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“Em algum lugar, alguma coisa incrivel
esta esperando para ser conhecida.”

Carl Sagan
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RESUMO

A otimizagao dos parametros de polimerizagdo eletroquimica ¢ um processo indispensavel em
diversas aplicacdes, como por exemplo, no desenvolvimento de biossensores, dispositivos
usados nas mais diversas areas como a ambiental, a de alimentos e a da saude. Dentre as maiores
dificuldades nesses estudos estdo o alto custo e dificil condicionamento de eletrodos de
trabalho, sendo contornado nesse trabalho pela utilizacao de eletrodos de carbono grafite de
lapiseira. O acido 2-hidroxibenzoico foi 0 mondmero escolhido para modifica¢do através de
voltametria ciclica, originando um filme polimérico com grupos acidos carboxilicos disponiveis
para ligacdo com a enzima fosfatase alcalina. Estudos eletroquimicos e morfologicos foram
feitos para caracterizar o material formado. Na otimizagdo os melhores valores encontrados
foram 1,0 mM de &cido 2-hidroxibenzoico, 0,25 M de 4acido perclérico e 40 varreduras.
Experimentos variando pH e velocidade de varredura foram utilizados para propor um
mecanismo para a eletropolimerizagdo. Quatro diferentes formas de imobilizacdo da
biomolécula foram avaliadas: adsor¢do em eletrodo limpo, ligacdo covalente em eletrodo
limpo, adsor¢do em eletrodo modificado e ligagdo covalente em eletrodo modificado. A analise
da resposta apoOs a imobilizacdo foi feita através de voltametria de pulso diferencial. O substrato
4-nitrofenilfosfato foi avaliado através da deteccdo do produto da reacdo enzimdtica 4-
nitrofenol. O sistema utilizando ligacdo covalente em eletrodo modificado possuiu a resposta
mais alta, mostrando ser uma alternativa para desenvolvimento de biossensores para deteccao
de pesticidas organofosforados.

Palavras-chave: Acido 2-hidroxibenzoico. Polimeriza¢do. Otimizacdo. Biossensor enzimatico.
Fosfatase alcalina.



ABSTRACT

The optimization of the parameters of electrochemical polymerization is an indispensable
process in several applications as in the development of biosensors, which are most used in the
most diverse areas such as environmental, food and health. Among the major difficulties in
these studies are the high cost and conditioning of working electrodes, being circumvented in
this work by the use of pencil carbon graphite electrodes. 2-hydroxybenzoic acid was the
monomer chosen for cyclic voltammetry, yielding a polymeric film with carboxylic groups
available for attachment to the enzyme alkaline phosphatase. Electrochemical and
morphological studies were done to characterize the formed material. In the optimization the
best values were 1.0 mM 2-hydroxybenzoic acid, 0.25M perchloric acid and 40 cycles.
Experiments changing the pH value and scanning speed were used to propose a mechanism for
electropolymerization. Four different forms of immobilization of the biomolecule were
evaluated: adsorption on clean electrode, covalent bond on clean electrode, adsorption on
modified electrode and covalent bond on modified electrode. Response analysis after
immobilization was done by differential pulse voltammetry. The substrate 4-
nitrophenylphosphate was evaluated by detecting the enzymatic reaction product, 4-
nitrophenol. The system using covalent bond in modified electrode presented the highest
response, showing to be an alternative for the development of biosensors for the detection of
organophosphate pesticides.

Keywords: 2-hydroxybenzoic acid. Polymerization. Optimization. Enzymatic biosensor.
Alkaline phosphatase.
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1 INTRODUCAO

Pesticidas sao amplamente utilizados no setor agricola para o controle de pragas capazes
de danificar plantas e de prejudicar no rendimento da produgdo (RIBEIRO et al., 2008). Apesar
disso, estima-se que menos de 0,1% desses compostos consegue realmente atingir as pragas
indesejaveis, enquanto os demais 99,99% sdo encontrados na 4gua e no solo como
contaminantes e, consequentemente, geram problemas graves para a saide humana devido a
sua toxicidade (SABIK et al., 2000). Os pesticidas organofosforados (OPs) sdo uma classe de
pesticidas com alta capacidade neurotdxica, em que a enzima acetilcolinesterase € seu principal
alvo, de forma a prejudicar o metabolismo do neurotransmissor acetilcolina (CAVALCANTE
et al., 2016). Devido aos problemas que esses defensivos agricolas podem causar, ¢ de grande
interesse o desenvolvimento de um método sensivel e seletivo capaz de qualificar e quantificar
os OPs de forma réapida e simples, sendo os biossensores uma alternativa viavel.

Atualmente, os biossensores sdo utilizados em diversas areas, abrangendo a da saide,
até a de alimentos e a da agropecudria. O exemplo mais conhecido popularmente ¢ o sensor de
glicose, usado para quantificar esse monossacarideo no sangue de diabéticos (OLIVEIRA;
PEREIRA, 2016). Esses dispositivos sdo conhecidos pela sua alta especificidade, baixo custo e
de ndo precisarem de mao de obra qualificada para manuseio (WANG, 2000). Podem ter
transdutores Opticos, eletroquimicos ou pizoelétricos (ALVES, 2014), em que ocorre a
imobilizagdo de moléculas bioldgicas, tais como, acidos nucleicos, enzimas, receptores
celulares, células inteiras e anticorpos (VO-DINH; CULLUM, 2000).

No caso de biossensores enzimaticos, o transdutor é capaz de processar o sinal gerado
pela presenca do substrato ou produto provenientes da catdlise da enzima (TAMER; HASSAN;
OMER, 2016). No transdutor eletroquimico, o eletrodo utilizado para o desenvolvimento do
dispositivo ainda pode ter sua superficie modificada com material polimérico possuindo grupos
funcionais capazes de interagir fortemente com a enzima, a fim de melhorar o sinal da detec¢ao
(ALVES et al., 2016). O acido 2-hidroxibenzoico (2-AHB) ¢ um mondmero interessante para
a modificacdo do eletrodo de trabalho, j4 que possui um grupo carboxila que ao final da
polimerizacao deve estar livre para se que a enzima consiga se ligar covalentemente.

A fosfatase alcalina (FA) ¢ uma enzima amplamente encontrada no metabolismo
humano a qual se encontra majoritariamente presente em células Osseas e hepaticas. Dessa
forma, altas concentragdes de FA no sangue sdo indicativas de diversas patologias

(DAVIDSON et al., 2019). Por catalisar reagdes que retiram um grupo fosfato de moléculas
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organicas (NELSON; COX, 2014), a FA ¢ susceptivel a imobilizacdo em um biossensor para
detec¢do de OPs, ja que esses compostos geralmente sdo ésteres de acidos fosforicos e seus

derivados (BARBOZA et al., 2018).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Polimeros condutores

Desde a metade do século XX, existe a ideia de criar materiais capazes de combinar as
propriedades mecanicas dos polimeros e as propriedades elétricas dos metais, mas apenas na
década de 1970 foi possivel prepara-los (FAEZ et al., 2000). Esses compostos, denominados
polimeros condutores, sdo caracterizados por cadeias contendo ligagcdes pi entre carbonos
conjugados, provocando fluxo de elétrons em determinadas condic¢des e possibilitando reagdes
de oxidacao e reducdo no polimero (AUGUSTO, 2009).

A formacdo dos polimeros, condutores ou ndo, pode ser feita através de técnicas
eletroquimicas (GATO et al., 2008), sendo a voltametria ciclica (VC) a mais utilizada para se
obter informagdes qualitativas. Nesse método, € feita a aplicacdo de uma faixa de potencial com
o tempo para que seja realizada uma medida de corrente. Varios ciclos podem ser feitos
formando um polimero na superficie de um eletrodo condutor (PACHECO et al., 2013). A
caracterizagdo do material polimérico pode ser feita por técnicas eletroquimicas,
espectroscopicas € microscopicas, as quais sdo capazes de fornecer informagdes sobre as
propriedades elétricas e Opticas do composto, além de permitir visualizar as alteragdes ocorridas
no eletrodo modificado (ALVES et al., 2017).

