figura 11B
apresenta o eletrodo limpo numa ampliagdo de 5000x. E possivel de se ver novamente o
perfil de ranhuras verticais devido a limpeza e o aspecto mais amorfo do grafite. Na figura
11D € possivel, assim como na figura 11C € possivel visualizar a regido do eletrodo mais
clara, mostrando a modificacdo do eletrodo. A modifica¢do ocorre de forma homogénea por
toda a superficie e ainda com a presenca de algumas sali€ncias como se formassem
“morros” sobre o eletrodo, claramente diferencas de camadas de material polimérico

modificando a superficie.

5.6 Caracterizacio espectroscopica do poli(4-AHB)

A caracterizacdo do material foi feita ainda por FT-IR. Tanto o mondmero quanto o

polimero extraido dos eletrodos de grafite foram analisados na figura 12.

Figura 12 — FT-IR de (a) 4-AHB e (b) poli(4-AHB).
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A pouca quantidade de material obtida foi a responsdvel pelos pequenos sinais de
transmitincia observados na figura 12. Mesmo assim, informacdes importantes podem ser
feitas. A banda mais caracteristica para dcidos carboxilicos apareceu na regido entre 1730 —
1700cm™ relativo ao estiramento C=0 da carboxila. A conjugagdo, assim como é feito para

o 4cido benzoico, moveu a banda para absorcdes em frequéncias menores. A banda

o

(@

aproximadamente 1690cm’™ representou este estiramento. A banda em ~1240cm™
relacionada ao estiramento de C-O e a banda de baixa intensidade a 900cm™ refere-se 2
vibragio fora do plano de O-H. Os dois dubletes em ~1400cm™ e 1600cm™ sdo relacionadas
aos estiramentos de C=C de aromadticos. O polimero extraido apresenta menos bandas,
porém bem caracteristicas. A banda a 1740cm™ referente ao estiramento C=0 persiste,
provando que o grupamento dcido carboxilico estd presente e provavelmente nio participa
do mecanismo da reacdo. A banda a ~1170cm™ foi relacionada ao estiramento C-O-C de aril
éteres, deslocado para maiores frequéncias devido ao aumento no cardter de dupla ligacdo,
que a fortaleceu. Isto prova que a eletropolimerizacdo, como j4 sugerido, se iniciou pelo
atomo de oxigénio do fenol. Esta andlise estd comprovada pela literatura (PAVIA;

LAMPMAN; KRIZ, 2001; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

5.7 Oxidacao do 4-AHB em diferentes pHs

Para dar inicio a uma proposta de mecanismo que possa contemplar o grupo 4cido
carboxilico mantido inalterado e iniciando pelo dtomo de oxigénio do fenol foi realizado
mais um experimento. A solu¢do do mondmero foi preparada em tampao Britton-Robinson
(BR) e o pH foi alterado de 2 a 12. A primeira varredura em cada valor de pH foi registrada

e o grafico de potencial de pico pelo pH foi montado, como visto na figura 13.



35

Figura 13 — Perfil de potencial de pico versus pH obtidos de voltamogramas ciclicos em solucdes de tampao
BR 0,4M contendo 4-AHB 5,0mM, 50mV.s™'. Primeiro ponto, pH 0,5 foi obtido do voltamograma realizado
em HCIO,.
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Fonte: Propria (2018)

Como representado na figura 13, houve um deslocamento de potencial de pico para
valores menos anddicos a medida que o valor de pH aumenta até o pH 9. Isso significa uma
dependéncia com o pH do meio na oxidacdo do mondmero. A partir do pH 9 ndo houve
alteracdo do pH o que resulta numa independéncia com o pH do meio a partir desse valor.

