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Resumo iv

Este trabalho relata estudos da eletropolimerizacdo de &acido 2-
hidroxifenilacético (2-HFA) sobre eletrodos de grafite visando a imobilizacdo de
biomoléculas para a construgdo de biossensores. O filme polimérico formado
sobre o eletrodo de grafite foi caracterizado piezelétrica, espectroscopica,
morfologica e eletroguimicamente. As analises indicaram um aumento na area
relativa dos picos de oxi-reducao, sugerindo formacao de um filme polimérico
com maior area superficial para o eletrodo modificado com 2-HFA formado a 20
mV.s?, se comparado aos filmes formados em diferentes velocidades de
varredura. Foram realizados experimentos de formacéo de filme polimérico em
diferentes valores de pH da solucdo monomérica pelo fato do monémero
apresentar diferentes estados de protonacdo dos grupamentos fenol e
carboxila de acordo com o pH do meio. Estes estudos indicaram que a
preparacdo do polimero em meio acido favorece a formacédo de um material
com caracteristicas condutoras. Os polimeros formados em diferentes valores
de pH apresentam duas ondas de oxidagdo e duas de reducéo, resultado
comum a todos os estudos realizados. Andlises de microscopia de forca
atbmica mostraram que os filmes formados em diferentes valores de pH
apresentam caracteristicas morfologicas distintas. As analises piezelétricas
indicaram que durante a preparacdo do polimero em meio acido ocorreu um
aumento linear de massa chegando a um valor de 477,60 ng de material
depositado sobre o eletrodo, ao final de 20 varreduras de potencial. O poli(2-
HFA) bem como o 2-HFA apresentam alta intensidade de fluorescéncia, e
ocorre um deslocamento batocrémico quando compara-se 0 mondmero ao
polimero, indicando a formacdo de uma cadeia polimérica com maior extensédo
de conjugacado. Os dados de FTIR sugerem que a eletropolimeriza¢do produz
um polimero com um atomo de oxigénio do grupo hidroxila de fenol formando a
ligacdo entre o0s anéis aromaticos. O poli(2-HFA) apresentou
biocompatibilidade para imobilizacdo da enzima horseradish peroxidase (HRP),
pois os eletrodos que ndao continham filme polimérico ndo retiveram a enzima
durante as analises em fluxo, ja os eletrodos modificados com o filme
polimérico, contendo a enzima foram estaveis por mais de vinte injecdes. Para
a imobilizacdo de HRP foi necessario submeter o eletrodo a um potencial de
reducdo para melhorar a resposta de incorporacdo e minimizar a lixiviagdo. O
eletrodo modificado com poli(2-HFA)/HRP apresentou resposta em presenca
de guaiacol com limite de deteccdo foi de 1,89 mmolL™® e limite de
quantificacdo de 6,31 mmol.L™". Os resultados mostraram que este biossensor
pode ser usado também em analises de perdoxido de hidrogénio além de
analises de derivados fendlicos.
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This work reports studies on the 2-hydroxyphenylacetic acid (2-HPA)
electropolymerization over graphite electrodes in order to biomolecule
immobilization for biosensor construction. The polymeric film formed over the
graphite electrode was characterized piezoelectrically, spectroscopically,
morphologically and electrochemically. The analysis pointed a redox peak
relative area increase, suggesting a polymeric film formation with larger surface
area for the 2-HPA modified electrode formed at 20mv.s™, comparing to films
formed in different scan rates. Polymeric films formation experiments were
performed at different pH values from the monomeric solution due the monomer
present different protonation states of phenol and carboxyl groups according the
medium pH. These studies pointed that the polymer prepared in acid conditions
favors the formation of a material with conductive properties. The polymers
formed at different pH values presented two oxidation and two reduction waves,
ordinary result to all studies performed. Analysis of atomic force microscopy
showed that the films formed at different pH values show distinct morphological
characteristics. The piezoelectric analysis pointed that during the polymer
preparation in acid medium, a linear mass increase occurred, reaching a
deposit material mass over the electrode of 477,60 ng at the end of 20 cycles.
Poly(2-HPA) as well 2-HPA presented fluorescence high intensity and a
bathochromic shift from the monomer to the polymer, pointing a polymeric chain
formation with larger conjugation extent. The FTIR data suggests that
electropolymerization produces a polymer with an oxygen atom from phenol
hydroxyl group forming the bond between the aromatic rings. Poly(2-HPA)
presented biocompatibility for horseradish peroxidase (HRP) enzyme
immobilization since the bare graphite electrodes did not retained it during the
flow analysis. However the polymeric film modified electrode containing the
enzyme was stable for more than twenty injections. For HRP immobilization it
was necessary to drive the electrode at a reduction potential in order to improve
the incorporation response and minimize lixiviation. The poly(2-HPA)/HRP
modified electrode presented response in guaiacol presence with detection limit
of 1.89 mmol.L™* and quantification limit of 6.31 mmol.L™. The results showed
that the biosensor can also be used in hydrogen peroxide analysis beyond the
phenolic derivatives analysis.
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1.1 CELULA ELETROQUIMICA

Uma célula eletroquimica é um dispositivo no qual se processam
reacOes quimicas de Oxido-reducdo, de modo que as reacdes de oxidacdo e
reducdo ocorram separadamente. A reacdo de oxidacdo se processa sobre o
anodo e a de reducdo sobre o catodo (Loretta Jones, 2006). Tais elementos,
anodo e catodo, sdo chamados de eletrodos, 0os quais sdo conectados entre Si
através de um circuito elétrico externo e as reacdes que se processam em
cada eletrodo sdo chamadas semi-reacdes de oxidacdo e reducdo. Os elétrons
gerados através de uma semi-reacdo sobre um eletrodo atravessam o circuito
externo em direcdo ao outro eletrodo e sdo consumidos sobre a sua superficie
pela outra semi-reacao. Isto ocorre por causa da diferenca de potencial entre
os dois eletrodos, devido as semi-reacdes que se processam sobre eles. O
balanco global de elétrons é nulo e a reacdo global da célula € a soma das
semi-reacdes em cada eletrodo (Douglas Skoog, 2005).

Uma célula eletroquimica é chamada galvanica quando a reagado que se
processa € espontanea e eletrolitica quando a reacdo é forcada. Para os
sistemas, o eletrodo onde ocorre a reducdo € o catodo e aquele onde ocorre a
oxidacdo € o anodo. Porém, para a célula galvanica, o catodo é carregado
positivamente enquanto que o anodo é carregado negativamente, devido ao
excesso ou déficit de elétrons causados pelas semi-reacbes que se
processaram sobre o eletrodo. O contrario ocorre para uma ceélula eletrolitica,
onde o catodo € carregado negativamente e o anodo positivamente,
consequéncia da aplicacdo dos potenciais necessarios para a efetivacdo da
reacao global da célula (Brett, 1996).

Geralmente, os compartimentos dos dois eletrodos (trabalho e
referéncia) sdo separados quando ocorre interferéncia de uma semi-reagado
sobre a outra reacdo. Quando isto ndo ocorre, ndo € necessaria a separacao
dos compartimentos, mas se ocorre interferéncia, € necessaria a separacéo
das solugbes, envolta de cada eletrodo, em diferentes compartimentos
chamados de semi-células. Os eletrodos sé&o colocados em contato elétrico
através de uma ponte salina ou uma membrana semipermeavel para fechar o
circuito da célula global, formada pela soma das semi-reacbes que se

processam em cada semi-célula.
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Para medidas de potencial de uma semi-reacdo, o que se realiza é a
medicdo da diferenca de potencial da célula formada pela semi-célula do
eletrodo onde se processa a semi-reacdo de interesse, o qual é chamado
trabalho, e a semi-célula onde se processa uma semi-reacdo que esta em
equilibrio, a qual ndo apresenta variagdes no potencial durante a medida. O
eletrodo contido na semi-célula em equilibrio € chamada de eletrodo de
referéncia, pois a medida de potencial realizada é feita tomando o seu valor de
equilibrio como referencial (Vogel, 1981).

Um eletrodo de referéncia deve possuir caracteristicas de um sistema
idealmente ndo polarizavel, o qual é caracterizado como um sistema quimico
que ndo apresenta mudancgas em seu potencial devido a passagem de corrente
sobre este. Porém tal sistema ideal ndo existe e deste modo deve-se tentar
minimizar a0 maximo a passagem de corrente por este eletrodo. Para
minimizar a passagem de corrente elétrica pelo eletrodo de referéncia, passou-
se a utilizar células eletroquimicas com trés eletrodos (figural), adicionando-se
a célula um terceiro eletrodo chamado eletrodo auxiliar.

Sobre o eletrodo auxiliar se processa a reacdo complementar & célula
eletroquimica, de maneira que, a transferéncia de elétrons ocorre entre 0s
eletrodos auxiliar e de trabalho. Deste modo as medidas de corrente sdo

realizadas entre estes dois eletrodos.

EA ET ER

Figura 1: Representacdo de uma ceélula eletroquimica com trés eletrodos (ET:
eletrodo de trabalho; EA: eletrodo auxiliar e ER: eletrodo de referéncia).
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1.2 NATUREZA DA SUPERFICIE DOS ELETRODOS E TRANSPORTE DE
MATERIAL

Antes de descrever os modelos que caracterizam a superficie do
eletrodo, € necessario diferenciar os processos faradaicos dos processos
capacitivos. Enquanto que o primeiro € responsavel pela geracdo de uma
corrente devido a transferéncia de cargas de espécies que reagem sobre o
eletrodo, o segundo gera uma corrente que € resultante da acumulagdo de
cargas, proveniente de ions inertes atraidos pelo campo elétrico resultante do
potencial aplicado ao eletrodo.