Uma das aplicagdes dos polimeros condutores é o estudo e desenvolvimento de
biossensores, pois sao macromoléculas com a possibilidade de presenga de grupos funcionais
susceptiveis a interagir com biomoléculas (ALVES et al., 2016). Outro atributo importante dos
polimeros condutores ¢ a capacidade de imobilizar apenas a biomolécula de interesse,
eliminando a possibilidade de interferentes indesejados interagirem com o eletrodo modificado

(FRANCO et al., 2008).
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2.2 Acido 2-hidroxibenzoico

O 4cido salicilico ou acido 2-hidroxibenzoico (2-AHB) ¢ um B-hidroxiacido com
presenca de um anel aromatico e dois grupos funcionais (Figura 1), sendo esses um grupo
hidroxila (-OH) e uma carboxila (-COOH). O mondémero apresenta-se em forma de pd branco
inodoro com ponto de fusdo e ebuli¢do a 159 e 211°C, respectivamente. Possui nimero CAS
69-72-7, massa molar 138,123g/mol e formula molecular C;HsO3 (OLIVEIRA; FILHO;
ANDRADE, 2011).

Figura 1 — Estrutura do 4cido 2-hidroxibenzoico.

O OH

OH

Fonte: Chemical of the day, 2014.

O anel aromatico no centro da molécula pode promover uma melhora na condutividade
além de proteger contra adsor¢do de interferentes durante a polimerizagdo. O grupo hidroxila
também ¢ importante para a modifica¢do do eletrodo, possibilitando o ataque nas moléculas de
2-AHB e formagao do polimero. Por fim, a carboxila inalterada durante o processo permite que
o polimero consiga interagir com moléculas bioldgicas (ALVES-BALVED, 2016).

O 2-AHB ¢ encontrado naturalmente em folhas e 6rgdos reprodutivos de plantas, sendo
amplamente utilizado pela indUstria cosmética e pela dermatologia devido as suas propriedades
queratoliticas e antimicrobianas (OLIVEIRA; FILHO; ANDRADE, 2011). J4 foram realizados
estudos sobre a eletropolimerizagdo empregando VC e utilizacao de eletrodo modificados com
2-AHB (ALVES, 2014) e alguns de seus isdmeros, como o 4cido 4-hidroxibenzoico
(FERREIRA, 2011), ambos empregando 4cido perclorico como eletrélito suporte. Nesses
estudos, obteve-se polimeros com estruturas funcionalizadas com grupos carboxila livres e
estruturas com carater anidnico, mostrando que eletrodos modificados com derivado deste

mondmero tém as caracteristicas necessarias para o desenvolvimento de biossensores.
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2.3 Biossensores

Os biossensores sao pequenos dispositivos que utilizam reagdes bioquimicas para
detectar analitos especificos. O dispositivo acopla um elemento bioldgico responsavel por
interagir com o analito alvo e um transdutor (Figura 2) capaz de converter a interacao bioldgica

em um sinal elétrico que possa ser amplificado e lido (WANG, 2000).

Figura 2 - Conexdo entre o elemento biologico e o transdutor presentes em um biossensor.

>

Sinal
Analito — |> Transdutor

>

Elemento biologico

Fonte: A autora, 2019.

Diversos materiais podem ser empregados como transdutores, dentre eles o ouro
(UNTIVEROS et al., 2019), o carbono grafite (ALVES-BALVED, 2016) e o carbono grafite
de lapiseira (PURUSHOTHAMA et al., 2018). Essa parte do dispositivo ¢ responsavel por
converter as reacdes bioquimicas em um sinal elétrico mensurdvel, sendo o Optico, o
eletroquimico e o pizoelétrico alguns dos diferentes tipos utilizados para o desenvolvimento do
biossensor (ALVES, 2014). O transdutor eletroquimico baseia-se no movimento de ions e na
difusdo de espécies eletroativas. Suas principais vantagens consistem na alta sensibilidade e
estabilidade, baixo custo e detec¢do rapida (VO-DINH; CULLUM, 2000).

Dentre os eletrodos baseados em carbono, os eletrodos carbono grafite de lapiseira
(ECGLs) tém chamado bastante atengdo devido ao seu baixo custo, acessibilidade, boa
adsor¢do, condutividade, alta sensibilidade, facilidade de preparacdo e de manipulagao
(YARDIM, 2011), com respostas semelhantes e até¢ melhores comparando-se com os eletrodos
de carbono grafite comercial (TORRINHA et al., 2018). Além disso, a superficie dos ECGLs
pode ser renovada quando necessario, ja que as reagoes eletroquimicas podem causar alteragoes
em suas propriedades (PURUSHOTHAMA et al., 2018).

Os biossensores ainda podem ser classificados quanto as moléculas biologicas

imobilizadas, podendo ser anticorpos (TZOUVADAKIA et al., 2019), células eucariotas (GUI
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etal.,2017) e procariotas (CHANG et al., 2017), &cidos nucleicos (FRANCO, 2010) ou enzimas
(FRASER, 2018).

2.4 Biossensores enzimaticos

A grande maioria das enzimas sdo proteinas, a exce¢ao estd em um pequeno grupo de
moléculas de RNA cataliticas. Essas biomoléculas sdo responsaveis por catalisar reagdes
quimicas essenciais para a condi¢do de vida, de forma que sua atividade depende
exclusivamente da sua conformacao proteica nativa (NELSON; COX, 2014). As enzimas sao
conhecidas pela alta seletividade na conversdo de substrato em produto (MARZZOCO;
BARROS, 2007), podendo entdo ser utilizadas para desenvolvimento de biossensores que
necessitam de uma alta especificidade. Além disso, esse tipo de biomolécula € comum em casos
em que ndo ¢ possivel a detecgdo direta do substrato, sendo assim, pardmetros como a
velocidade da reacdo enzimdtica e a concentragdo de substrato ou produto podem ser
empregadas para mensurar o material de interesse (TAMER; HASSAN; OMER, 2016).

Existem varias técnicas para imobiliza¢ao enzimatica, sendo as mais comuns a adsor¢ao
fisica (JONSSON; GORTON, 1989), a reticulacio (AKYILMAZ; TUREMIS, 2010), o
aprisionamento (MONIER; YOUSSEF; ABDEL-LATIF, 2018) e a liga¢ao covalente (DAS et
al., 2018). Nao ha uma técnica especifica capaz de ser aplicada a todas as enzimas devido as
diferentes caracteristicas fisico-quimicas de cada uma. Ademais, todos os métodos apresentam
vantagens e desvantagens (SOUZA et al., 2017).

Apesar de a adsor¢do fisica ser rapida e de facil manipulagdo, comparando-se com as
demais, ndo possui estabilidade, podendo ocorrer perda de adsor¢do da enzima em alteragdes
de pH e temperatura, por exemplo (TAMER; HASSAN; OMER, 2016). O aprisionamento
possui uma boa durabilidade, mas como a polimerizagao ¢ feita juntamente com a imobilizacdo
da molécula, a probabilidade de que os sitios ativos da enzima fiquem indisponiveis aumenta
consideravelmente. Por fim, a reticulagdo e a ligacdo covalente s3o opgdes mais trabalhosas e
demoradas, mas que permitem uma boa estabilidade proveniente de ligacdes fortes entre a
biomolécula e o polimero formado na superficie do eletrodo, que por sua vez, deve apresentar

grupos funcionais para tal finalidade (SOUZA et al., 2017).
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2.5 Fosfatase alcalina

As hidrolases sdo enzimas que realizam a catalise de moléculas organicas utilizando
agua. Dentro deste grupo existem as fosfatases, as quais retiram um grupo fosfato, produzindo
uma molécula com grupo hidroxila livre e um ion fosfato livre (NELSON; COX, 2014). A FA
(Figura 3) ¢ uma proteina capaz de hidrolisar monoésteres de fosfato, pirofosfato, diésteres de
fosfato, além de catalisar reagdes de transfosforilagdao. No geral, ¢ uma enzima intracelular, de
forma que apenas uma pequena por¢do se encontra no plasma. Como o proprio nome sugere,

tem atividade 6tima em pH mais elevado, entre 8 e 11 (SIMAO, 2008).

Figura 3 — Estrutura quaternaria da fosfatase alcalina de origem placentaria em Homo sapiens.

Fonte: Protein data bank, 2013.