A equacdo linear obtida entre os valores de pH 0,5 e 5 (equacdo 1) e a equacdo linear

obtida entre os valores de pH 9 e 12 (equac@o 2) foram:

Ey(V) =-0,05614 pH + 1,139 R =0,99872 Equacao 1
Ey(V) =-0,0052 pH + 0,628 R =0,83421 Equacdo 2

A inclinacdo da primeira equacdo apresentou valor muito préximo ao valor previsto

na equacgdo de Nernst (equacdo 3):

E, = E°-0,0592 (H"/n) pH Equacio 3

O valor de 0,056 estd muito proximo de 0,059. Isso indicou, nesse caso, que o
mesmo numero de elétrons e prétons estdo envolvidos no processo de oxidacdo

(COMPTON; BANKS, 2007). Ja a segunda inclinacdo da equacgdo 2 apresentou um valor
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muito baixo, indicando que o processo deve estar ocorrendo apenas com transferéncia de
elétrons. Os valores obtidos em solugdes de pH 6, 7 e 8 ndo foram utilizados. Acima de pH 5
e abaixo de pH 9 foi detectada uma instabilidade no preparo das solugdes. Pouquissima
quantidade de solucdo bésica alterava consideravelmente o valor de pH. Mesmo repetindo os
experimentos vdrias vezes, as respostas flutuavam em valores diversos e, assim, ndo sendo
confidveis. Os valores adicionados na figura 13 foram os valores mais préximos de um
sistema apresentdvel. A figura 14 seguinte apresenta os dois valores de pka do 4-AHB

(FERREIRA et al., 2011) e explica parte desses resultados.

Figura 14 — Estruturas do 4-AHB e respectivos valores de pKa.
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Em solucdes preparadas abaixo do primeiro pKa os dois grupos funcionais estdao
protonados, tanto o dcido carboxilico, quanto a hidroxila do fenol. No valor aproximado de
4,58 ha um equilibrio entre acido carboxilico e anion carboxilato. Acima desse valor o dnion
prevalece. Embora o fato deste anion pouco contribuir para o efeito de ressonancia do anel,
de alguma forma hd uma instabilidade estrutural, pois exatamente entre os dois valores de
pKa, foi constatado dificuldades no preparo das solucdes. Uma possivel interacdo de
hidrogénio entre o anion carboxilato de uma molécula com a hidroxila do fenol de outra
pode levar a esse desequilibrio. Em solu¢des em que o valor de pH igual ao segundo pKa de
9,23, ha agora um equilibrio entre o fenol e o anion fendxido. Acima desse valor o &nion
prevalece. Em solugdes alcalinas (acima de pH 9) ambos os grupos estao desprotonados, o
que explica a independéncia da oxidacdo do mondmero em relacdo ao pH visto que ndo ha
mais préton disponivel para a reagdo. Apesar de ndo apresentado na figura 13, os valores de

corrente de pico tiveram oscilagdes durante toda a variacdo de pH. Apenas a partir do pH 9
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houve um aumento significativo e constante, tendo o pico maximo em pH 12. Isso também ¢
explicado devido ao aumento do efeito de ressondncia no anel aromdtico devido a presenga
do anion fendxido ao contririo do fenol, o que facilita a remocdo do elétron da estrutura

(menor potencial e maior corrente).

5.8 Mecanismo de eletropolimerizacio do 4-AHB

Com esses dados em maios, sabendo que o eletrodo foi modificado, que o grupo
acido carboxilico ndo participou da reagdo de eletropolimerizagdo e estava livre na malha
polimérica, e que houve a participagdo do mesmo nimero de elétrons e prétons no processo,

foi proposto um mecanismo de polimerizagdo para o 4-AHB, apresentado na figura 15.

Figura 15 — Mecanismo de eletropolimerizagdo do 4-AHB.
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Fonte: Prépria (2018)

Como as atividades desenvonvolvidas sdo realizadas em meio 4cido, ambos os grupos
funcionais estdo protonados. A primeira etapa da reacdo ¢ a remocgdo de 1 elétron de cada
mondmero formando um cétion-radical. O anel aromdtico possui um substituinte doador de
elétrons por ressondncia (hidroxila do fenol) e um grupo retirador de elétrons (carboxila).