O modelo que descreve a natureza da superficie dos eletrodos é o da
dupla camada elétrica (Yoon, Jang et al., 2005). Para tal existem diversos
modelos 0s quais sdo mais complexos ou mais simplificados a medida que sao
considerados diversos efeitos sobre este sistema. O modelo mais simples € o
de Helmholtz, o qual propde que a partir da interface eletrodo solugcdo em
direcéo ao seio da solugéo existe uma queda de potencial linear em funcéo da
distancia, até um ponto onde n&o ocorre diminuicdo significativa do potencial

no interior da solucao (figura 2).
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Figura 2: Visdo qualitativa da dupla camada elétrica. PIH — plano interno de
Helmholtz; PEH — plano externo de Helmholtz: x; — espessura da camada
interna e x, espessura da camada externa. ¢y — potencial do metal (Agostinho,
Villamil et al., 2004).
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Tal modelo assim funciona, pois tem como base o sistema de um
capacitor, formado pelas cargas na superficie do eletrodo e as cargas dos ions
adjacentes a esta superficie devido a atracdo eletrostética, separadas pelo raio
dos ions adjacentes a superficie do eletrodo. Deste modo a queda de potencial
ocorre até o valor do raio dos ions atraidos pela carga do eletrodo. No modelo
de Helmholtz a distancia do eletrodo a solugdo, caracterizada pelo raio dos
ions adjacentes a este, € denominada de plano de Helmholtz (PH), o qual é a
maxima distancia onde ocorre uma queda linear do potencial do eletrodo em
direcéo a solucdo. Porém tal modelo ndo leva em consideracéo o fato de que
moléculas do solvente, devido a sua polaridade, também podem estar atraidas
pela superficie do eletrodo e que os ions adjacentes ao eletrodo, que ali
permanecem devido a sua carga, podem estar solvatados ou ndo. Desta forma,
foram desenvolvidos modelos os quais sédo diferenciados o0s ions
especificamente adsorvidos sobre a superficie do eletrodo daqueles nédo
especificamente adsorvidos. Os ions especificamente adsorvidos apresentam-
se nao solvatados e enquanto que 0s ndo especificamente adsorvidos
possuem uma camada de moléculas de solvente ao seu redor, devido a carga
do ion (Myland e Oldham, 2005).

Com isso, os novos modelos desenvolvidos passaram a ser chamados
de modelos da dupla camada elétrica (figura3), pois passaram a considerar
dois planos paralelos ao eletrodo, o primeiro formado pelas camadas de ions
especificamente adsorvidos, denominada plano interno de Helmholtz (PIH),
caracterizado pelo raio desses ions e moléculas do solvente, e o segundo
formado pelas camadas de ions ndo especificamente adsorvidos, denominada
plano externo de Helmholtz (PEH) (Kisza, 2006), caracterizado pelo raio dos
ions solvatados adjacentes ao eletrodo. O modelo de dupla camada elétrica é
encarado como um sistema de dois capacitores em série, 0 primeiro formado
pelas cargas dos ions especificamente adsorvidos e o segundo pelas somas
das cargas dos ions difusos no interior da solucdo, partindo do PEH. O
conhecimento das caracteristicas da superficie do eletrodo é baseado nas
propriedades capacitivas desta superficie. Tal teoria é importante para o
entendimento dos processos faradaicos, pois o estudo de reacdes de
transferéncia de cargas depende da polarizagdo da superficie do eletrodo
(Girotto e De Paoli, 1999).
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DCE

Figura 3: Dupla camada elétrica formada na superficie do eletrodo como
resultado do potencial aplicado. (d, a d;) camada interna compacta e (d; a dy)

camada difusa

O modelo que descreve o processo faraddico é baseado nos
sobrepotenciais de superficie, o qual é o valor de potencial elétrico necessario
para a transferéncia de elétrons entre a superficie e moléculas adjacentes
sobre esta, de modo que este valor € o potencial onde se inicia a reacao de
oxidacao ou reducdo de uma dada substancia sobre o eletrodo.

Sabe-se que, para um determinado composto sofrer processos
faradaicos de transferéncia de cargas, € preciso que atinja a superficie do
eletrodo. Desta forma, o transporte € uma varidvel muito importante para a
efetivacdo de uma reacdo de 6xido-reducdo sobre a superficie de um eletrodo
(Girotto e De Paoli, 1999).

Existem basicamente trés tipos de processos de transporte de material
até a superficie do eletrodo, os quais sdo: migracdo, conveccao e difusdo. O
primeiro ocorre devido a atracdo de particulas carregadas pelo campo elétrico
formado pela carga do eletrodo, o segundo devido a qualquer movimentacéo
do fluido no interior da célula e o terceiro por um processo de diminuicdo de
potencial quimico devido a diferencas de concentracéo de determinada espécie
entre a superficie do eletrodo e o seio da solugédo (Vorotyntsev, Badiali et al.,
1996; Freger e Bason, 2007).

O primeiro efeito (migracdo) é evitado através do uso de uma
concentracdo de eletrélito de suporte com concentragdo muito superior

(tipicamente 100 x) a da espécie eletroativa. A convecgao forgada é util em
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situacdes onde o processo de difusdo é muito lento e quando é necessario
fornecer espécies eletroativas até a superficie do eletrodo a uma taxa mais
alta, (especialmente em casos de andlises envolvendo baixas concentragdes).
No entanto € importante ter em mente que 0S processos convectivos nem
sempre sdo extremamente reprodutiveis e que, por outro lado, eliminacdo da
conveccdo nunca € total, pois flutuacdes de temperatura jA proporcionam
processos de convecgao (Scrosati, 1993).

O processo de difusdo ocorre por um efeito de diferenca de
concentracfes de uma espécie entre por¢cdes da solucdo, de maneira que isso
irA proporcionar o0 transporte das espécies a superficie do eletrodo,
independentemente da carga da molécula (Tang, 1999). Para muitas
aplicacdes voltamétricas, busca-se eliminar (ou melhor, minimizar ao maximo)
a conveccdo e a migracdo, de forma que O processo passe a ser
preponderantemente governado por difusdo, condicdo prevista nas equagdes
disponiveis para o tratamento dos dados experimentais (Bard, 2000).

Para processos conduzidos em presenca de conveccdo a principal
vantagem é que a quantidade de material que atinge o eletrodo € muito grande.
A utilizacdo de sistemas em fluxo (FIA — flow injection analysis) favorecem o
transporte por conveccdo em formas de aumentar o transporte com um a
reprodutibilidade maior que com agitacdo convencional.

Outro fator a ser considerado para o controle dos processos faradaicos &
a cinética da transferéncia de elétrons, que depende do potencial aplicado ao
eletrodo. Apdés ser atingido um valor de potencial onde a reacdo se processa,
ocorre um aumento do sinal de corrente em consequéncia dos processos de
transferéncia de elétrons. Tal processo torna-se mais efetivo a medida que se
aumenta o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho. Este efeito ocorre até ser
atingido um potencial, onde ndo mais sdo verificados aumento da corrente
observada em funcao do potencial aplicado ao eletrodo. Nesta condig&o, todo o
material que alcanca a superficie do eletrodo é instantaneamente oxidado ou

reduzido. Isto caracteriza a condigcdo onde o processo é controlado apenas

pelo transporte de material (Bard, 2000).
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1.3 VOLTAMETRIA CICLICA

A voltametria ciclica € umas das técnicas mais utilizadas para adquirir
informacdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos (De La Escosura-
Mufiz, Ambrosi et al.2008), pois apesar de nem sempre fornecer resultados
com elevada sensibilidade, permite que se obtenha rapidamente informacdes
sobre um sistema eletroquimico (Svirskis, Travas-Sejdic et al.2010). A causa
de sua menor sensibilidade (comparada com outras técnicas voltamétricas) € a
variacdo continua do potencial aplicado. Ao ser variado o potencial, gera-se
corrente capacitiva, que vai se somar & corrente faradaica. Em baixas
concentracbes de analito, a contribuicdo da corrente capacitiva se torna
significativa e como ndo pode ser distinguida da faradaica, inviabiliza a andlise.

As técnicas voltamétricas geralmente envolvem a aplicacdo de uma
perturbacdo de potencial a um eletrodo (na forma de uma rampa linear de
potencial). Um voltamograma ciclico indica em que regido de potencial
determinada reacdo redox (compostos eletroativos) ira ocorrer. A técnica
também fornece outras informacdes a respeito de um sistema, como: se 0
processo é reversivel, o nimero de elétrons envolvidos no processo, se ocorre
a formacao de espécies intermediarias (Xu, Chen et al.2010), etc.

Para utilizacdo das técnicas voltamétricas, necessita-se de um
potenciostato ou galvanostato (Wu, Yuan et al., 2008). Além disso, se utiliza
uma célula composta por um sistema de trés eletrodos: um de trabalho (ET),
um de referéncia (ER) e um auxiliar (EA), mergulhados em uma solucdo em
repouso na presenca ou auséncia de oxigénio (geralmente eliminado por
borbulhamento de N, ou Ar). O eletrodo mais importante, onde ocorre a reacao
de interesse, é o de trabalho, que pode ser constituido de diferentes materiais,
dentre os quais, as varias formas de carbono (carbono vitreo, pirolitico,
diamante, nanotubos e p6 de grafite) e os metais nobres (ouro, platina), que
apresentam faixa de trabalho mais ampla. Metais menos nobres (cobre, niquel,
cobalto...) e outros podem ser utilizados para determinadas aplicagdes. O
eletrodo auxiliar (construido geralmente por material inerte, na maioria das
vezes platina) deve ter area superior a do eletrodo de trabalho e tem a fungéo
de fornecer a corrente necessaria para sustentar a reacdo. O eletrodo de

referéncia tem o papel de monitorar o potencial aplicado pelo eletrodo de
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trabalho. Dessa forma, o ER ndo pode sofrer alteracbes de potencial
resultantes do fluxo de corrente. Nos potenciostatos modernos, a elevada
resisténcia do circuito evita um fluxo de corrente significativo através do
eletrodo de referéncia e a consequiente alteracdo de seu potencial.