Em adultos, uma pequena parte da FA ¢ sintetizada no intestino e na placenta, porém a
maior parte tem origem Ossea e hepatica. Quando a concentragdo da enzima aumenta no plasma
sanguineo, pressupoe-se que houve a ruptura de células que apresentem FA (DAVIDSON et
al., 2019), mostrando indicios de doengas como fibrose cistica (BROCK, 1983), colangite
esclerosante primaria (DE VRIES et al., 2016), calcifilaxia (NIGWEKAR et al., 2015),
neoplasia 6ssea (PECHERSTORFER et al., 1995), dentre outras. Atualmente, o diagndstico
dessas patologias ¢ feito através de hemograma e de ensaios de ELISA, que sdo testes capazes
de quantificar a enzima no plasma sanguineo.

Ja existem relatos mostrando que a FA pode ser imobilizada sem que ocorra a perda de
sua atividade catalitica, como, por exemplo, no estudo de Homaei (2017), em que a
imobilizagao foi feita para detecg¢do de metais pesados e também no de Hanachi e colaboradores

(2015), ao qual foi possivel imobilizar a FA utilizando a técnica de reticulacdo.
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2.6 Pesticidas organofosforados

A fim de aumentar a produgdo agricola e evitar perdas, pesticidas ou agrotoxicos sao
amplamente utilizados para combater pragas, tais como, ervas daninhas e insetos (RIBEIRO et
al., 2008). Em primeiro momento, eram utilizados compostos de origem natural, como a
nicotina e o pireto, e, posteriormente, agentes quimicos comegaram a ser sintetizados
artificialmente (COUTINHO et al., 2006). Apesar de sua proficiéncia, os pesticidas sao
poluentes encontrados no solo e na agua, podendo causar graves danos a saide humana devido
a sua toxicidade (SABIK et al., 2000).

Os OPs sdo compostos definidos quimicamente como aqueles que, além do fosforo,
possuem um atomo de carbono em sua estrutura, normalmente ésteres de acidos fosforicos e
seus derivados (Figura 4). Esses compostos comecaram a ser amplamente usados no setor
agropecuario nos ultimos 60 anos devido as suas propriedades inseticida, herbicida e reguladora
de crescimento de plantas. Além disso, foram uma alternativa para substituir os pesticidas

organoclorados, que possuem uma degradacdo mais demorada e causam mais danos ambientais

(BARBOZA et al., 2018).

Figura 4 — Estrutura basica de pesticidas organofosforados. X representa os elementos O, S ¢ Se. L sdo halogénios,
grupos alcoxidos, grupos alquil, aminas, dentre outros. R1 e R2 geralmente sdo grupos alcoxila.

X
R1."
P—L
.

R2

Fonte: A autora, 2019.

Os OPs tém acdo neurotoxica e inibem irreversivelmente a enzima acetilcolinesterase,
responsavel pela degradacdo do principal neurotransmissor no sistema nervoso de insetos, a
acetilcolina. A inibicao da atividade enzimatica leva ao acimulo do neurotransmissor nas
sinapses, comprometendo a transmissdo do sinal e levando a morte (CAVALCANTE et al.,
2016).

Devido aos problemas ambientais e efeitos toxicos que os OPs podem causar em
organismos aquaticos e seres humanos, ¢ importante desenvolver um método mais eficaz para
sua detecgdo. Ja foi possivel o desenvolvimento de biossensores enzimaticos amperométricos

para tal finalidade, como no caso do estudo de Liu e Lin (2006), em que a enzima
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acetilcolinesterase foi imobilizada sobre a superficie de nanotubos de carbono. Como a FA
possui afinidade para OPs, a enzima surge como uma alternativa para o desenvolvimento de

um novo biossensor enzimatico.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do projeto consiste em polimerizar de maneira eletroquimica o derivado
de 4cido 2-hidroxibenzoico em eletrodo de carbono de grafite de lapiseira, com o intuito de
disponibilizar grupos funcionais para imobilizar a enzima fosfatase alcalina e, por fim, detectar

pesticidas organofosforados.

3.2 Objetivos especificos

e Estudar o comportamento voltamétrico do acido 2-hidroxibenzoico sobre a superficie
do eletrodo de carbono de grafite de lapiseira;

e Modificar a superficie de eletrodos de carbono de grafite de lapiseira com polimero
derivado de acido 2-hidroxibenzoico;

e Caracterizar eletroquimica e morfologicamente o material formado sobre o eletrodo;

e Otimizar e avaliar os efeitos dos parametros de imobilizagdo e polimerizacdo em
diferentes aspectos, tais como, concentragdo do monomero, concentragio do eletrdlito
suporte, velocidade de varredura, nimero de varreduras, faixa de potencial, temperatura
da solucdo e pH;

e Ativar os eletrodos modificados com o polimero derivado de acido 2-hidroxibenzoico
com EDC/NHS para permitir a imobilizagdo da fosfatase alcalina;

e Detectar o produto da rea¢do enzimatica e comparar os valores de deteccdo com os
resultados obtidos nos eletrodos sem modificacdo ¢ nos eletrodos modificados com

enzima imobilizada apenas por adsor¢ao.
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4 MATERIAL E METODOS

Todos o0s experimentos eletroquimicos foram realizados no Laboratério de
Eletroquimica Aplicada a Biotecnologia e Engenharia de Alimentos (LEABE), na Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), campus Patos de Minas. As microscopias eletronicas de
varredura (MEV) foram realizadas no Laboratério Multiusuario do Instituto de Quimica da
UFU, campus Uberlandia. Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada adquirida

pelo processo de osmose reversa pelo modelo 0550LX-Gehaka.

4.1 A célula eletroquimica

A célula escolhida foi de vidro em compartimento unico, contendo trés eletrodos
(Figura 5): o eletrodo de prata, cloreto de prata, cloreto de potassio 3 M (Ag/AgCl/ KC1 3 M)
como referéncia; o eletrodo de platina como auxiliar; e o eletrodo de carbono grafite de lapiseira

0,9 mm, dureza HB da marca Pentel®, super Hi-Polyme 505C como eletrodo de trabalho.

Figura 5 — Representagdo de uma célula eletroquimica: (A) eletrodo auxiliar de platina; (B) eletrodo de trabalho
de carbono grafite de lapiseira; (C) eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCl 3,0 M); (D) solugdo aquosa em célula
de vidro.
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Fonte: A autora, 2018.

Os experimentos foram feitos utilizando potenciostato PGSTAT204 e o software

NOVA 2.0.2, ambos da Metrohm.
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4.2 Preparo de solugdes

Os experimentos foram realizados utilizando as seguintes solugdes:

e Acido sulfurico (H2S04) 0,5 M em meio aquoso;

e Ferricianeto de potassio (K3Fe(CN)s) 5,0 mM em meio de cloreto de potassio (KCl) 0,5
M;

e C(Cloreto de potassio (KCI) 0,5 M;

e Azul de metileno (CisH1sCIN3S) 5,0 mM em meio de cloreto de potassio (KCI) 0,5 M;

e Acido perclérico (HCIOs) 0,25 M;

e Acido 2-hidroxibenzoico (2-AHB) 1,0 mM em meio de acido perclérico (HCIOs) 0,25
M;

e Tampao Britton-Robinson (BR) 0,4 M;

e Tampao tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) 0,1 M pH 9,0;

e 4-nitrofenilfosfato 1,0 mM em tampao TRIS 0,1 M pH 9,0;

e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)corbodiimida (EDC) 0,05 M e N-hidroxisuccinimida
(NHS) 0,016 M, em tampao de 2-(N-morfolino)acido etanossulféonico (MES) 0,1 M pH
4,5;

e Fosfatase alcalina, em que, a FAL do frasco original foi diluida em 3,0 mL do tampao
TRIS 0,1 M pH 9,0 com 20,0 mM de cloreto de magnésio (MgCl) até a concentragdo
final de 3,278 U.uL!, denominada solugdo estoque e armazenada a -12 °C em
congelador.

Algumas solucdes tiveram suas concentragdes alteradas durante os experimentos para

otimizagao.