Embora por efeito indutivo o grupo hidroxila também seja um retirador de elétrons, o efeito
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de ressondncia sobressai. Desta forma, o grupo hidroxila do fenol é um grupo orto-para
dirigente. Como a posi¢do para convenientemente estd ocupada pelo grupo carboxilato, a
Unica forma de ressonincia mais estdvel é exatamente ao carbono vizinho a hidroxila do
fenol. Desta forma, duas estruturas com cétions-radicais reagiram entre si, liberando dois
prétons e formando um dimero. Assim, a primeira parte do mecanismo envolveu dois
prétons e dois elétrons. A formacdo de um dimero comprovou a irreversibilidade do pico de
oxida¢@o mais anddico apresentada no primeiro ciclo de eletropolimerizagdo. Como a reag¢ao
quimica seguida da etapa eletroquimica, foi muito rdpida, o cétion-radical formado nao
permaneceu tempo o suficiente para ser reduzido. O aumento do nimero de formas de
ressonancia na estrutura gerada favoreceu a diminuicdo do potencial redox, o que implicou
no surgimento dos pares redox em potenciais menos anddicos na subsequente
polimerizacdo. O processo se iniciou novamente com a remocdo de 1 elétron do dimero
seguido do acoplamento com um novo cétion-radical monomérico gerando um trimero. Por
consequéncia foi formado um tetramero, um oligdmero até, enfim, ser formado o polimero.
Pode-se observar que o polimero atendeu o observado nos experimentos de caracteriza¢ao
com a presenca do grupos dcidos carboxilicos, exatamente os grupos necessirios para o

acoplamento com materiais biol6gicos como antigenos, anticorpos e enzimas.

5.9 Otimizacao da eletropolimerizacao do 4-AHB

Nosso grupo de pesquisa ja utilizou a técnica de eletropolimerizagdo para vdrias
estruturas (ALVES et al.; 2018; CORREA et al., 2018; CRUZ et al, 2017; ALVES et al.,
2016; PARAISO et al., 2014). Porém nio houve uma preocupagio com alguns pardmetros
de otimizacdo. A mesma concentracdo do mondmero, do eletrdlito suporte e,
principalmente, do nimero de varreduras foram realizadas sem se preocupar se esses valores
seriam os ideais para formar o polimero. Aqui neste trabalho foi realizado estas trés
otimizagdes. Como parametro de andlise, utilizamos os picos de corrente anddicos e
catédicos obtidos em solugdo de KsFe(CN)s e do HCIO4 (somente o pico menos anddico,
que apresentou maiores alteracoes). O primeiro a ser realizado foi a concentracdo do

mondmero apresentado na figura 16.
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Figura 16 - Perfil de pico de corrente anddica (—m—) e catodica (—e—) versus concentragdo do mondmero.
Dados obtidos a partir de voltamogramas ciclicos de: (A) K3Fe(CN)g 5,0mM + KCI1 0,5M, v = 100mV.s" e (B)
HCIO, 0,5M, v = 50mV.s™". Polimerizagdes feitas com 30 varreduras em solu¢do de HCIO, 0,5M contendo
diferentes concentracdes de 4-AHB.
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Pode-se observar que em concentra¢des muito baixas (< 1x10™* M) praticamente nio
houve modificacdo no eletrodo. Ao chegar na escala de mM houve uma alteracdo
significativa em ambos os perfis. A partir de 2,5mM ndo houve praticamente mais
modificacdo visivel, utilizando K;Fe(CN)s e apenas um leve acréscimo de corrente até

10mM no gréfico a partir do HC1O,4. Desse modo, para garantir que a modificacdo esteja
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sendo feita com maior eficiéncia possivel, foi escolhido manter a concentracdo de 5,0mM.

Os gréficos a seguir referem-se a alteracdo da concentragdo do eletrélito suporte.