A forma de aplicacdo do potencial na voltametria ciclica esta
representada na Figura 4, o potencial € varrido linearmente com o tempo no
eletrodo de trabalho, em uma solugdo sem agitacdo, usando um potencial em
forma de triangulo (Figura 4a). Dependendo da informacédo desejada, simples
ou multiplos ciclos podem ser utilizados. Durante a varredura do potencial, o
potenciostato mede a corrente resultante desta corrente versus o potencial
aplicado (Figura 4b). Os processos redox que acontecem no ET s&o
representados tanto por correntes de picos anodicos (Ip,a) e catodicos (Ip,c)
quanto por potenciais de picos anddicos (Ep,a) e catodicos (Ep,c). A tabela 1
mostra a definicdo desses parametros.

A Figura 4 mostra 0 esquema representativo de um experimento de
voltametria ciclica.
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Figura 4: (A) Variagao linear do potencial no tempo, com inversdes periédicas(1). (B)

Resposta de corrente—potencial na voltametria ciclica.

Tabela 1. Parametros importantes considerados em voltametria ciclica.

Termo definicao

Ep.a Potencial de pico anddico. Potencial no qual a corrente anddica apresenta seu valor mais alto.
Ip,a Corrente de pico anddica. O valor mais alto de corrente anddica.
Ep.c Potencial de pico catadico. Potencial no qual a corrente catodica apresenta seu valor mais alto.

Ip,c Corrente de pico catédico. O valor mais alto da corrente catédica.
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1.4 ELETRODOS MODIFICADOS (EMs)

Para melhorar a reatividade e seletividade dos eletrodos classicos
(carbono, platina, metais, etc), foram desenvolvidos métodos para imobilizar
espécies com diferentes atividades cataliticas na superficie destes eletrodos
(Oni, Diab et al., 2005; Hajjizadeh, Jabbari et al., 2008; Silva, Ferreira et al.,
2009). Estes novos e diferenciados eletrodos receberam a denominacao de
eletrodos quimicamente modificados por Murray e col. na década de 70
(Murray, Moses et al., 1975). Esta modificacdo da superficie objetiva pré-
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solucéao,
como forma de alterar sua reatividade e seletividade, ampliando o
desenvolvimento de eletrodos para varios fins e aplicacfes. Dentre elas estdo a
catalise de reacbes orgéanicas e inorganicas, transferéncia de elétrons em
moléculas de interesse, desenvolvimento de sensores e biossensores, dentre
outras (Villarreal, Morales et al., 2001; Brito-Madurro, Ferreira et al., 2007; De
Castro, Vieira et al., 2008; Huang, Xu et al., 2009).

Os Ems apresentam vantagens dentre estas destaca-se interacdes
seletivas e pré-concentracdo de analito na camada modificadora, eletrocatalise
de reacdes redox de um analito com transferéncia lenta de elétrons sobre o
eletrodo base, permesseletividade com uso de membranas para inibir
interferentes eletroativos, detec¢ao eletroquimica de analitos i6nicos nao-redox,
incorporacdo de biomoléculas, particularmente enzimas, no desenvolvimento
de biossensores, incorporacdo de monocamadas em grupamentos pré-
definidos em eletrodos auto arranjados, bem como a incorporacdo de
bicamadas lipidicas e monocamadas fosfolipidicas, explorando a
permeabilidade destas membranas biolégicas. Em termos analiticos, a
sensibilidade e seletividade de uma determinagéo podem ser aumentadas com
a utilizacdo de um EMs para que seu emprego seja justificado (Silva, Ferreira
et al., 2009).

A modificacdo dos eletrodos pode ser feita através de: ligacdo covalente,
onde o modificador é ligado covalentemente ao substrato; adsor¢cdo, onde o
eletrodo é exposto a uma solucéo contendo o agente modificador; imobilizac&o
por oclusédo, imobilizando o agente modificador através da oclusdo em gel;

materiais compdésitos, que sdo formados pela combinacdo de duas ou mais
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fases de diferentes naturezas; uso de filmes poliméricos, os quais séo
eletrogerados na superficie do eletrodo, e podem ter diferentes caracteristicas
(Mohan e Prakash 2010; Oliveira, Vieira et al.,, 2010; Ferreira, Boodts et al.,
2008; Franco, D. L., Afonso, A. S. et al., 2008; Silva, Vieira et al., 2008; Silva,
Ferreira et al., 2008).

Na literatura encontram-se técnicas de recobrimento da superficie do
eletrodo com filmes poliméricos (Chen, Burrell et al., 2002; Luo, Killard et al.,
2006; Ates e Sarac, 2009), os quais permitem a imobilizacdo de muitas
monocamadas da espécie ativa na superficie modificada, ampliando
consideravelmente a resposta eletroquimica. Desta forma, filmes poliméricos
tém sido usados na modificacdo de eletrodos no desenvolvimento de sensores
para proteger a superficie dos eletrodos de impurezas, bloquear interferentes,
imobilizar biocomponentes, incorporar mediadores e fornecer
biocompatibilidade (Lakard, Herlem et al., 2008).

Devido as diferentes caracteristicas dos polimeros, pode-se
explora-las de acordo com o interesse. Polimeros condutores sdo amplamente
usados devido a caracteristica de aumentar a velocidade de transferéncia de
elétrons (Ko, Park et al., 2002; Biallozor e Kupniewska, 2005).

Polimeros ndo condutores apresentam alta resistividade e podem ser
preparados por eletropolimerizacédo. O crescimento de tais polimeros € limitado
e o filme formado é muito mais fino que os tipicos condutores. Devido a
espessura limitada (cerca de 10-100 nm) substratos e produtos se difundem
rapidamente diminuindo o tempo de resposta. Esses filmes sao
permesseletivos e podem ser usados evitar espécies interferentes ou
contaminantes na superficie do eletrodo. Rapida resposta e alta seletividade
podem ser esperadas de um sensor baseado em polimeros ndo condutores
(Palmisano, Centonze et al., 1993; Curulli, Kelly et al., 1998; Yuging, Jianrong
et al., 2004; Ozalp-Yaman, Bastlirkmen et al., 2005).

1.5 POLIMEROS INTRINSECAMENTE CONDUTORES

Uma nova classe de polimeros conhecida como polimeros
intrinsecamente condutores (PIC) (Schultze, Morgenstern et al., 1999; Pron e

Rannou, 2002), ou polimeros conjugados, estd sendo estudada devido as
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interessantes propriedades elétricas e 6pticas (Han, Qiu et al., 2006) que vém
suprir diversas demandas das areas de microeletrénica, quimica analitica,
biotecnologia, entre outras. A conducdo elétrica ocorre pelo fendmeno de
conjugacao de ligacbes duplas (Riess, 2000), resultando na sobreposicao de
seus orbitais moleculares parcialmente preenchidos e permitindo o livre
movimento dos elétrons entre estas lacunas (Pron e Rannou, 2002).

Os polimeros condutores sdo conhecidos em aplicacdes fisicas e fisico-
guimicas, como inibidores de corrosdo, capacitores compactos, revestimento
eletrostatico, protecdo eletromagnética de computadores, entre outras (Tang,
Kitani et al., 1995; Ates e Sarac, 2009). Devido a algumas vantagens como
baixo custo, capacidade de exclusdo de interferentes, alta velocidade de
transferéncia de elétrons e facilidade de deposi¢cdo na superficie eletrédica do
sensor (Rajesh, Bisht et al., 2005) os PIC’s tem sido intensamente utilizados
para a confeccdo de sensores (Xia, Wei et al.,2010 ; Adhikari e Majumdar,
2004). Juntamente com a moderna instrumentagdo eletroquimica disponivel
atualmente, a associagao dos PIC’s aos eletrodos quimicamente modificados
resulta em sensores com elevada seletividade e sensibilidade (Ojani, Raoof et
al., 2004).

1.5.1 HISTORICO

As pesquisas sobre polimeros condutores intensificaram-se em 1975
(Stenger-Smith, 1998; Gerard, Chaubey et al., 2002). A descoberta do
poliacetileno dopado, o qual € considerado o marco inicial dos PIC’s, iniciou-se
em 1974, quando este polimero — comumente conhecido como um pé preto —
foi sintetizado via catalise com catalisadores do tipo Ziegler-Natta (Sahin,
Pekmez et al., 2002), formando um filme de aparéncia metalica (Stenger-Smith,
1998; Pron e Rannou, 2002). Apesar disto, as propriedades condutoras ndo
chegaram a obter alteracdes significativas. No entanto, em 1977 Shirakawa,
MacDiarmid e Heeger (MacDiarmid, Shirakawa et al., 1977) descobriram que a
oxidagcdo com vapor de cloro, bromo ou iodo tornou o filme de acetileno dez
vezes mais condutor do que o original (Guimard, Gomez et al.2007; Pron e
Rannou, 2002). Este tratamento com halogénios foi chamado de “doping”
(dopagem) pela analogia com a dopagem de semicondutores. A forma

“‘dopada” do poliacetileno chegou a uma condutividade de 10 Siemens por
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metro (S.m™), um valor maior do que qualquer outro polimero conhecido. Como
comparacao, o teflon apresenta uma condutividade de 10*® S.m™ enquanto a
prata e o cobre 108 S.m™, como mostra a Figura 5:

< Polimeros Conjugados >

semi-
condutores

isolantes metais

o T T T T T T
A R D S DR T D SR O O |
Condistvidade " 10° 10° 10 10 10 10

teflon diamante vidro silica germanio cobre
ferro

Figura 5: Condutividade de polimeros condutores em comparagcdo com outros

materiais.