4.3 Preparo dos eletrodos e modificacio com acido 2-hidroxibenzoico

Por se tratar de grafites de lapiseira comuns, foi necessaria a limpeza dos eletrodos
devido a presenca de cera em sua superficie. A cera € responsavel por dar um aspecto mais liso
ao grafite e facilitar sua ejecao pela lapiseira (TORRINHA et al., 2018). A limpeza dos ECGLs
foi feita mecanicamente com lixas d’4gua niimero 400, em seguida, foram lavados com agua
deionizada e banhados em ultrassom por 5 minutos para remover residuos que poderiam ter
permanecido apos o processo. Além disso, os ECGLs foram pré-tratados aplicando-se um

potencial de -1,5 V em 0,5 M de 4cido sulfurico (H2SO4) a 0,1 V.s™! por 100 segundos, a fim
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de melhorar a estabilidade e a sensibilidade dos ECGLs (NEZHADALI, MEHRI;
SHADMEHRI, 2018).

ApoOs a limpeza, foram realizadas VCs em solugdes de KCl, K3Fe(CN)s em KCI e
C16H1sCIN3S em KCl para obter a padronizagao dos eletrodos de trabalho para sua modificagao.
Posteriormente, VCs foram realizadas em HClOs para comprovar a limpeza do eletrélito
suporte, da célula eletroquimica e dos ECGLs. Os eletrodos considerados adequados tiveram
suas superficies modificadas com filme polimérico em solucao de 2-AHB em HCIO4, também
utilizando VC. A voltametria ciclica ¢ uma técnica caracterizada pela aplicagao de um potencial
sobre o eletrodo de trabalho, gerando uma corrente elétrica. Nessa técnica, o potencial ¢
invertido ao final da primeira varredura, tendo a vantagem de que o produto da reacdo redox da
primeira etapa da varredura possa ser analisado novamente no voltamograma reverso
(PACHECO et al., 2013).

Para que os eletrodos de trabalho possuissem a mesma area geométrica modificada
garantindo a reprodutibilidade dos experimentos, exato 1 cm da superficie era imersa nas

solugdes, correspondendo a uma area geométrica de 0,289 cm? (Figura 6).

Figura 6 — Representagdo do (A) eletrodo de trabalho imerso em 1cm de solucdo, conforme a (B) marcagdo com
pincel, correspondendo a 0,289 cm? da superficie do ECGL imersa.
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Fonte: A autora, 2019.

Apds a polimerizagdo, os ECGLs foram analisados novamente em solucdes de KCl,
K3Fe(CN)s em KCI, CisHisCIN3S em KCl e HCIO4. As informagdes adquiridas puderam
caracterizar o polimero formado, com o intuito de otimizar os pardmetros de concentragdo do
mondmero, a concentragao do eletrolito suporte e o nimero de varreduras na VC. Além disso,
avaliou-se a influéncia da velocidade de varredura na VC, o tempo de armazenamento do

eletrodo modificado e a temperatura da solugdo, sendo o ltimo parametro realizado com as
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solugdes imersas em banho d’agua com temperatura constante em um aparelho de banho
ultratermostatizado.

Com finalidade de diminuir a area da superficie do eletrodo e possibilitar o gotejamento
da solugdo com fosfatase alcalina com praticidade, foi utilizado esmalte base comercial para
unhas, com o intuito de que apenas a parte circular nas extremidades dos ECGLs ficasse
disponivel para a modificacdo. Por se tratar de um material isolante, esmaltes para unhas sao
utilizados desde a década de 90 para isolar a superficie de eletrodos baseados em carbono
(NOWALL; DONTHA; KUHR, 1998) e ouro (WANG; PAMIDI, 1997). Quando funcional,
esse método apresenta diversas vantagens: ¢ rapido, tem baixo custo, facil manuseio e
possibilidade de reutilizagdo dos eletrodos (PRADELA-FILHO et al., 2017). Sendo assim, os
ECGLs foram imersos em esmalte base de unha por 3 segundos, depois foram retirados e
deixados a temperatura ambiente (25 °C) por 10 minutos para secagem. Posteriormente, foi
feita a limpeza dos eletrodos apenas na area circular de uma de suas extremidades, seguindo o

protocolo ja descrito no inicio desta sessao.

4.4 Caracterizacao morfologica

A morfologia do polimero formado pode ser caracterizada por MEV. O microscopio
utilizado foi um VEGA3 da marca TESCAN. Possui magnificagcdes de 100 a 5000 vezes,

cobertura de ouro e aceleragao de 5 kV.

4.5 Imobilizacao da fosfatase alcalina

Quatro diferentes formas de imobilizagdo enzimatica foram testadas para avaliar
divergéncias entre as respostas, sendo elas:
e Adsor¢do em eletrodo limpo;
e Ligacdo covalente em eletrodo limpo;
e Adsorcdo em eletrodo modificado com polimero;
e Ligacdo covalente em eletrodo modificado com polimero
No caso das ligacdes covalentes, ha a ativacdo de grupos funcionais acido carboxilico
do poli(2-AHB), os quais se encontram livres apos a modificacdo do ECGL (Figura 7). O
mesmo foi feito sobre o eletrodo limpo em questdo de comparagao e devido ao conhecimento

da presenca natural de grupos funcionais sobre a superficie.



23

Figura 7 — Funcionamento de um biossensor através da técnica de ligacdo covalente em eletrodo modificado, em
que ha a ativacdo de grupos funcionais acido carboxilico com EDC/NHS.
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Fonte: A autora, 2018.

Nos quatro procedimentos, foi gotejado 1,4 puL (4,6 U) da solucdo estoque de FAL. Nos
sistemas de ligacdo covalente, os eletrodos foram ativados com EDC/NHS antes do
gotejamento, sendo imersos em solucdo desse composto por 1 hora. Em todas as metodologias,
foi necessario esperar 1 hora para a secagem da solug¢ao contendo FA. Finalmente, os eletrodos
foram lavados em solug@o TRIS para retirar o excesso de enzima que ndo foi capaz de interagir

com o filme polimérico derivado de 2-AHB.

4.6 Deteccao de 4-nitrofenilfosfato

O biossensor funcional deve detectar o produto da reagdo catalisada pela FA, o 4-
nitrofenol. O substrato dessa rea¢do é o 4-nitrofenilfosfato. A analise foi feita através de
voltametria de pulso diferencial (VPD) em eletrodos sem a enzima e eletrodos com o
componente bioldgico imobilizado em sua superficie a partir dos quatro procedimentos citados

no item 4.5.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Padronizacao dos eletrodos de trabalho

Uma forma confidvel de saber se o eletrodo de trabalho apresenta a qualidade necessaria
para modificacdo ¢ através de VC (Figura 7) em solucdo contendo ferricianeto de potassio

(K3Fe(CN)e) (sonda anidnica). Em contrapartida, azul de metileno (Ci6H1sCIN3S) foi utilizado
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para avaliacdo do eletrodo como sonda cationica. Foi obtido o voltamograma em solucao
contendo apenas KCl montado na Figura 7A, aplicando-se o mesmo potencial para K3Fe(CN)e.

O ferricianeto de potassio como eletrolito suporte ¢ conhecido por sua reversibilidade
devido a presenga do par Fe**/Fe** (ASSIS; SILVA; LOPES, 2010), o que torna possivel

identificar interferentes faradaicos. Para comprovagao utiliza-se a equagao de Nernst:

0,059
=

Em que:

E = potencial em condi¢des ndo-padrao (V);

E° = potencial padrao (V);

n = numero de elétrons transferidos na semi-reacao (adimensional);

Q = quociente de reacao (adimensional).

Sabendo-se que a diferenca de potencial minima em um sistema reversivel com
transferéncia de 1 elétron é de aproximadamente 59 mV, valores similares indicam que a
superficie do eletrodo de trabalho esta limpa e permite a reversibilidade do par Fe**/Fe?*
(MACHADO, 2014). A VC classica desse sistema pode ser vista na Figura 8A. Na curva em
preto estd a resposta em K4Fe(CN)s em KCl e em vermelho a resposta somente em solugdo de
KCl, ndo havendo resposta faradaica, como desejado. Na Figura 8B temos a mesma situagao
para a sonda cationica azul de metileno em KCl e, em vermelho, a resposta somente na solugao
de KCIl. Na Figura 8C, a auséncia também de resposta faradaica em HClO4 na regido de
eletropolimerizagao atesta que dgua deionizada utilizada para o preparo da solucdo, ferricianeto

de potassio, azul de metileno, o HC1O4 e o eletrodo de trabalho estavam livres de contaminantes.
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Figura 8 — Voltamogramas ciclicos em solucgdes (A) K3;Fe(CN)s 5,0mM contendo KCI 0,5 M (—) e em solucdo
contendo apenas KC1 0,5 M (—); (B) azul de metileno 5,0 mM contendo KC1 0,5 M (—) e em solugdo contendo
apenas KC1 0,5 M (—); (C) HC1O4 0,5 M em ECGL.
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Fonte: A autora, 2019.