Figura 17 - Perfil de pico de corrente anddica (—m—) e catddica (—e—) versus concentraciio do eletrélito suporte.
Dados obtidos a partir de voltamogramas ciclicos em: (A) K;Fe(CN)g 5,0mM + KC1 0,5M, v = 100mV.s' e (B)
HCI10, 0,5M, v = 50mV.s™". Polimerizagdes feitas com 30 varreduras em solug¢do de 4-AHB 5,0mM contendo
diferentes concentracdes de HCIO,.
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Fonte: Prépria (2018)

Neste caso, pode-se observar que praticamente ndo houve alteracdo na resposta

obtida a partir do ferricianeto. Todas as concentracoes de HCIO; promoveram um
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decréscimo nos valores de corrente. Porém um méximo foi observado a partir das respostas
em acido perclérico a 0,5M. Como esse valor corresponde exatamente com uma quantidade
de 100 vezes a mais do que o analito, o que € indicado em experimentos eletroquimicos
controlados por difusdo e ndo migracdo (PACHECO et al., 2013), esta concentracdo foi
escolhida. Os ultimos perfis graficos foram obtidos alterando o nimero de ciclos como pode

ser visto na figura 18.

Figura 18 - Perfil de pico de corrente anddica (—m—) e catddica (—e—) versus nimero de varreduras. Dados
obtidos a partir de voltamogramas ciclicos em: (A) K3Fe(CN)g 5,0mM + KCI 0,5M, v = 100mV.s' e (B)
HCI1O, 0,5M, v = 50mV.s™". Polimerizagdes feitas em solugdo de 4-AHB 5,0mM contendo HCIO, 0,5M com
diferentes nimeros de ciclos.
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Inicialmente € visivel que ndo houve a necessidade de um nimero exaustivo de
varreduras para modificacdo do eletrodo (como € o caso de 100 varreduras que foi muito
utilizado). Cerca de 30 varreduras foi o suficiente para se ter uma boa modificagdo, visto que
pouca alteracdo foi observada no grafico obtido em K3;Fe(CN)s e com uma tendéncia a

estabilidade a partir do grafico obtido em HCIOj.

5.10 ECGL de menor area geométrica isolado com resina

Para utilizar o sistema otimizado e caracterizado para constru¢do de um biossensor,
modificagcdes no eletrodo de trabalho s@o necessdrias. Isso porque o processo de
desenvolvimento do biossensor consiste na etapa crucial de imobilizacio de material
biologico sobre o eletrodo. Dificilmente, ao gotejar, o material diluido em tampao
conseguird cobrir a superficie do eletrodo cilindrico sem perda de material. Imergir o
eletrodo em solug@o é uma alternativa, porém invidvel pelo tempo de contato necessario
para que a biomolécula seja fixada no eletrodo (cerca de 24 horas). Desta forma foi estudada
diferentes formas de utilizacdo do ECGL. Um dos sistemas apresentados no procedimento
experimental refere-se ao ECGL resinado utilizando uma area geométrica menor do que o
dos outros estudos. Para garantir similaridade nas respostas eletroquimicas, foram utilizadas
solugcdes padrdo de ferricianeto de potdssio e, através de medidas de VC foram comparados
os eletrodos sem utilizacdo de resina (ECGL) e com resina (ECGLr). A figura 19 mostra

experimentos alterando a velocidade de varredura de potenciais com os dois eletrodos.
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Figura 19 - Voltamogramas ciclicos em K;Fe(CN)s 5,0 M + KCl1 0,5M sobre: (A) ECGL e (B) ECGLr. As
setas indicam o sentido do crescimento com o aumento da velocidade de varredura.
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E possivel observar que ocorreu um aumento de corrente 2 medida que a velocidade
de varredura aumento como € previsto para sistemas reversiveis, que € o caso do KszFe(CN)g
sobre um eletrodo ndo modificado. Mesmo com uma &drea pequena foi possivel de se
observar o mesmo comportamento. Apesar de pequeno, o eletrodo nao € considerado um

microeletrodo, pois o perfil de picos permanece. Uma das maneiras de se afirmar que um
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microeletrodo estd sendo utilizado € através do perfil voltamétrico em ferricianeto. Assim
como em sistemas sob agitacdo (convec¢ao), ndo hd a saturacdo do eletrodo com as espécies
em solugdo. Desta forma, o perfil voltamétrico ao invés de gerar graficos na forma de picos
geraria graficos de forma sigmoidal, o que ndo ocorreu.