Em 1979 Diaz e colaboradores (Diaz e Kanazawa, 1979)
eletrodepositaram um filme de polipirrol de boa resisténcia mecanica e com
condutividades elétricas muito mais altas (100 S.cm™) e excelente estabilidade
ao ar abrindo o caminho para intensivas sinteses e estudos de uma nova
classe de materiais, 0s polimeros condutores heterociclicos e aromaticos (Diaz,
Vallejo et al., 1981; Ahuja, Mir et al., 2007).

Na década de 80 estudos de polimeriza¢do anddica (Joachim, Shamsher
et al., 1983) estenderam-se para outros mondmeros heterociclicos como o
politiofeno, polifurano, entre outros (Frank, 1981). Entre estes, o0 mais estudado
€ o politiofeno, por sua estabilidade ao ar e a agua, tendo aplicacbes em
dispositivos Opticos e baterias secundarias.

No mesmo periodo houve o primeiro grande interesse sobre a
polianilina, quando Diaz e colaboradores (Diaz e Logan, 1980) conseguiram
deposita-la sobre platina como um filme fino e, assim, algumas propriedades
foram estudadas, tais como, a eletroatividade e o eletrocromismo. A polianilina
e seus derivados sdo hoje em dia muito estudados, pois estes podem ser
dopados por processos ndo redox e por possuirem diferentes estados de

oxidacdo, como as formas esmeraldina, pernigranilina e leucoesmeraldina.
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1.5.2 MECANISMO DE CONDUCAO

O mecanismo da condugdo em alguns polimeros € muito complexo, ja
gue um mesmo material pode exibir uma condutividade dentro de uma escala
de até quinze ordens de valor e muitos envolvem diferentes mecanismos
dentro de regimes diferentes (Gerard, Chaubey et al., 2002; Bhadra, Khastgir et
al., 2009).

Em geral, os PIC’s apresentam uma configuragdo de ligagdes
conjugadas (Han, Qiu et al., 2006) — ligacbes simples e duplas alternadas ao
longo das cadeias — responsavel pelo processo de conducao eletrbnica. Além
da condutividade elétrica, estes elétrons alternados s&o responsaveis por
outras propriedades, como baixa energia de transicéo o6tica, baixo potencial de
ionizacdo e alta afinidade elétrica. Devido a isto, os PIC's sdo também
chamados de "metais sintéticos" (MacDiarmid, 2001), e tém sido utilizados em
eletrocatalise, separacdo por membranas e cromatografia, porém a aplicacdo
destes na modificacdo de eletrodos convencionais criou novas possibilidades
no desenvolvimento de sensores.

A origem da condutividade dos polimeros vem dos estados de oxidacdo
e reducdo, nestes estados ha perda ou ganho de elétrons nas estruturas dos
polimeros. Quando os polimeros estdo eletricamente carregados, 0 contra-ions
da solucdo eletrolitica entra na cadeia polimérica produzindo uma
eletroneutralidade. Nos polimeros condutores os transportadores de carga sao
gerados dentro da cadeia do polimero e os contra-ions, sdo denominados
dopantes (Pron e Rannou, 2002).

O modelo de conducdo em polimeros condutores aceito atualmente € o
gue envolve a formacao de poélarons e bipdlarons (figura 6), isto €, a formacao
de niveis de energia entre as bandas de conducéo e de valéncia. Neste modelo
0s polarons e bipdlarons estéo livres para apresentarem movimentos ao longo
da cadeia do polimero, resultando desta forma em condutividade eletronica.

Quando o nivel de oxidacdo € aumentado pelo aumento da diferenca de
potencial aplicado, quando da polimerizagédo eletroquimica, a concentracdo de
polarons aumenta, ficando muito préximos, aumentando a chance de formarem
bipdlarons. Neste ponto do processo de oxidagdo, a condutividade aumenta
acentuadamente. Isto ocorre porgue as componentes do radical do pélaron se

combinam formando a ligacédo 11, e entdo as cargas positivas alcangam uma
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mobilidade muito alta dentro da cadeia. Para baixos niveis de oxidacéo, forcas
couldmbicas de repulsdo dos poélarons carregados positivamente previnem a
combinacao dos radicais que poderiam levar ao bipolaron.
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Figura 6: Estrutura para o polipirrol (A) polimero neutro; (B) pélaron e (C)

bipolaron

1.5.3 SINTESE DE POLIMEROS CONDUTORES

As reagdes de sintese de PIC’s podem ser obtidas via quimica ou
eletroquimica (Guimard, Gomez et al.2007 ; Liu, Ren et al., 2006; Franco,
Diego L., Afonso, André S. et al., 2008). Na sintese quimica a oxidacao é feita
pelo contato com um agente oxidante capaz de produzir um potencial de
oxidacao igual ou superior ao necessario para oxidar o monémero em um meio
adequado. Polimerizacdo induzida quimicamente ndo é muito eficiente no
recobrimento de superficies, pois forma um material de baixa aderéncia ao
contrario do observado na eletropolimerizacdo (Ramanavicius, Ramanaviciene
et al., 2006).

Uma das principais vantagens da sintese quimica € a possibilidade de

obtencdo de grandes quantidades do polimero. Na técnica de
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eletropolimerizacdo, a dopagem ocorre de forma mais uniforme por ser
simultanea a polimerizacéao (Tahir, Alocilja et al., 2005).

A formagéo do filme a partir de polimero condutor em uma superficie
envolve um numero subsequientes de passos. De uma forma geral, pode-se
simplificar o mecanismo de sintese dos PIC’s citando-se as etapas principais
de transporte de difusdo do mondmero a superficie do eletrodo e 0s sucessivos
passos de acoplamentos oxidativos (Gerard, Chaubey et al., 2002):

i. oxidacdo do mon6émero a um cétion radical seguido pelo acoplamento para
formar um dimero (dimerizacao);

ii. oxidagéo eletroquimica dos oligbmeros formados;

iii. propagacéo da cadeia devido as reacdes de acoplamento;

iv. precipitacdo das cadeias do polimero policatibnico na superficie do anodo
guando o comprimento destas ultrapassar o limite de solubilidade.

Apds a formacgdo do cation radical do pirrol por eletro-oxidacdo na
superficie do eletrodo, ocorre a dimerizacdo e entdo aromatizacdo por
desprotonacdo. O dimero se oxida ligeiramente mais facilmente do que o
mondmero e permite assim que reacdes sucessivas de acoplamento
prossigam, pois o potencial de oxidacdo do polimero € sempre mais baixo do
que o do monémero (Ahuja, Mir et al., 2007). O polimero é ionizado
eletroquimicamente a um estado condutor, sendo a neutralidade de cargas do
composto como um todo mantida pela incorporacdo do contra-ion proveniente
do eletrdlito. Isto é essencial porque a precipitacdo do polimero ndo oxidado,
por estar no estado isolante, pararia a reagao.

Os passos anteriormente citados do mecanismo da reacdo de
polimerizacdo sdo mostrados na Figura 7 (Ahuja, Mir et al., 2007; Singh,
Kathuroju et al., 2009).
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Figura 7: Mecanismo de eletropolimerizacao do pirrol.

As propriedades do filme polimérico (porosidade, espessura) podem ser
facilmente controladas pelos parametros eletroquimicos (Stanca e Popescu,
2004): por exemplo, o valor da corrente ou potencial (método galvanico ou
potenciostético, respectivamente), influencia diretamente na homogeneidade e
densidade do filme obtido (Mufioz, Heras et al., 2007).

A eletropolimerizagdo pode ser realizada em temperatura ambiente
(Peng, Zhang et al., 2009) na maioria dos casos, sofrendo menor influéncia da
temperatura que a oxidacdo quimica (Guimard, Gomez et al.). A grande
vantagem €& que o filme polimérico pode ser produzido em qualquer objeto
metalico inerte no meio e na faixa de potencial aplicada, sobre qualquer forma
e tamanho, ou mesmo em eletrodos de areas muito pequenas, com um bom
grau de aderéncia, o que favorece na criacdo de microcélulas eletroquimicas,

reduzindo assim as quantidades de reagentes consumidos nos experimentos.
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1.5.3.1 POLIMERIZACAO ELETROQUIMICA - CONCEITOS E
CONSIDERACOES GERAIS
A polimerizacdo eletroquimica, ou eletropolimerizagdo, consiste em

conduzir de forma potenciostatica (isto €, sob tensdo constante),
potenciodinamica (medida de corrente pela variagcdo de potencial aplicado) ou
galvanostatica (sob corrente constante) o monémero em um potencial acima de
seu potencial de oxidacdo (Gerard, Chaubey et al., 2002). E uma técnica
realizada normalmente em uma célula eletroquimica na configuracdo padrédo de
trés eletrodos, em solucdo geralmente aquosa de um mondmero e de um
eletrdlito (Ahuja, Mir et al., 2007).

Filmes eletroquimicamente polimerizados de monémeros aroméaticos
heterociclicos, tais como pirrol (Han, Qiu et al., 2006), tiofeno (Guimard, Gomez
et al.2007), fenileno (Ahuja, Mir et al., 2007) e a polianilina (Malinauskas,
Garjonyte et al.,, 2004) tém sido fonte de muitos estudos encontrados na
literatura (Eftekhari, 2004), que mostram como as condi¢cbes de sintese
(concentracdo do eletrdlito, concentragcdo do mondmero, numero de ciclos e
velocidade de varredura) influenciam nas propriedades fisicas, eletroquimicas e

morfolégicas do filme (Villarreal, Morales et al., 2001).