Outra forma de avaliar o comportamento do eletrodo de trabalho ¢ através de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), em que ¢é aplicado um sinal de pequena
amplitude sobre o eletrodo e sobre o eletrolito suporte (CARVALHO; ANDRADE, 2006).
Nesse sistema, existe uma regido de alta frequéncia representada por um semicirculo € uma
regido de baixa frequéncia, a qual exibe um comportamento linear com inclinagdo aproximada
de 45°. A interpretacao do EIE pode ser feita através do diagrama de Nyquist (Figura 9).

Como esse sistema ¢ constituido por um eletrodo s6lido em contato com uma solugao
liquida, observa-se a contribuicdo da resisténcia da solugdo (Rs), simulada através do circuito
de Randles padrao (Inset Figura 9) em 13,3 Q, um valor excelente levando em consideragao
que as respostas de eletrodos grafite de lapiseira costumam variar entre 4 e 10€2. O semicirculo
presente em frequéncias mais baixas aponta a presenca de uma resisténcia a transferéncia de

carga (Rct) e de capacitancia (Cdl). A Rct representa a resisténcia na transferéncia de carga
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entre analito e eletrodo, na qual Rct = 46,0 Q para ECGLs, um valor aceitavel por ndo ser um
eletrodo convencional. A Cdl ¢ referente a existéncia da dupla camada elétrica dos sistemas
eletroquimicos. Na parte linear do diagrama, o sistema ¢ administrado pelo elemento resistivo

de Warburg (Zw) (RIBEIRO; SOUZA; ABRANTES, 2015).

Figura 9 — Diagrama de Nyquist para EIE de K3;Fe(CN)s 5,0 mM em solucdo KC1 0,5 M sobre EGCL. E =+0,250
V, AE = 10,0 mV, faixa de frequéncia de 10° a 10* Hz. Inset: Circuito equivalente padrio de Randles.
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Fonte: O autor, 2019.

5.2 Eletropolimerizac¢ao do acido 2-hidroxibenzoico

Apds a padronizacao do eletrodo e a verificagdo de sua eficécia, a eletropolimerizagao
foi executada. O voltamograma ciclico da primeira varredura do 2-AHB em meio HC1O4 pode
ser visto na Figura 10.

Um pico de oxidacdo pode ser visto em +1,12 V devido a provavel remog¢ao de um
elétron do atomo de oxigénio do grupo fenol (-OH) presente na molécula de 2-AHB. Nota-se,
também, que nd3o ha um pico de reducdo nessa faixa de potencial, demonstrando tratar
possivelmente de wum processo irreversivel. Esse comportamento ¢ classico da
eletropolimerizacao de derivados fenolicos com a remogado de um elétron formando um cétion-
radical, caracterizado por ser um intermediario instdvel e reagir ativamente com outras
estruturas presentes em solucao. Em contrapartida, sdo encontrados dois picos de redugdo em

+0,85 e +0,40 V na varredura reversa, presentes devido a redugdo dos oligdmeros formados
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durante a polimerizagdo provenientes das reagdes envolvendo os cations-radicais (PROUSEK,

1995). A Figura 11 mostra um voltamograma de 100 varreduras na mesma condicao ja descrita.

Figura 10 — Primeiro ciclo de VC em HCI04 0,25 M com 2-AHB 1 mM, 50 mV.s"' em ECGL.
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Fonte: A autora, 2019.

Figura 11 — Voltamogramas ciclicos de HC1040,25M contendo 2-AHB 1 mM, 50 mV.s™!, 100 varreduras.
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Fonte: A autora, 2019.
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O voltamograma obtido ¢ caracteristico de uma polimerizagio. Em um primeiro
momento, houve uma diminui¢do do pico de oxidagdo de formagao do cation radical conforme
o numero de ciclos aumentava. Dessa forma, esse fenomeno € explicado devido a formagao de
material na superficie do ECGL (nesse caso o polimero), diminuindo a area eletroquimicamente
ativa. H4, ainda o crescimento dos picos de redu¢do/oxida¢ao procedentes dos oligdbmeros. Sao
observados dois pares redox: em +0,85/+0,90 V e em +0,40/+0,41 V. O aumento dos picos esta
diretamente relacionado com o aumento do material na superficie do eletrodo. Assim como
ocorre com o 2-aminofenol (BARBERO; SILBER; SERENO, 1989), o par a +0,85/+0,90 V
pode ser referente a resposta de um derivado similar a fenoxazina (Figura 12), um composto
ciclico intermediario, e o par +0,40/+0,41 V pode ser a resposta referente a oxidagdo e reducao

do polimero.

Figura 12 — Estrutura quimica da fenoxazina.

ZT

Fonte: Wiki, 2014.

5.3 Caracterizacao do poli(2-AHB)

Para a caracterizagdo do poli(2-AHB), os eletrodos modificados foram condicionados
as solucdes padrdes para analisar as diferencas entre ECGL limpo e ECGL modificado (Figura
13). Como pode ser observado, o pico de oxidacdo em +1,12 V do mondmero ndo esta presente,
mostrando que ndo ha resquicios da molécula em solugdo e garantindo que ndo houve
contaminagdo do eletrolito suporte pelo 2-AHB. Por outro lado, os pares redox +0,85/+0,90 e
+0,40/+0,41 V podem ser vistos no eletrodo modificado, provando que realmente houve a

formagdo do material polimérico sobre a superficie do ECGL.
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Figura 13 — Voltamogramas ciclicos de HCIO4 0,25M, 50 mV.s!, sobre (--) eletrodo limpo e (--) eletrodo
modificado com poli(2-AHB).
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Fonte: A autora, 2019.

Observando o comportamento do polimero em meio anidnico (K4Fe(CN)e) e catidnico
(azul de metileno), foi observado a diminuicdo nos valores de corrente (Figura 14). Esse
comportamento ja era esperado em meio anidnico (AZEVEDO; GOULART, 1997) pela
possivel presenca de grupos carboxilicos na malha polimérica, provocando uma repulsao
eletrostatica entre os anions ferricianeto e carboxilato, o que impossibilitou uma caracterizagao
mais precisa. Uma analise mais acurada pode ser feita com o azul de metileno (catidénico), no
qual teoricamente ocorreria atracdo eletrostatica e aumento nos valores de corrente, o que nao
foi observado. Esse comportamento sugere, entdo, que houve formacdo de um material
passivante sobre o ECGL, ou seja, capaz de diminuir o fluxo de elétrons entre o eletrolito
suporte ¢ o eletrodo de trabalho (JR; BIEHL; ANTONINI, 2017). A andlise através da
espectroscopia de impedancia eletroquimica pode ser vista no diagrama de Nyquist (Figura

15).
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Figura 14 — Voltamogramas ciclicos de (A) K4Fe(CN)s 5 mM em KC1 0,5 M e (B) azul de metileno 5 mM em
KCl1 0,5 M sobre (--) eletrodo limpo e (--) eletrodo modificado com poli(2-AHB). A velocidade de varredura em
ambos os casos foi de 100 mV.s..
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Fonte: A autora, 2019.

Em vermelho, tem-se representado a mesma curva da Figura 8, ou seja, do ECGL sem
modificacdo. O eletrodo polimerizado € representado em preto. Com um circuito diferente do
circuito de Randles, devido a formagdo do polimero e a presenga de uma camada sobre a
superficie do eletrodo, a resisténcia a transferéncia de carga Rct2 ¢é caracteristica do filme
polimérico. O valor obtido a partir do circuito € igual a 1338,6 €, um valor relativamente maior
do que o do eletrodo limpo, provando a formacao de um material e possivelmente com

caracteristicas passivantes.