Mais andlises podem ser feitas a partir desta. A figura 20 mostra o perfil com a raiz
de velocidade de varredura pelo valor de corrente de pico, a figura 21 mostra o perfil do log
do pico de corrente pelo log de velocidade de varredura e a tabela 2 apresenta o resumo dos

dados obtidos.

Figura 20 - Perfil de corrente de pico versus raiz da velocidade de varredura. Dados obtidos de voltamogramas
ciclicos em: K;Fe(CN)g 5,0mM + KCl 0,5M sobre: (A) ECGL e (B) ECGLr, (— m—) picos anddicos e (—o—)
picos catddicos.
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Figura 21 - Perfil de log da corrente de pico versus log da velocidade de varredura. Dados obtidos de
voltamogramas ciclicos em K;Fe(CN)g 5,0mM + KCI0,5 M, sobre: (A) ECGL e (B) ECGLr (- m—) picos

anodicos e (—o0—) picos catddicos.
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Tabela 2 - Parametros obtidos a partir dos resultados apresentados nas figuras 20 e 21.

ECGL ECGLr
. i(uA) =9,02291x10™ i(uA) = 9,33966x10°
Equacao linear obtida da 05 | s 05 | s
. v 7(V.s)-1,938x10° v 7(V.s)-4,4474x10°
Figura 20 (oxidagdo)
R =0,99891 R =0,99812
, . i(uA) =-0,00103 v (V.s™- i(uA) = -9,54987x10°
Equacdo linear obtida da 5 05 . 0
1,30711x10° v (Vs )+1,318x10°
Figura 20 (redugdo)
R =0,99918 R =0,99411
Area geométrica 0,2891 cm? 0,00636 cm?’
Area efetiva* 0,256 cm’ 0,00242 cm”
Logi(nA) =0,5584 log v Logi(nA) = 0,50806 log v
Equacdo linear obtida da ' |
) ‘ (V.s7) +2,98087 (V.s7)-4,99723
Figura 21 (oxidagdo)
R =0,99715 R =0,99867
Logi(nA)=0,47268 logv  Logi(nA)=0,484447 logv
Equacdo linear obtida da . .
(V.s™) +3,0029 (V.s7)-5,0355
Figura 21 (reducdo)
R =0,99863 R =0,99477

Fonte: Prépria (2018)

Pelo apresentado na figura 20 e na tabela 2, os dois sistemas sdo lineares com a raiz
quadrada da velocidade de varredura, o que caracteriza que sistemas difusionais estio
ocorrendo na superficie do eletrodo. Caso o contrdrio, processos adsortivos estariam
ocorrendo, o que ndo € o caso de Ks;Fe(CN)s em eletrodos de carbono grafite. Desta
maneira, utilizando a equagdo de Randles-Sevcik em que: i, = 2,686x10° x n”* x A x D'* x
C, x vm, sendon=1,D=745x 10 cm2 s'l, C,=5,0 pmol.cm'3 e A é a area do eletrodo;
pdde-se estimar também para sistemas reversiveis, a drea efetiva dos eletrodos. Observa-se
valores menores do que os valores geométricos. Como esta é apenas uma estimativa, os
valores reais ndo podem ser confirmados com certeza. O processo difusional € efetivamente
comprovado pelos valores de inclinagdo obtidos a partir dos dados da figura 21. Valores de
inclinacdo proximos de 0,5 significa presencga de processos controlados por difusdo. Valores
proximos a 1 sdo indicativos de processos controlados por adsorcdo e valores entre 0,5 e 1
sdo processos mistos (difusdo e adsor¢do). Como apresentado na figura 21, os sistemas
(tanto oxidagdo e reducdo) sdo lineares e apresentam inclinagdes muito proximas dos valores

de 0,5 (para ambos os eletrodos). Assim sendo, o eletrodo com menor drea superficial
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(ECGLr) apresenta os mesmos processos em solucdo padrdo e pode ser utilizado para o
efetivo desenvolvimento dos biossensores. Devido aos baixos valores de corrente obtidos, os
valores de densidade de corrente (uA.cm™) serdo utilizados, inclusive a fim de comparagdo