1.5.3.2 ELETRODOS
A eletropolimerizacdo geralmente € conduzida em um sistema padrédo de

célula de trés eletrodos consistindo de um eletrodo de trabalho, um contra-
eletrodo e de um eletrodo de referéncia. O eletrodo de trabalho atua como
suporte para a formacdo do polimero. Como os filmes sdo produzidos por um
processo oxidativo, é necessario que o material do eletrodo ndo seja propenso
a oxidacdo. Por esta razdo, séo utilizados materiais como o ouro, platina,
titdnio, niquel e paladio, eletrodos de carbono e eletrodos de vidro revestido
com oxido de estanho (Pereira, Santos et al., 2002).

A funcéo do contra-eletrodo € fornecer a corrente requerida pelo eletrodo
de trabalho sem influenciar nas caracteristicas dos dados medidos e, como
consequéncia, o contra-eletrodo deve ter uma area grande quando comparada
ao eletrodo de trabalho (Bard, 2000).

Para que seja obtido um filme de espessura uniforme e homogéneo, a

célula deve ser configurada com o contra-eletrodo equidistante de todos os
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pontos do eletrodo de trabalho, mantendo as linhas de forca entre o &nodo e o
catodo o mais semelhantes possivel. Isto garante uma densidade de corrente
uniforme durante a eletropolimerizacdo, o que interfere na natureza do filme. O
eletrodo de referéncia tem a funcdo de medir o potencial e servir como um

parametro para o potenciostato manté-lo estavel durante a eletropolimerizacao.

1.5.3.3 MONOMEROS
Os mondmeros eletroquimicamente  polimerizaveis apresentam

potenciais de oxidacdo relativamente baixos, suscetiveis a reacfes de
substituicéo eletrofilica e decréscimo no potencial de oxidacdo no decorrer das
reacoes de acoplamento, o que favorece o crescimento das cadeias.

Nesse trabalho, o mondmero utilizado para o0s estudos de
eletropolimerizagdo em eletrodo de carbono grafite foi o acido 2-
hidroxifenilacético (2-HFA). Existem trabalhos na literatura que utilizam os
isdbmeros 3-HFA e 4-HFA para modificagcdo de eletrodos (Oliveira, Vieira et
al.2010; Silva, Ferreira et al., 2008; Silva, Ferreira et al., 2009). O monémero 2-
HFA (Figura 8) apresenta um grupo hidroxila (-OH) e uma carboxila (-COOH)
em sua estrutura, que faz com que a solubilidade deste composto seja maior
em solventes mais polares. O grupo -OH ligado ao anel aromatico pode ser
oxidado gerando um cation radical, dando origem a espécie reativa
fundamental para a polimerizacéo (Kaya e Baycan, 2007).

OH ~
HO ©

Figura 8: Estrutura do acido 2 hidroxifenilacético

Em pesquisas feitas na literatura ndo foi encontrado publicagbes de
trabalhos envolvendo a eletropolimerizacdo deste mondémero como agente
modificador de superficie eletrodica de grafite pirolitico, portanto o ineditismo

deste trabalho é a justificativa para essa escolha. O LAFIPE tem desenvolvido



Introducéo

trabalhos relativos aos isbmeros meta e para do acido 2-hidroxifenilacético
portanto os resultados deste trabalho poderédo ser usados para comparagdes

com os demais.

1.5.3.4 ELETROLITOS
Eletrélito € uma substancia que, quando dissolvida em um dado

solvente, produz uma solucdo com uma condutividade elétrica maior que a
condutividade do solvente. Considerando como solvente a agua, servem de
exemplos como eletrdlitos: sais (cloreto de sodio), acidos (acido sulfarico) e
bases (hidroxido de sédio).

Em sistemas eletroquimicos o eletrolito suporte (ou eletrélito de suporte)
€ um eletrélito que, adicionado em altas concentracdes (cerca de cem vezes
maior que a da espécie eletroativa), pode conferir a solucéo e a interface (do
tipo metal-solugéo) em estudo uma série de propriedades. Tais propriedades,
em geral sdo resultantes da manutengédo da forca ibnica alta e constante da
solucdo, o que, como serd visto, simplifica a andalise dos sistemas

eletroquimicos (Agostinho, Villamil et al., 2004).

1.5.3.5 DOPAGEM (DOPING)
Tratando-se de PIC's, o conceito de dopagem ¢é crucial para a

observacdo de que estes materiais exibem uma propriedade bastante particular
de variarem seu comportamento elétrico de isolante a supercondutor,
dependendo da modificacdo quimica aplicada (Pron e Rannou, 2002).

O termo “dopagem” significa a conversdo de um polimero neutro (ou
seja, na forma isolante) em um complexo i6nico condutor por um processo de
oxi-reducdo. O equilibrio de cargas como um todo € conseguido pela
incorporacao dos contra-ions, ou seja, dos ions dopantes (Guimard, Gomez et
al.2007). Com o nivel de dopagem é possivel controlar a condutividade elétrica
do polimero. Quanto mais facilmente os elétrons das cadeias poliméricas
puderem ser removidos ou adicionados para formarem compostos i6nicos
(mobilidade do anion dentro e fora da pelicula), mais o polimero é propenso a

dopagem.
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A dopagem quimica com uso de agente oxidante corresponde a
dopagem tipo "p". O polimero forma um complexo catiénico, incorporando a
forma reduzida do agente oxidante como ion dopante. A dopagem quimica com
agente redutor é denominada tipo "n", onde é formado um complexo polimérico
anibnico, incorporando a forma oxidada do agente redutor (Guimard, Gomez et
al.,2007 ; MacDiarmid, 2001; Ahuja, Mir et al., 2007).

Dopagem quimica do poliacetileno (CH)n:
(CH)h + nyX —— [(CH)* Xy]n tipop X =Br I ...
(CH)n + nyM —— [(CH)Y My]» tipon M= Na,Li...

Dopagem eletroquimica do politiofeno (T)a:
M+ nyX™ — [T Xy]n+ nye tipop X =ClO; ...
(Thh + nyM* —— +nye [T¥ My]» tipon M*=Li*..

As reac0Oes redox apresentadas no esquema anterior s&o chamadas de
dopagem tipo p ou n, por analogia aos semicondutores inorganicos, e estas
sdo responsaveis pela condutividade elétrica e propriedades eletroquimicas e
eletrocrdmicas dos polimeros condutores intrinsecos (Paoli e Zoppi, 1993).

O mesmo efeito pode ser obtido eletroquimicamente submetendo o
polimero neutro ao potencial correspondente de oxidacdo ou reducao
(dopagem eletroquimica). Neste caso, os ions dopantes sdo provenientes do
eletrélito presente na solucdo eletrolitica, podendo-se assim trocar o ion

dopante do polimero (Guimard, Gomez et al . 2007).

1.4 BIOSSENSORES

Os biossensores sdo sensores modificados com material bioldgico
intimamente ligado a superficie de um transdutor (Marques e Yamanaka,
2008); D'souza, 2001). A principio, € possivel construir um biossensor para
qgualquer molécula organica capaz de interagir com uma espécie biolégica. Das
varias definicbes encontradas, a que parece mais completa define
biossensores como: "uma ferramenta ou sistema analitico que consiste em um

material biolégico imobilizado em contato intimo com um dispositivo adequado
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de transducdo o qual converte o sinal bioquimico em um sinal elétrico
quantificavel” (Scheller, Wollenberger et al., 2001; Mousty, 2004).

No que diz respeito aos biossensores eletroquimicos, ou seja, os que
convertem o sinal biolégico em uma grandeza tal como corrente ou potencial
elétrico, a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) criou
algumas definigcbes, classificacbes e nomenclaturas, as quais definem
biossensor eletroquimico como "um dispositivo integrado auto-referente (self-
contained), capaz de fornecer informacédo analitica especifica, quantitativa ou
semiquantitativa, utilizando um elemento de reconhecimento biolégico (receptor
bioquimico), o qual é mantido em contato espacial direto com um elemento de
transducdo eletroquimica” (Thévenot, Toth et al, 2001; [IUPAC]
Electrochemical Biosensors: Recommended Definitions and Classification,
2009).

Admitindo que principios biol6gicos sdo amplamente utilizados para o
reconhecimento molecular de substancias, os biossensores podem ser
aplicados nas mais diversas areas: em diagnoésticos clinicos, incluindo os
testes rapidos para dosagens bioquimicas, no controle ambiental para a
monitoramento de substancias como fendis, pesticidas e metais pesados, no
controle de qualidade de matéria prima e produto processado da industria de
alimentos, avaliacdo de contaminacdo microbiana, concentracdo de nutrientes
e corantes, e na industria de fermentacdes, na monitoramento e controle
continuo da composicdo de biomassa, substrato, produtos e subprodutos
presentes no meio (Zhang, Wright et al., 2000; Chen, Burrell et al., 2002). As
caracteristicas de reconhecimento dos biossensores sdo geralmente
determinadas por elementos seletivos presentes na membrana de
reconhecimento (Zhang, Wright et al., 2000). Composicéo tanto da espécie de
interesse quanto do elemento de reconhecimento biologico sdo de grande
importancia para garantir o desempenho do sensor, e podem ser relacionados
a parametros como seletividade, sensibilidade, estabilidade, tempo de resposta
e possibilidade de reutilizacdo do mesmo (Rahman, Park et al., 2006).