Figura 15 — Diagrama de Nyquist para EIE de KsFe(CN)s 5,0mM em solugdo KCl1 0,5 M sobre EGCL. E =+0,250
V, AE = 10,0 mV, faixa de frequéncia de 10° a 102 Hz sobre (<€) ECGL ¢ (m) ECGL modificado. Inset: circuitos
equivalentes para cada medida.
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5.4 Otimizacao na eletropolimerizacio do acido 2-hidroxibenzoico

Neste estudo, foram feitas otimizagdes na concentracao do monomero, na concentracao
do eletrdlito suporte e no numero de varreduras buscando os melhores valores para a maior
formagao de material na superficie e, assim, poupando tempo com um nimero menor que 0s
tradicionais 100 ciclos realizados e conhecendo o comportamento em solugdes de
concentragoes diferentes. Os valores dos picos anddicos e catodicos obtidos em solugao de
K4Fe(CN)s em KCI e HClO4 foram utilizados para comparagdo. Primeiro, foi avaliado a

concentragdo do mondmero, em que os valores variaram de 0,1 a 10,0 mM (Figura 16).

Figura 16 — Perfil dos picos (-m-) anddico e (-®-) catddico versus concentracdo do mondmero. (A) Solugdo de
ferricianeto de potassio 5 mM em KC1 0,5 M, 100 mV.s™!. (B) Solugdo de 4acido perclorico 0,5 M, 50 mV.s™!
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Como mostrado na Figura 16A, uma linearidade dos picos na solucdo de K4Fe(CN)s
em KCI foi obtida a partir da concentracdo 1,0 mM do acido 2-hidroxibenzoico. Na Figura
16B, o qual mostra os picos em HClO4, notou-se uma maior resposta também na concentragao
de 1,0 mM, sendo esta escolhida para garantir maior eficiéncia na modificacdo dos ECGLs. Em
concentragdes menores do que 1,0 mM, ndo houve uma alteracao significativa da superficie dos
eletrodos com o numero de ciclos aplicados, o que implicaria em mais ciclos e,
consequentemente, mais tempo experimental seria necessario.

Para a otimizagao da concentragdo do eletrdlito suporte os valores variaram de 0,1 a 1,0
M. E perceptivel que a alteragio da concentragio do eletrélito suporte mantendo a mesma
concentracdo do mondémero nao foi significativa (Figura 17). Desta maneira foi escolhida a
concentragdo em que pelo menos estava 100 vezes mais concentrado que o mondmero para

eliminar a contribui¢do da migracao, escolhendo-se 0,25 M.

Figura 17 — Perfil dos picos (-m-) anddico e (-e-) catddico versus concentragdo do acido perclorico. (A) Solugio
de ferricianeto de potassio 5 mM em KC1 0,5 M, 100 mV.s™!. (B) Solugdo de acido percléorico 0,5 M, 50 mV.s.
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A ultima otimizacao foi feita a fim de ter uma maior modificagdo com o minimo de
varreduras possivel. Os valores variaram de 10 a 40 varreduras. Através dos graficos de
K4Fe(CN)s e HC1O4 representados na Figura 18, nota-se que nao hé necessidade de ter mais
do que 40 varreduras. Com certeza ha a possibilidade de formagdo de mais camadas sobre a
superficie com o aumento dos ciclos. Porém, devido principalmente ao possivel efeito
passivante do material, ndo hd uma contribuicdo eletroquimica significativa, ja que 40
varreduras provavelmente ja se configuram como um numero de ciclos nas condigdes
experimentais descritas em que a superficie eletroquimicamente ativa do eletrodo ja estd
completamente recoberta. Assim sendo, 40 varreduras foram selecionadas para a continuagao

do trabalho.

Figura 18 — Perfil dos picos (-m-) anddico e (-e-) catddico versus nimero de varreduras. (A) Solucdo de
ferricianeto de potassio 5 mM em KC1 0,5 M, 100 mV.s™!. (B) Solugdo de acido perclorico 0,5 M, 50 mV.s'.
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5.5 Caracterizacio morfologica do poli(2-AHB)

A técnica de MEV foi utilizada para adquirir maiores informagdes do polimero derivado
de 2-AHB. Em um primeiro momento, a superficie foi analisada com uma ampliagdo apenas de
100x para mostrar a diferenca dos ECGLs em relagdo a eletrodos planares mais comumente
utilizados. O ECGL limpo pode ser observado na Figura 19A, em que hé a presenga de ranhuras
devido a limpeza mecanica feita com lixas d’agua. Na Figura 19B, a parte escura mostra a
por¢ao limpa do eletrodo, enquanto a clara, a por¢cado modificada. Apesar do cuidado para
colocar o ECGL na célula eletroquimica da forma mais linear possivel, ¢ notdria a dificuldade
devido a discrepancia da area polimerizada.

Figura 19 — Micrografias obtidas por MEV. (A) ECGL limpo amplificado em 100x, (B) ECGL modificado com

poli(2-AHB) amplificado em 100x, (C) ECGL limpo amplificado em 5000x e (D) ECGL modificado com poli(2-
AHB) amplificado em 5000x.

.

Fonte: A autora, 2019.



35

A outra ampliagdo foi de 5000x. O ECGL limpo ¢ visto na Figura 19C, em que as
ranhuras provenientes do seu polimento também sdo perceptivas. Na Figura 19D, a
modificagdo do ECGL ¢ bastante notéria. Pode-se constatar, portanto, que a polimerizagao
ocorre de forma homogénea com presenca de algumas elevagdes provenientes da diferenca de

camadas do derivado de 2-AHB.
5.6 Oxidacao do 2-AHB em diferentes pHs

O primeiro estudo para propor um mecanismo de eletropolimerizagdo foi preparando a
solugdo do mondmero em tampao Britton-Robinson (BR), com o pH variando de 2 a 12. Foi
feita, entdo, uma varredura de VC e pode-se montar o grafico do pH da solucao versus potencial

do pico de oxidacdo do mondmero (Figura 20).

Figura 20 — Perfil de potencial de pico versus pH obtidos de voltamogramas ciclicos em solu¢des de tampao
BR 0,4 M contendo 2-AHB 1,0 mM, 50 mV.s™\.
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Fonte: A autora, 2019.

Pode-se observar um deslocamento do pico para valores mais anddicos com o aumento
do pH. Conhecendo a equagdo de Nernst, ja apresentada no item 5.1, e, sabendo que log Q neste

caso pode ser descrito como pH, tem-se que:

H+
E= E°—0,059 (T) pH
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Desse modo, comparando o valor da inclinagdo da reta obtida e o valor de -0,059, ¢é
possivel conhecer a propor¢do prétons/elétrons envolvidos na reacdo (CLARE et al., 2019).
Como a inclinagao corresponde a -0,04467, como mostrado na equagao do grafico da figura 18,
presume-se que ha o mesmo nimero de protons e elétrons envolvidos na oxidagdo do 2-AHB,

por tratar-se de um valor proximo ao encontrado na equagao.

5.7 Oxidacao do 2-AHB em diferentes velocidades de varredura

Estudos sobre a velocidade de varredura foram feitos posteriormente com a finalidade
de conhecer o numero exato de elétrons na rea¢do e entender parte do comportamento
eletroquimico do mondmero da solugio 4cida. A velocidade variou de 5 até 1000 mV.s™!, em
que foram feitas uma varredura de potencial em solugdo HCIO4 contendo 2-AHB para cada
uma delas em sequéncia. Os valores obtidos de potencial de pico e corrente de pico anddicos,
juntamente com os dados utilizados da velocidade de varredura, podem ser utilizados com
algumas formulas para o fim de caracterizagao.