com os ECGL.
5.11 Deteccao de 4-nitrofenol com sistema resinado

Desta forma, ECGLr foram modificados com 30 varreduras em solucdo de HCIO4
0,5M contendo 4-AHB 5,0mM. Apds limpeza em solucdo contendo somente o eletrdlito
suporte, o eletrodo passou por uma linha de base no tampao TRIS, 0,1M, pH 9,0. Apds
lavagem foi imerso em solu¢do contendo EDC 0,05M e NHS 0,016M por 1 hora para
ativacao dos grupos dcidos carboxilico do polimero. Apés esse tempo foi gotejado 1,4uL da
solucdo estoque de enzima sobre os eletrodos. Apds 30 minutos os eletrodos foram lavados
em solucdo tampdo TRIS e imediatamente levados a uma cela eletroquimica contendo o
mesmo tampao com o substrato 4-nitrofenilfosfato 1,0mM. A figura 22 mostra as VPD de
deteccdo da oxidacdo do produto da reagdo enzimatica, o composto 4-nitrofenol na forma de

4-nitrofendéxido (em fungdo do valor de pH da solucdo alcalina).

Figura 22 - Voltamogramas de pulso diferencial em tampao TRIS 0,1M, pH 9,0, v= 10 mV.s'de (a) linha de
base de ECGLr/poli(4-AHB), (b) ECGLt/FAL e (c) ECGLt/poli(4-AHB)/EDC/NHS/FAL.
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E possivel observar que a presenca de polimero ndo acarreta no aparecimento de
alguma resposta faradaica na regido de oxidacdo do 4-nitrofenol em tampao TRIS, o que
permite utilizar o eletrodo para a modificacdo com a enzima. Dois eletrodos foram
modificados com enzima. Um da maneira descrita acima com polimero, EDC/NHS e enzima
(curva c da figura 22) e outro somente gotejando enzima sobre ECGLr limpo, apenas apds
passar a linha de base (curva b da figura 22). Observa-se que, em ambos os casos, foi
possivel detectar o 4-nitrofenol pelo pico de oxidacdo em regido caracteristica do mesmo.
Porém, mesmo sabendo que had a possibilidade de interacdo da enzima com eletrodo de
grafite limpo por algum tipo de adsorcdo, a alta resposta de corrente observada foi
inicialmente inesperada. O que foi dtil para procurarmos explicacdes € a intensa coloracdo
amarelada na solu¢@o devido a formacdo do 4-nitrofenéxido. O problema pode estar sendo
exatamente na resina. A figura 23 mostra a fotografia dos ECGLr apds a realizacdo dos

experimentos.

Figura 23 - Imagem da superficie dos eletrodos resinados. A esquerda, biossensor antes e, i direita, biossensor
apos a detecgdo do produto 4-nitrofenol.

Fonte: Prépria (2018)

Observa-se claramente a mudanca na coloragdao apds a deteccdo. Nao somente
ocorreu uma interacdo entre o produto da catdlise enzimdtica 4-nitrofenol com a resina,
como ¢ bem possivel (pela dificuldade de gotejamento exatamente em cima do eletrodo de
grafite sem que ocorra espalhamento da gota) de ter ocorrido interagdo entre a resina e a
enzima. A estrutura abaixo (MILAGRES, 2015) que representa a possivel resina Araldite®

ajuda a explicar a dificuldade da sua utiliza¢do para este sistema.
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Figura 24 - Possivel estrutura da resina Araldite® apds a mistura do pré-polimero com o endurecedor.
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A enzima € uma proteina quaterndria apresentando aminoacidos em sua estrutura. A
resina epOxi possui grupos funcionais amino, hidroxila, éteres arométicos que podem, em
alguma extensdo, permitir que ocorra um determinado tipo de interacdo com a biomolécula,
além da interagdo com o produto fendxido gerado em meio alcalino. Isto dificulta a
reprodutibilidade do sistema, visto que ndo foi conseguida mais de uma resposta de corrente
na mesma regido e impede os pesquisadores de confirmar se a enzima estd sendo
imobilizada sobre o eletrodo ou sobre a resina. Desta forma, descartou-se o uso de resina €
procurou-se outro tipo de montagem para o biossensor para que fosse permitido utilizar

somente a drea de uma das extremidades.
5.12 ECGL de menor area geométrica isolado com esmalte