A camada de reconhecimento biolégico deve estar intimamente
associada a um transdutor fisico, para que seja detectado o sinal de interacéo
entre a espécie analitica de interesse, e o bioelemento presente na superficie

de deteccdo (Wilson e Gifford, 2005). Uma vez ocorrida a interagao, o sinal



Introducéo

deve ser amplificado de forma a ser facilmente detectado e amplificado por um
transdutor. Para o desenvolvimento de um biossensor, alguns fatores devem
ser levados em consideracdo, como a selecdo do bioelemento adequado ao
analito a ser detectado, a escolha de um método de imobilizacdo, transdutor
adequado, e consideragbes como a faixa de medicdo, linearidade e
minimizagdo de interferéncia, além da caracterizagéo fisica do biossensor, o
que proporcionara o desenvolvimento de métodos com minimo de interferéncia.
Um dos exemplos mais conhecidos e bem sucedidos de biossensor, utilizado
principalmente por pacientes diabéticos, € o de verificacdo da concentracédo de
glicose, ja disponivel comercialmente.

Ainda que um biossensor ideal ndo exista de fato, uma das
caracteristicas mais importantes esta relacionada a elevada especificidade
conferida pelo bioelemento seletivo a que esta associado (Wilson e Gifford,
2005). Desta forma, para um bom desempenho, é necessaria uma
concentracdo adequada do bioelemento, além de baixas interacbes nédo
especificas e estabilidade do biocomponente imobilizado (Conroy, Hearty et al.,
2009). A capacidade seletiva do biossensor esta diretamente relacionada com
a estrutura, a funcdo do bioelemento e sua interagcdo com o analito. Fatores
interferentes, mesmo em concentracdes significativamente superiores as
moléculas a serem detectadas na amostra bioldégica, ndo devem exercer
influéncia na resposta analitica.

O limite de deteccdo e sensibilidade do método podem estar
relacionados a habilidade do biocomponente imobilizado em diferenciar a
espécie analitica de interesse com confianca e precisdo (Garcia-Aljaro, Bangar
et al.2010). A seletividade do reconhecimento das moléculas presentes na
amostra pelo componente biolégico, aliada a sensibilidade do transdutor, tem
gerado grande numero de trabalhos cientificos na area de sensores (Dennison
e Turner, 1995; D'orazio, 2003; Hu, Lu et al., 2008).

Um biossensor ideal deve ter reduzido o seu tempo de resposta, 0 que
possibilita sua aplicagdo no monitoramento e deteccdao em tempo real da
presenca ou atividade de um determinada substancia (Wilson e Gifford, 2005).
Processos analiticos que apresentem um longo tempo de resposta devido a um
processo cinético lento, por exemplo, podem limitar suas possiveis aplicacdes

e impedem que as respostas sejam obtidas em tempo real. Adicionalmente
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deve possuir elevada estabilidade, tanto operacional como de armazenamento,
0 que depende significativamente do método de imobilizacdo escolhido para o
bioelemento.

A possibilidade de reutilizagcdo é outra caracteristica relevante para os
biossensores, que, além de diminuir os gastos com reagentes, e
consequentemente, o custo de cada ensaio, geralmente assegura maior
reprodutibilidade aos resultados. A dificuldade de reutilizagdo tem sido um
problema recorrente em biossensores baseados, por exemplo, em reacdes
imunologicas, pois a elevada afinidade da ligacdo antigeno-anticorpo néo
permite a sua separa¢ado apos o evento de reconhecimento.

A necessidade de métodos analiticos mais versateis para o
monitoramento ambiental tem estimulado a producdo de uma grande variedade
de métodos analiticos. Os biossensores revelam grandes perspectivas quanto
a sua utilizacdo no monitoramento "on-line" de efluentes (e outras matrizes de
interesse ambiental), possibilitando uma rapida adaptacdo nos processos de
tratamento. A incorporacdo de moléculas com atividade bioldgica associado a
analise por injecdo em fluxo em metodologias analiticas tem aumentado
sensivelmente nos dltimos anos, obtendo sucesso nos mais variados
procedimentos analiticos, principalmente nos que visam a area de controle

ambiental.

1.4.1 TRANSDUTOR

O transdutor é o elemento que recebe os sinais fisico-quimicos do
processo biocatalitico, geradas pela interacdo biorreceptor-analito e as
converte em um sinal que pode ser eletronicamente visualizado, amplificado e
armazenado (Tothill, 2001; Hu, Lu et al., 2008). O sistema de transducéo deve
ser adequado ao sensor de acordo com a nhatureza da interacdo bioquimica
com as espécies de interesse (Luong, Male et al.,2008).

O design do transdutor deve ser altamente especifico para o analito de
interesse e responder em uma faixa de concentracédo apropriada, ter um tempo
de resposta baixo, apresentar a possibilidade de miniaturizacdo e compensar
efeitos externos (como temperatura e umidade) com o propésito de ser

utilizado em aplicacdes praticas (Turkarslan, Kayahan et al., 2009).
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Destaca-se a utilizacdo dos seguintes transdutores: eletroquimicos,
oticos, térmicos e de massa, (tabela 2). Os transdutores eletroquimicos se
destacam na construcdo de biossensores, principalmente devido a sua
simplicidade, ao seu amplo intervalo de linearidade e sua rapida resposta
(Barsan e Brett, 2009; Conroy, Hearty et al., 2009).

Tabela 2: Tipos de transdutores utilizados na construcdo de biossensores e
técnicas de deteccao.

Transdutores Técnicas

Amperometria
. Poteciometria
Eletroanalitico , ,
Condutimetria

Impedancia

Espectrofotometria
Fluorimetria

Otico Elipsometria
Interferometria

Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR)

o TermOmetros de preciséo
Térmico )
Termistores

Massa Microbalanca de Quartzo

Os transdutores amperométricos e potenciométricos tém sido mais
empregados na construcdo de biossensores por apresentarem maior
sensibilidade (Wang, 1999). Dentre outras vantagens dos biossensores
amperométricos e potenciométricos, quando comparados a outros sistemas de
transducdo, pode-se citar a facilidade de construcdo, baixo custo e
estabilidade, enquanto que os problemas mais freqientes sao a velocidade de
resposta e a interferéncia e/ou inibicdo por substancias nao-especificas

presentes na amostra (Conroy, Hearty et al., 2009).
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1.4.2 BIORRECEPTOR

O biorreceptor (tabela 3) € o elemento biologicamente ativo, o qual
interage de forma especifica com o analito, gerando uma alteragdo em um ou
mais parametros fisico-quimicos associados com esta interacdo (Tothill, 2001).
O biorreceptor é responsavel pelo reconhecimento do analito e também pela
especificidade do sensor (Luong, Male et al., 2008; Conroy, Hearty et al.,
2009).

Tabela 3: Principais biorreceptores utilizados na construgédo de biossensores
eletroquimicos.

Biorreceptores Descricao
_ Possuem estrutura tridimensional que pode se ligar
Anticorpos ) -
com o antigeno de forma especifica.
Possuem alta especificidade dos pares de bases
Acidos Nucleicos distribuidos ao longo da dupla hélice que forma a

cadeia de DNA

) _ Possuem a capacidade de assimilar compostos
Microorganismos . ) ]
. organicos e produzir enzimas que podem ser
(bactérias, fungos, etc)
detectadas por um transdutor

. . Possuem grande quantidade de enzimas
Tecidos organicos (de | . o
o imobilizadas, ndo apresentam alta seletividade,
plantas ou animais) ] .
porém possuem uma vida util elevada

. Sao proteinas capazes de catalisar reacfes quimicas
Enzimas _ ]
de maneira bastante seletiva

) Possuem estrutura tridimensional que pode sofrer
Proteinas o .
mudancas conformacionais em reacoes

A especificidade de um biossensor esté intimamente ligada a selecdo da
molécula do biorreceptor usada (D'souza, 2001). Apesar de anticorpos e acidos

nucléicos geralmente apresentarem maior especificidade, as enzimas sao
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muito mais utilizadas, principalmente devido a facilidade de obtencdo em
condicOes de elevada pureza (Ahuja, Mir et al., 2007).

Em relacdo ao sistema de reconhecimento bioldgico, os biosensores
podem ser classificados em duas categorias: biocataliticos e bioafinidade
(Mello e Kubota, 2002).

1.4.2.1 RECONHECIMENTO POR BIOCATALISE

O biossensor biocatalitico € baseado em uma reacéo catalisada por um
componente biolégico. Trés tipos de biocatalisadores sdo comumente
utilizados: enzimas, células e tecidos. Os biossensores enziméticos sdo o0s
mais conhecidos e estudados atualmente e tém sido aplicados em matrizes
biolégicas com grande frequéncia (Barlett e Cooper, 1993; Andreescu, Njagi et
al., 2008). Compreende de forma geral um suporte no qual a enzima é
imobilizada, mantendo suas propriedades ativas e reconhecendo o analito a ser
analisado de forma seletiva. Os biossensores enzimaticos estdo se tornando
muito Uteis em aplicacdes analiticas, tais como monitoramento ambiental,
deteccdo de doencas entre outras devido a possibilidade de se combinar a
seletividade e sensibilidade da enzima com a simplicidade dos transdutores
eletroquimicos (Davis, Huw Vaughan et al., 1995; Dennison e Turner, 1995;
D'orazio, 2003).

1.4.2.2 RECONHECIMENTO POR BIOAFINIDADE

Biossensores por bioafinidade envolvem DNA ou oligonucleotideos,
anticorpos e/ou antigenos, ligacdo protéica ou receptor protéico, o qual forma
um composto estavel com o correspondente ligante e resultam em um sinal de
transducédo (Hu, Lu et al., 2008).

Os mais desenvolvidos exemplos de receptores biocomplexos sdo os
imunossensores. O principio basico de todos o0s imunossensores € a
especificidade do reconhecimento molecular de antigenos por anticorpos
formando um complexo estavel, de forma similar a metodologia dos
imunoensaios. Resultam em sensores altamente seletivos, baseados nos
principios de fase solida de imunoensaios e nos eventos fisico-quimicos

resultantes da interacdo anticorpo - antigeno.
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Diversos meétodos de imobilizacdo foram relatados para o
desenvolvimento de técnicas de ligacdo antigeno-anticorpo para aumentar a
sensibilidade da deteccdo ou para a ligacdo covalente do anticorpo ou da
proteina na superficie (Hu, Lu et al., 2008).