Em processos difusionais, existe uma dependéncia da corrente do pico de oxidagao do
analito com a raiz da velocidade de varredura podendo ser representada linearmente em um
grafico. Essa informagdo ¢ comprovada pela equagdo de Randles-Sevcick (LETHER;

WENSTON, 1987) a seguir:

nFvD
RT

I = 0,4463 nFAC (completa)

1= 2,68 x 10°Vn3ADCv (resumida a 25°C)
Em que:
I = corrente (A)
n = numero de elétrons envolvidos na reagdo (adimensional)
F = constante de Faraday (C.mol™)
A = drea (cm?)
C = concentragio do analito (mol.cm™)
v = velocidade de varredura (V.s™)
D = coeficiente de difusdo (cm2.s™")
R = constante dos gases (J.K™!.mol™)

T = temperatura (K)



37

No caso do 2-AHB, foi inviavel propor uma equacao da reta que represente de forma
acurada a relagdo entre a corrente do pico de oxidagdo do mondmero e a raiz da velocidade
(Figura 21A), dando indicios de nao se tratar de um sistema difusional. Desta forma, foi
montado o grafico da Figura 21B, mostrando os dados obtidos de corrente pela velocidade de
varredura. Com R? muito préximo do valor unitario, pode-se, enfim, considerar o sistema
adsortivo e ndo difusional. Isso faz sentido, pois sabe-se de fato que o mondmero esta sendo
polimerizado e o polimero esta sendo adsorvido na superficie. Os dados apenas corroboram os

experimentos de caracterizagao eletroquimica e morfoldgica.

Figura 21 — (A) Raiz da velocidade de varredura e (B) velocidade de varredura aplicada versus corrente do pico
de oxidagdo do 2-AHB.
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Outra forma de conhecer o tipo de controle existente sobre as reagdes de oxidagdo e
reducdo na eletropolimerizagdo ¢ pela relagdo entre o /og da velocidade de varredura e o log da
corrente do pico de oxidagao do analito. Isso ¢ feito comparando-se o valor obtido da inclinagao
da reta proveniente do estudo com valores pré-estabelecidos: proximos a 0,5 indicam sistemas
difusionais, enquanto proximos a 1 indicam sistemas adsortivos (LAVIRON, 1980). O valor de
0,80655 ¢ proximo de 1, demonstrando se tratar definitivamente de um processo adsortivo, A

Figura 22 ilustra o grafico com os parametros citados.

Figura 22 — Log da velocidade aplicada versus log da corrente do pico de oxidagdo do 2-AHB, velocidades acima
de 60 mV.s! consideradas.
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Fonte: A autora, 2019.

Para descobrir informagdes sobre a reversibilidade do sistema, estabeleceu-se uma
rela¢do entre o potencial e o log da corrente do pico de oxidacdo do 2-AHB (Figura 23). De
acordo com Bard e Faulkner (2001), o coeficiente angular da reta pode ser calculado pelas

equagoes de Tafel:

F : \ 1

a=(1-x) 23RT (se o pico for anddico)
F . \ 1

a=—o (se o pico for catédico)

Em que:
a = coeficiente angular da reta (adimensional)

o = grau de reversibilidade do sistema (adimensional)
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F = constante de Faraday (C.mol™)
R = constante dos gases (J.K-!.mol ™)

T = temperatura (K)

Figura 23 — Potencial do pico de oxidagdo do 2-AHB versus log da corrente do pico de oxidacdo do 2-AHB,
velocidades acima de 175 mV.s™! consideradas.
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Fonte: A autora, 2019.

Como o coeficiente angular ja ¢ conhecido, o o pode ser isolado e encontrado.
Utilizando o Tafel anddico, o« = 0,219, o que indica um modelo muito proximo de irreversivel,
j& que valores tendendo a 0 demostram tendéncias a irreversibilidade, enquanto valores
proximos a 1 sugerem reversibilidade no processo (BARD; FAULKNER, 2001).

Com o grau de reversibilidade do sistema conhecido, ¢ possivel calcular o nimero de
elétrons envolvidos na reagdo por meio da relagdo entre o log da velocidade de varredura e o

potencial do pico de oxidagdo do 2-AHB (LAVIRON, 1979). O coeficiente angular da reta deve

ser igual a:
2,3RT . T
= ico anodi
A—eonF (pico anddico)
—2,3RT ) i
a= 1 atodi
oF (pico catodico)
Em que:

a = coeficiente angular da reta (adimensional)

o = grau de reversibilidade do sistema (adimensional)
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R = constante dos gases (J.K-!.mol ™)
T = temperatura (K)
F = constante de Faraday (C.mol™)

n = numero de elétrons envolvidos na reacao (adimensional)

O gréfico representado na Figura 24 mostra os dados obtidos e a equacdo da reta
correspondente. Isolando-se o nimero de elétrons e substituindo os demais componentes pelos
respectivos valores conhecidos, n = 1,34. Arredondando para o numero natural mais préximo,
conclui-se que hd um elétron envolvido na oxidagdo do mondomero. Como a propor¢ao

calculada em 5.6 foi de 1/1, deduz-se também o envolvimento de um préton.

Figura 24 — Jog da velocidade aplicada versus potencial do pico de oxidacdo do 2-AHB, velocidades acima de
175 mV.s"! consideradas.
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Fonte: A autora, 2019.
5.8 Mecanismo de eletropolimeriza¢io do 2-AHB

Algumas informacgdes ja obtidas anteriormente sdo importantes para propor um
mecanismo de eletropolimerizagdo para o 2-AHB. Sao elas: a presenca do grupo funcional
acido carboxilico (-COOH) livre no filme polimérico e a participagdo de um elétron e um préton
por molécula na reacio. E importante ressaltar que o processo é feito em meio acido e, portanto,
os grupos funcionais presentes no 2-AHB permanecem protonados. A proposta de mecanismo

¢ ilustrada na Figura 25.
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Figura 25 — Proposta de mecanismo para a eletropolimerizagdo do 2-AHB.
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A primeira etapa da reagdo ocorre quando duas moléculas do mondomero perdem um
elétron cada, gerando dois cations-radicais. O anel aromatico do 2-AHB apresenta uma
hidroxila e uma carboxila que correspondem respectivamente a um doador e um retirador de
elétrons. Apesar de a carboxila ser o grupo desativador (meta-dirigente), a hidroxila apresenta
efeito doador por ressonancia (orto e para-dirigentes) e possui a preferéncia na orientacdo da
modificacdo do composto aromatico (CAREY, 2011).

Uma das posigdes orfo da hidroxila esta ocupada pelo grupo carboxilico. A outra
posi¢do orto esta livre, mas apresenta uma pequena barreira estérica frente a possibilidade de
ataques na posicdo para, completamente livre estericamente. Apesar da possibilidade de se ter
em algum momento ataques na posicdo orto, o mecanismo foi proposto levando em
consideragdo o que se acredita ser o produto principal da reacdo. Essa reacdo ocorre
rapidamente devido a instabilidade dos cations-radicais, o que acarreta na liberagdo de dois
protons (um de cada estrutura) e na formagcdo de um dimero. Esse processo ocorre
sucessivamente formando trimeros, tetraimeros e assim por diante, até a obtencao do filme

polimérico.
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O mecanismo esta de acordo com o envolvimento de apenas 1 elétron e 1 préton por
molécula. Como previsto, apresenta os grupos carboxilicos livres e disponiveis para futuras
reagdes quimicas e a configuragdo nao-linear do polimero em conjunto com a possibilidade de
mistura entre material formado com ataques na posicao para a hidroxila (principal) e orto
(secundario) podem ser parte das explicacdes da falta de condutividade (ou aumento da
resisténcia) observada.

Interessante notar que o dimero formado apresenta a possibilidade de mais estruturas de
ressonancia do que o monomero. Isso permite que a remogao de um elétron do dimero ocorra
mais facilmente do que no mondmero, pois o cation-radical gerado ¢ estabilizado por estas
formas adicionais de ressonancia. Essa facilidade ¢ refletida eletroquimicamente, pois os pares
redox obtidos em potenciais mais anddicos significam menor energia necessaria para

oxidacao/reducao da estrutura.

5.9 Estudo da estabilidade do poli(2-AHB)

Um dos problemas na constru¢do de um biossensor funcional tem relacdo com a
estabilidade do sistema, de forma que o dispositivo deve ser capaz de manter a resposta esperada
durante um certo periodo de tempo (MELO, 2008). Ja& conhecendo o perfil voltamétrico do
eletrodo modificado em solugdo K3Fe(CN)s, foram obtidos voltamogramas do dia da
polimerizacao (dia 0) até 60 dias ap6s o processo (Figura 26).