Para solucionar o problema encontrado com o ECGLr, a outra forma de isolamento
da superficie do eletrodo foi com esmaltes gerando o eletrodo esmaltado (ECGLe).
Seguindo-se o procedimento mostrado no procedimento experimental, o mesmo estudo de
velocidade de varredura feito para o ECGLr foi realizado para o ECGLe, como pode ser

visto na figura 25 e tabela 3.
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Figura 25 - (A) Voltamogramas ciclicos de ECGL esmaltado de K;Fe(CN)g 5,0mM + KCI1 0,5M. As setas
indicam o sentido do crescimento com o aumento da velocidade de varredura; (B) Perfil de corrente de pico
versus raiz da velocidade de varredura e (C) Perfil de log de corrente de pico versus log da velocidade de
varredura. Dados obtidos de voltamogramas ciclicos presentes em (A), (— m—) picos anddicos e (—o—) picos
catédicos.
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Tabela 3 - Parametros obtidos dos resultados apresentados na figura 25.

i(nA) = 23,70682v">(V.s ™) -1,23702
Equagao linear

R =0,99949
i(uA) = -24,73106v"°(V.s™) -51227
Equacdo linear
R =0,99912
Area geométrica 0,00630 cm’
Area efetiva 0,00620 cm”
log i(nA) = +0,55437 log v(V.s ™) +1,44339
Equacio linear
R =0,99788
log i(RA) = +0,44891 log v(V.s ) +1,37115
Equacdo linear
R =0,99748

Fonte: Prépria (2018)

Praticamente o mesmo perfil obtido para o ECGLr foi obtido para o ECGLe. Com
otimas linearidades em Ki3Fe(CN)e. O processo foi controlado por difusdo e ndo por
adsor¢do. Interessante nesse caso € que a drea efetiva quase se igualou com a darea
geométrica. Aparentemente, o processo de resinagem do eletrodo ndo foi tdo eficiente
quanta a utilizacdo do esmalte de certa forma ndo permitindo o acesso total a drea do

eletrodo mesmo apds a limpeza mecénica.
5.13 Deteccao de 4-nitrofenol com sistema esmaltado
Assim, sendo o ECGLe, comparado ao ECGL, o processo de montagem do

biossensor enzimdtico foi realizado sobre a superficie do ECGLe. A detec¢do do produto da

reacao, 4-nitrofenol foi realizada, como mostrado na figura 26.
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Figura 26 - Voltamogramas de pulso diferencial em tampao TRIS 0,1 M, pH 9,0, v = 10mV.s™ de: (a) linha de
base de ECGLe/poli(4-AHB), (b) ECGLe/FAL e (c) ECGLe/poli(4-AHB)/EDC/NHS/FAL.
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Fonte: Prépria (2018)

Neste caso, utilizando ECGLe observa-se respostas mais condizentes do que para o
ECGLr. A linha de base feita em tampdo TRIS continua com a auséncia de respostas
faradaicas. Houve resposta de oxida¢do do 4-nitrofenol sobre ECGLe/FAL, porém com um
aumento de mais de 50% de resposta quando comparado com ECGLe/poli(4-
AHB)/EDC/NHS/FAL. Isto mostra que o sistema esmaltado supera o sistema resinado e que
a presenca de grupos ativos acido carboxilicos promoveram maior interacdo com a enzima
devido as ligacdes covalentes realizadas com os grupos amino da mesma, formando fortes
ligacbes amidas. Deste modo, com mais enzima imobilizada foi possivel de se detectar

maior quantidade de 4-nitrofenol.
5.14 Deteccao do 4-nitrofenol em diferentes pHs

Comprovado o funcionamento do biossensor com o ECGLe, foi feito ainda o estudo

de variagcdo do pH da solucdo de deteccao, como mostrado na figura 27.
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Figura 27 - (A) voltamogramas de pulso diferencial em solucio tampao TRIS 0,1 M, pH 7,5 (a), 8,0 (b), 8,5 (¢)
€ 9,0 (d),v=10 mV.s™ sobre ECGLe/poli(4-AHB)/EDC/NHS/FAL. Solugdo. (B) perfil de corrente de pico
versus pH.
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Fonte: Propria (2018)