1.4.3 TECNICAS DE IMOBILIZAQAO DE BIOCOMPONENTES

O objetivo de qualquer metodologia de imobilizacdo € manter a maxima
atividade da biomolécula na superficie do transdutor. Analisando os fatores que
influenciam os biocomponentes, como as condicbes do meio ou o
procedimento de imobilizacdo, € possivel definir a técnica que possui as
condi¢cBes mais adequadas ao sistema em estudo (Albareda-Sirvent, Merkoci et
al., 2000).

Em um biossensor, a biomolécula incorporada atribui um alto grau de
seletividade, porém é influenciado por condi¢des extremas do meio, tais como
temperatura, pH e forca ibnica. A atividade do biocomponente imobilizado
depende da area superficial, porosidade e carater hidrofilico da matriz, assim
como das condicdes da reacdo e método de imobilizacdo. Em alguns casos, o
proprio produto de reacdo pode causar o decréscimo da atividade de reacao
(auto-inativacao).

Uma das maiores dificuldades na construcdo de biossensores
enzimaticos, esta relacionado com a estabilidade da molécula biol6gica. Fora
do seu ambiente bioquimico, a proteina, da qual a enzima faz parte, tende,
naturalmente, a se desnaturar diminuindo ou anulando sua atividade catalitica
(Ahuja, Mir et al., 2007), prejudicando o desempenho do biossensor (Teles e
Fonseca, 2008). A perda de atividade pode ser diminuida pela imobilizacao
adequada da enzima, o que diminui a velocidade de desnaturacdo da mesma.
Desta forma, uma das etapas muito importante para construgdo do biossensor
€ a imobilizacdo da enzima, pois a imobilizacdo de forma eficiente diminui o
custo por analise, aumenta a rapidez e exatidao do processo (Albareda-Sirvent,
Merkogi et al., 2000).

Como a estabilidade € um dos principais problemas que afetam o
potencial comercial, uma grande variedade de técnicas de imobilizacdo tem
sido investigadas para a producéo de biossensores mais estaveis (Ahuja, Mir et

al., 2007). As técnicas utilizadas para a imobilizacdo de biocomponentes séo
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bastante diversificadas, entre as quais se destacam a adsorc¢ao fisica, a ligacao

cruzada, a ligagao covalente e o aprisionamento.

1.4.3.1 ADSORCAO FiSICA

A adsorcdo consiste na dissolugdo do agente
modificador em um solvente apropriado e na exposi¢ao
do eletrodo a esta solugéo (Albareda-Sirvent, Merkogi et
al., 2000; Teles e Fonseca, 2008). Proporciona

incorporacdo simples e rapida do composto em uma
ampla gama de eletrodos base e é bastante empregada, dada sua simplicidade
e eficiéncia em muitos casos. As forcas de ligacdo sdo principalmente devidas
a ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e formacdo de sitios
complexos de transferéncia de elétrons. As vantagens desta técnica sao:
auséncia de modificacdo da biomolécula, baixo custo e possibilidade de
regeneracdo da matriz, entretanto, as forcas de ligacdo sédo susceptiveis a
mudanca de pH, temperatura e forca ibnica do meio (Hafaid, Chebil et al.2010).
Como a adsorcdo é um processo de equilibrio, pode haver a ocorréncia de
dessorcdo do modificador para o meio durante a sua utilizagdo, resultando na
perda de reprodutibilidade e reducédo da vida util do sensor preparado por este

método.

1.4.3.2 LIGACAO CRUZADA

A técnica de ligacao cruzada baseia-se na imobilizacdo como resultado
da reacédo da enzima com um agente bifuncional em que se forma uma ligacao
covalente (Albareda-Sirvent, Merkogci et al., 2000; Teles e Fonseca, 2008). Os
reagentes que permitem o uso desta técnica contém grupos reativos terminais
especificos para os grupos funcionais (por exemplo aminas, figura 9) que se
encontram nas outras moléculas a imobilizar. Para a maioria das aplicacdes &
necessario manter a estrutura original da proteina, por isso a ligacéo cruzada é
feita em condi¢Bes pouco agressivas tanto de pH como de tampdes. E também
importante obter um grau de conjugacgéo entre o agente de ligacao cruzada e a

proteina, pois em alguns casos (incluindo enzimas em particular) € conveniente
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gue ndo seja muito elevado de modo a permitir a manutencdo da atividade
biolégica do fixado. Reagentes bi ou multifuncionais (glutaraldeido; 2-
isocianato-4-isotiocianato tolueno; 2,4, biscloreto sulfonil fenol; etc.) sao
empregados tanto para imobilizacdo quanto para a estabilizacdo da enzima. O
método baseia-se na formacdo de particulas microscépicas (ou rede
polimérica) em decorréncia de ligacfes covalentes cruzadas, entre moléculas
de enzimas e/ou moléculas do suporte com reagentes funcionais. A
imobilizacdo da enzima com glutaraldeido é frequientemente empregada, pois
se observa boa estabilidade da enzima frente as variacdes de pH, forca ibnica,

solventes e temperatura.

--CH=N——.IEnz—-—N=HC(CH,)3CH =N—Enz—N = CH-—

N
I
(B

OHC(CH,),CHO + H,N—Enz—NH, ——» (CH,),

H
I

N
| _
—CH=N—Enz—N=HC(CH,),CH =N—Enz—N = CH—

Figura 9: Ligacdo cruzada envolvendo glutaraldeido e grupos amino residuais
livres nas enzimas.

1.4.3.3 LIGACAO COVALENTE

Esta técnica é efetuada através da ligacdo entre grupos funcionais da
molécula biolégica de interesse e uma matriz de suporte, incorporando de
forma estavel o agente modificador através da manipulacdo da reatividade dos
grupos funcionais existentes na superficie do eletrodo (Ahuja, Mir et al., 2007).
Esta técnica apresenta como vantagens a baixa resisténcia difusional e boa
retencdo da molécula durante a analise, e como desvantagens podem ser
citadas o fato de que a matriz suporte ndo é regeneravel e a ligacdo pode
comprometer o sitio de interesse. Seu emprego é de especial interesse para a
imobilizacdo de enzimas, sendo amplamente empregado nesta area (Eftekhari,
2004). E importante que os aminoacidos essenciais para a atividade catalitica

da enzima ndo sejam envolvidos na ligagdo covalente ao suporte. Por isso
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guando este método é utilizado, pode haver perda de atividade da enzima. Um
exemplo desta técnica € a ligagdo covalente de uma enzima a um suporte via
uma carbodiimida, como mostrado na figura 10. Um grupo carboxilico sobre o
suporte reage com uma carbodiimida, este entdo acopla com um grupo amino
sobre o material para formar uma ligacdo amida entre o suporte e a enzima
(Oliveira e Vieira, 2006).

" i "
/° i‘ . i TH T TH
C\o + : + H —= C—0—C + H,N—E — Z~C—NH~E , c=0 4+H"
H
'I" *NH ,L,_,

R A.. |I-2'

Figura 10: Reacdo via carbodiimida usada para a formacdo de ligacao
covalente entre a enzima e o suporte.

1.4.3.4 APRISIONAMENTO

Este método pode ser baseado na

. e ~ . ba‘;?/[g:;%a, _s;‘("
imobilizagdo do biocomponente durante o  _ d r ““‘w,x,q%w
: ] o b ' -+
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eletroquimica do monémero em solugdo com o 4 '_[ £D /
[ § [ ¥ |
biocomponente (Eftekhari, 2004). Os polimeros, £ ' 4
A%Q)w,{_a‘zxe‘
cujos mondmeros sdo sollveis em agua, sdo mais i@“@“‘:‘ﬁcs&—%“u%

utilizados, pois apresentam a vantagem de né&o

desnaturarem enzimas. O aprisionamento ocorre sem reacao quimica que
possa afetar a atividade do material (Lei, Chen et al., 2006). A vantagem da
polimerizacdo eletroquimica € que o filme pode ser preparado facilmente em
um rapido procedimento e neste metodo ha a possibilidade de eletrogerar um
polimero cobrindo parte da superficie de um eletrodo de geometria complexa,
apresentando um baixo custo. Como desvantagem, esta técnica apresenta

uma alta barreira de difusdo. Além disso, o procedimento de imobilizacdo em
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uma etapa permite a facil funcionalizacdo da superficie de eletrodos, assim
como o controle eletroquimico da espessura do filme polimérico.

A modificacdo com membranas poliméricas permite a imobilizacdo de
muitas monocamadas da espécie ativa na superficie modificada, com o
recobrimento com filmes poliméricos condutores ou permedaveis ao eletrdlito
suporte e a espécie de interesse, ampliando consideravelmente a resposta
eletroquimica (Ahuja, Mir et al., 2007). Os filmes poliméricos ainda oferecem a
vantagem de proteger a superficie do sensor contra impurezas, bloquear
interferentes, permitir alta velocidade de transferéncia de elétrons e fornecer
biocompatibilidade. No entanto este método sofre algumas limitacbes: é
necesséaria uma grande quantidade do biocomponente em solucéo para que a
imobilizacdo seja perceptivel. E, embora a quantidade de polimero depositada
possa ser controlada, a quantidade de enzima imobilizada na matriz polimérica

nao pode ser estimada.