Figura 25 — Perfil dos picos de corrente anoddicos (m) e picos de corrente catédicos (@) por tempo obtidos dos

voltamogramas ciclicos em solugdo K4Fe(CN)s 5 mM em KC1 0,5 M, velocidade de 100 mV.s™!. Pico de corrente
anodico (A) e catodico (V) obtido para o eletrodo limpo.
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Fonte: A autora, 2019.
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Ambos os voltamogramas do eletrodo modificado apresentaram respostas esperadas, de
modo que fica perceptivel a diferenca deles e o ECGL limpo. Isso demonstra que o sistema ¢
funcional tanto no dia da modificagdo, quanto 60 dias apos o procedimento. Ao comparar a
resposta do dia 0 com a do dia 60, nota-se uma pequena diferenca nos valores de corrente,
provavelmente devido a diferenga de area da superficie do eletrodo submersa na solugao de

K3Fe(CN)g, que acaba acontecendo mesmo tomando os devidos cuidados para evita-la.
5.10 Estudo da temperatura de eletropolimeriza¢iao do 2-AHB

Toda reacdo quimica necessita de uma energia minima parar acontecer, esta ¢
denominada energia de ativacdo (BRADY, 1982). De acordo com Azooz, Sayyah e Abd-
ElRehem (2011), dividindo 1 pela temperatura em kelvin e aplicando /og na divisdo da corrente
do pico de oxidagao do 2-AHB pela area do ECGL modificado, obtém-se uma regressao linear

com inclinagdo dada através de uma adaptagao da equacao de Arrhenius:

_ —EA
4= 79,14

Em que:
a = coeficiente angular da reta (adimensional)

EA = energia de ativag¢io (J.mol™)

Como se pode observar na Figura 27, foi possivel obter duas retas com uma intersecao
em comum. Conhecendo coeficiente angular de ambas através das equagdes das retas e isolando
a energia de ativacio, tem-se que EA = 24,56 kJ.mol! em temperaturas entre 6 e 16 °C e EA =
6,31 kJ.mol™! de 21 a 31 °C. No geral, a energia de ativacdo de uma reacio de propagacio entre
radicais durante a polimerizagio ¢ menor que 33 kJ.mol", enquanto reagdes de terminagdo
variam entre 0,95 e 6 kJ.mol! (AZOOZ; SAYYAH; ABD-ELREHEM, 2011). Portanto,
assume-se que a oxidacao do 2-AHB em temperaturas menores que 21 °C sofre uma reagdo de
propagacdo, ao passo que as reacdes terminais ocorrem acima dessa temperatura, levando ao

aumento gradativo da corrente do pico de oxidagdo do mondmero nesse caso.
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Figura 27 — 1/temperatura versus log da divisdo da corrente do pico de oxidacdo do 2-AHB pela area modificada
do ECGL. (--) 6a 16 °C. (--) 21 a 31 °C.
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Fonte: A autora, 2019.

Esses resultados foram muito semelhantes aos encontrados por Chan e colaboradores
(1998), que executaram os mesmos experimentos para a anilina. Nesse estudo, as reagoes de
propaga¢do ocorrem em temperaturas menores que 20 °C, enquanto, acima disso, ocorrem
reacdes de terminagdo na formagao da polianilina.

Apesar de se utilizar a temperatura ambiente para a formacdo dos polimeros (25 °C), o
que configura, pelo experimento, uma rea¢do de terminagdo, a formacao dos polimeros nao foi
afetada drasticamente, porque por se tratar de um processo ciclico, os cétion-radicais sdo

regenerados a cada momento para que a propagacao possa ser realizada.
5.11 Deteccao de 4-nitrofenilfosfato

Até o exato momento, foi provado a formag¢do de um polimero sobre o eletrodo e o
processo de polimerizagao foi otimizado poupando tempo na formacgao para a caracterizagao.
Além disso, foi provado que o mecanismo proposto corrobora com os dados eletroquimicos,
que o material se apresenta estavel por pelo menos 60 dias e que h4 a presenca de grupos
funcionais carboxilicos na estrutura. Desta forma, passamos para o desenvolvimento de um
biossensor enzimatico com a imobilizagcdo da enzima fosfatase alcalina.

A deteccdo foi feita por voltametria de pulso diferencial através da detec¢ao do produto

da catdlise da FA, o 4-nitrofenol. O processo de imobilizacdo enzimatica foi feito de quatro
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formas diferentes: adsor¢do em ECGL limpo, adsor¢do em ECGL modificado com poli(2-
AHB), ligagdo covalente em ECGL ativado com EDC/NHS e ligagcdo covalente em ECGL
modificado com poli(2-AHB) e ativado com EDC/NHS.

Apesar de no item 5.4 ter estabelecido 40 varreduras para a polimerizagdo do 2-AHB,
os resultados obtidos ndo foram satisfatdrios, pois o material passivante impediu drasticamente
a transferéncia eletronica. Trabalhos ja feitos no laboratoério demonstram que 10 varreduras sao
suficientes na aplicagdo de um biossensor, sendo entdo, a quantidade utilizada e apresentada na

Figura 28 quando foi necessario a modificagao do ECGL antes da imobilizagao do FA.

Figura 28 — Voltamogramas de VPD sobre ECGL limpo contendo a enzima fosfatase alcalina (5 U) imobilizada
por adsorgao ( ), imobilizada por ligagdo covalente através de EDC/NHS ( ), ECGL com poli(2-AHB)
com enzima imobilizada por adsor¢do ( ) e imobilizada por ligagdo covalente através de EDC/NHS (—)
em solugdo contendo 1,0 mM de 4-nitrofenilfosfato em tampao TRIS-HC1 0,1 M, pH 9, 10 mV.s™!.
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Fonte: A autora, 2019.

Nota-se uma maior resposta da detec¢do do 4-nitrofenilfosfato através de ligagao
covalente em ECGL modificado com poli(2-AHB), o que pressupde uma maior quantidade de
enzima imobilizada. Esse resultado mostra que a presenga dos grupos acidos carboxilicos
disponiveis no filme polimérico e sua ativacao através de EDC/NHS promovem uma melhor e
mais forte interagdo com a enzima em comparagao aos demais sistemas testados.

O trabalho tem agora como perspectiva a otimiza¢do do nimero de varreduras (menor
que 40) para melhor resposta de detec¢do, estudo de pH 6timo, tempo de imobilizacdo da

enzima e curvas de calibragdo para poder ser aplicado na detec¢do de pesticidas.
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6 CONCLUSAO

Dado ao exposto, foi possivel modificar o eletrodo carbono grafite de lapiseira com
poli(2-AHB) e caracterizar o material formado através de técnicas eletroquimicas e
microscopicas. A diminuic¢ao da resposta do ECGL modificado nas solugdes de ferricianeto de
potassio e azul de metileno demonstra um material ndo condutor. Essa caracteristica ¢ ainda
reforgada através de EIE, o qual comprovou o aumento da resisténcia da transferéncia de carga
entre o eletrodo de trabalho e a solugéo.

Com as respostas em acido perclorico, foi possivel descartar a hipotese de resquicios do
mondémero sobre a superficie do ECGL, além de mostrar dois pares redox presentes na
eletropolimerizacdo. As micrografias por MEV evidenciam uma formacdo homogénea do
material com presencga de camadas.

Foi possivel obter as melhores concentragdes do monomero e do eletrolito suporte (1
mM e 0,25 M respectivamente) ¢ perceber a estabilizagdo da resposta do filme polimérico em
40 varreduras na otimizagao. Através dos experimentos de variagdo de pH e de velocidade de
varredura caracterizou-se o sistema como irreversivel e o mecanismo de ag¢do foi proposto,
envolvendo um elétron e um préton.

Os estudos de temperatura puderam dar informagdes sobre a energia de ativagdo e o tipo
de reagdo da eletropolimerizagdo, sendo de propaga¢do em temperaturas inferiores a 21 °C,
enquanto, acima disso, ocorrem reacdes de terminacdo. O estudo de estabilidade mostrou que
o polimero mantém a resposta esperada ap6s 60 dias.

A imobilizagao da enzima pode ser feita com €xito nos quatro sistemas, porém a resposta
mais alta ocorre com ligacdo covalente através de EDC/NHS em eletrodo de trabalho
modificado. Sendo assim, o biossensor em desenvolvimento podera ser utilizado futuramente

para a detec¢ao de pesticidas organofosforados.
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