Pode-se observar que, apesar do fabricante indicar que o pH 9,0 € o melhor para
experimentos, os melhores resultados provém dos valores de pH entre 8,0 e 8,5. Isso porque
os experimentos sugeridos pelo fabricante sdo de ordem espectrofotométrica com enzima em
solucdo. A presenca de enzima imobilizada sobre eletrodo modificado com polimero e
deteccdo eletroquimica pode provocar algumas alteracdes, como observado.

Apesar de inicial, o sistema se mostrou promissor para o desenvolvimento do
biossensor. A imobilizacdo da enzima e a deteccdo do composto padrdo 4-nitrofenol é

apenas o primeiro passo para detec¢do de produtos de catdlise enzimdtica a partir de
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pesticidas organofosforados. Além disso, o sistema ainda pode ser utilizado para deteccao de
enzima em solucdo, permitindo, assim, a identificacdo de quantidades alteradas da mesma
em sistemas bioldgicos para averiguacdo de disfungdes, principalmente dsseas e hepaticas.
Este trabalho apresenta como perspectivas futuras, a comprovagao da eficiéncia do
sistema esmaltado, a otimizacdo dos parametros de detec¢cdo como pH da solucdo, tempo de
contato do eletrodo com a enzima, concentragdo do substrato e demais parametros

analiticos.

6 CONCLUSAO

Foi possivel neste trabalho promover a eletropolimerizacio do d4cido 4-
hidroxibenzdico sobre eletrodos de carbono grafite de lapiseira. A marca Pentel, dureza HB,
tipo super hi-polymer 505C se destacou dentre as outras 10 marcas testadas para fins
eletroquimicos, e foi utilizada em todo o trabalho.

Foi possivel caracterizar o material na superficie do eletrodo através de experimentos
eletroquimicos, como a diminui¢do nos valores de corrente em solucdes de ferricianeto de
potdassio e cloreto de hexaminoruténio, indicando a presenca de um material com
caracteristicas nao-condutoras. EIE reforcou esta andlise com valores altos de resisténcia a
transferéncia de carga entre polimero e solucao.

A caracterizacdo eletroquimica também foi realizada em solu¢@o contendo apenas o
acido perclérico, no que foi possivel de se observar a auséncia de picos da regido de
oxidacdo do mondmero, o que sugere sua auséncia no eletrodo e a presenca dos dois pares
redox presentes em potenciais menos anddicos durante o processo de eletropolimerizacgao.

Micrografias obtidas por MEV mostram um material homogéneo recobrindo todo o
eletrodo e com camadas sugerindo uma grande modificacdo. Os espectros de infravermelho
sugerem a presenca dos grupos dcido carboxilicos no polimero além da formacdo de
acoplamentos pelo dtomo de oxigénio da hidroxila do grupo fenol, o que nos levou a uma
proposta de um mecanismo de polimerizagao.

Os parametros de otimizagdo foram feitos e chegou-se a uma concentragcdo 6tima do

monomero de 5,0mM, concentracio do eletrdlito suporte de 0,5M e um nimero de
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varreduras maximo de 30. Essas otimizac¢des foram testadas em dois eletrodos montados de
formas diferentes: utilizando resina e esmalte.

Apenas o sistema esmaltado promoveu respostas eletroquimicas confidveis. A resina,
de alguma forma estd interagindo com a enzima imobilizada, além da dificuldade e tempo
gasto para sua montagem. Foi possivel, com o sistema esmaltado de identificar o produto da
reacdo enzimadtica, 4-nitrofenol, que se mostrou eficiente mesmo contra medidas feitas em
eletrodos sem modificacao.

O biossensor em desenvolvimento podera ser utilizado no futuro para deteccio de
pesticidas organofosforados além da detec¢do da propria enzima, mostrando a versatilidade

do sistema para a drea de exatas, de saide e da terra.
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