1.5 ENZIMAS

Enzimas sdo em sua maioria proteinas de elevado peso molecular, com
propriedades cataliticas especificas presentes em todos 0s seres Vivos.
Consistem de uma estrutura tridimensional complexa com um centro ativo,
local onde se processam as reacdes com determinados substratos. Este centro
ativo é geralmente formado por residuos de aminoacidos da cadeia protéica e
um grupo nao-protéico (residuos de carboidratos, por exemplo), responsavel
pela atividade biolégica da enzima.

Existem certos fatores no uso de enzimas, 0s quais devem ser
considerados no planejamento de pesquisas e estudos sobre o tema: as
enzimas trabalham sob condi¢Oes estreitas de temperatura, pressédo e pH; em
particular, o alto custo de isolamento e purificacdo e a natureza instavel quando
fora de seu meio natural sédo as principais barreiras para o seu uso ainda maior.

Como outros catalisadores, elas aceleram as reagcdes promovendo o
alcance do equilibrio sem altera-las, através da diminuicdo da energia de
ativacdo. Aléem de sua funcéo catalitica, enzimas sdo caracterizadas por sua

alta especificidade. Elas catalisam uma reagéo quimica com um unico reagente
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ou numero de reagentes estruturalmente similares, sendo estes reagentes
denominados substratos. Dessa forma, a razao principal para o amplo uso de
enzimas em biossensores envolve sua especificidade e propriedades
cataliticas.

As reacbes catalisadas por enzimas podem ser usadas para a
determinacdo de substratos, ativadores, inibidores e também da propria
enzima. As enzimas apresentam diversas vantagens sobre os catalisadores
guimicos convencionais, com destaque para a especificidade e a seletividade,
nao apenas para reacOes particulares como também na diferenciacdo entre
partes similares das moléculas (regioespecificidade) ou isdbmeros Oticos
(estereoespecificidade). Elas catalisam as reacdes apenas de uma faixa
bastante estreita de reagentes (substratos), a qual pode consistir de um
pequeno numero de compostos intimamente relacionados (como a tripsina, que
catalisa a hidrolise de alguns peptideos e ésteres); uma Unica classe de
compostos (a hexoquinase catalisa a transferéncia de um grupo fosfato da ATP
para algumas hexoses); ou um simples composto (glicose oxidase oxida
apenas a glicose entre os diversos tipos de acucares existentes). Isto significa
que além das altas velocidades de reacdo atingidas pela catalise enzimética, a
especificidade deste sistema mantém o controle das reacdes paralelas,
eliminando co-produtos indesejados. Além disto, algumas reacdes
estereoespecificas — como a conversao de glicose em frutose — ndo podem ser
atingidas por métodos quimicos classicos sem o consumo de grande

quantidade de tempo e trabalho.

1.5.1 CINETICA ENZIMATICA

Os principios gerais da cinética das reacdes quimicas se aplicam as
reacOes catalisadas por enzimas, porém mostra também um aspecto distinto
qgue nao se observa usualmente em reacdes ndo-enzimaticas, a saturacdo com
0 substrato. O efeito da concentracdo do substrato [S] sobre a velocidade da
reacao catalisada pela enzima pode ser visto na Figura 11. Observa-se que em
uma concentragcdo baixa de substrato, a velocidade inicial da reacao (Vo)
aumenta quase linearmente com os aumentos da [S], desta forma a reacgéo é

considerada de primeira ordem com relacdo ao substrato. Entretanto em
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concentracfes maiores de substrato a velocidade aumenta por incrementos
menores em respostas aos aumentos da [S], sendo neste intervalo a reacao
considerada de ordem mista. Posteriormente, com 0 aumento da concentracéo
do substrato, a velocidade da reacédo torna-se independente da concentracéo
do substrato e aproxima-se de uma velocidade constante. Nesta faixa de
concentracdo a reacdo é de ordem zero com relacdo ao substrato, e a enzima
€ considerada saturada com seu substrato (Paiva, Balcéo et al., 2000; Krohn e
Link, 2003).

Cinética de ordem 0

Ordem de reagéo
1. EntreQel

AAMNAEN

V, ({M/min)

t

Cinética de primeira ordem

- >
K.
Concentracio de substrato [S] (mM)

Figura 11: Efeito da concentracdo de substrato na velocidade da reacdo
(concentracédo de enzima constante).

A teoria geral da cinética e acdo enzimatica foi desenvolvida por L.
Michaelis e M.L. Menten em 1913 (Michaelis e Menten, 1913). Essa teoria
considera que a enzima E combina com o substrato S para formar o complexo
enzima-substrato ES, este se rompe para formar a enzima livre e o produto P.
Essas reagfes sdo consideradas reversiveis:

K1 ks

ES
2 k4

E+3S E+P
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A equacao de Michaelis-Menten expressa a relacéo entre a velocidade
de uma reacdo enzimatica e a concentracdo do substrato, podendo ser
facilmente deduzida a partir da reagdo acima, onde milissegundos apds a
enzima e o substrato serem misturados, uma concentracdo ES é obtida e
permanece constante enquanto a concentracdo de S estiver em excesso e kj
for maior que k3. Essa condicdo € chamada estado estacionario da reacdo,
uma vez que a velocidade de decomposicdo de ES se iguala & sua velocidade

de formacéo.

1.5.2 ENZIMAS EM BIOSSENSORES

Entre as diversas espécies de biocomponentes a serem imobilizados, as
enzimas e 0s anticorpos sdo os mais utilizados em biossensores, com maior
destaque para as enzimas (Gaspar, Habermdller et al., 2001; Eftekhari, 2004;
Haccoun, Piro et al., 2006). Dentre estas, as mais utilizadas sdo a glicose
oxidase (GOx), para biossensores de deteccdo e quantificacdo de glicose
(Xian, Hu et al., 2006) e a horseradish peroxidase (HRP), para peréxidos,
principalmente para o H,O; (Ricci e Palleschi, 2005; Sun, Zhang et al., 2007;
Wang, Li et al., 2009; Yang, Yang et al., 2009).

A multiplicidade dos processos de imobilizagdo de enzimas reduz os
custos de andlises. A enzima imobilizada pode facilmente ser combinada com
um transdutor apropriado no conjunto do biossensor (Haccoun, Piro et al.,
2006).

A GOx, extraida do Aspergillus niger catalisa a converséo da D-glicose e

oxigénio a D-glico-1,5-lactona que é hidrolisada em &cido glucénico e H,0».

H H
CHOH CH,OH
b .
W _,..HD | H
I C! | H N
H H H

Glicose + 0O, —m D-glico-1,5-lactona + H,O»

A GOx é uma flavoproteina, altamente especifica a D-glicose, e é
largamente usada para estimar a concentracdo de glicose no sangue e na urina

através da formacédo de compostos coloridos (Pan, Chen et al., 2005).
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A HRP é muito usada na construcdo de biossensores, e a mais citada
como exemplo para as reacdes de enzimas do tipo peroxidase (Xu, Peng et al.,
2004). A utilizacdo de outras peroxidases para a constru¢éo de biossensores é
limitada por diversas razdes, como a pouca disponibilidade comercial,
instabilidade a temperatura ambiente e baixa taxa de transferéncia eletronica
atingida (Yang, Yang et al., 2009). A HRP é considerada uma enzima de
comportamento relativamente conhecido, a qual foi imobilizada com sucesso

em diferentes tipos de suportes e métodos.

1.5.3 HORSERADISH PEROXIDASE

As peroxidases sdo enzimas oxirredutases (catalisam reacdes de oxido-
reducdo) que oxidam substratos organicos, tendo o peréxido de hidrogénio
como molécula aceitadora de elétrons (Varfolomeev, Kurochkin et al., 1996;
Songa, Arotiba et al., 2009). A reacédo é descrita pela equacéo:

Xreduzida + H202 P92%€ | X sidada + H20 em que X é a molécula que sofre
peroxidacao.

Estruturalmente, as peroxidases podem ser divididas em quatro classes:
peroxidases bacterianas, peroxidases de origem animal, peroxidases flungicas
e peroxidases de plantas. As peroxidases podem também ser divididas quanto
a presenca de um grupo heme, ou seja, podem ser classificadas como hémicas
ou nao-hémicas. As peroxidases hémicas catalisam reacdes de hidrolise
usando o ion de ferro do grupo heme. As peroxidases ndo-hémicas, também
conhecidas como peroxirredoxinas, usam cisteinas com atividade redox no seu
centro ativo. As peroxidases tém papel importante na desintoxicacao celular ao
eliminar o peroxido de hidrogénio.

O grupo heme nas peroxidases hémicas tem o ion de ferro no estado de
oxidacao Fe(lll) entre ciclos cataliticos. Uma molécula de perdxido oxida este
fon, formando a espécie Fe**=0, com alta capacidade oxidante, reduzindo-se
guando oxida o substrato organico da peroxidase. No fim do ciclo catalitico, o
ferro volta ao estado de oxidacéo Fe3*. As peroxidases ndo-hémicas possuem
uma cisteina no centro ativo, que € oxidada por uma molécula de peroxido de
hidrogénio, a “S’-hidroxicisteina. Esta cisteina forma entdo uma ligacdo

dissulfeto com a cadeia lateral de outra cisteina da peroxirredoxina. Tal ligagédo
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quimica constitui uma forma oxidada das cisteinas e sua reducédo quimica €
feita por um substrato organico (Ruzgas, Csoregi et al., 1996).

A horseradish peroxidase, mostrada na figura 12A, € uma
glicohemeproteina e consiste em 308 residuos de amino &cidos, dois Ca®*, e
uma porcdo de ferriprotoporfirina IX (heme), figura 12B, ligada nao
covalentemente a cadeia polipepitidica que forma o sitio ativo da enzima. A
massa molecular da HRP é 44 KDa, incluindo a cadeia polipeptidica (33,9
KDa), um grupo heme oxidado mais dois Ca?* (aproximadamente 0,7 KDa), e
uma cadeia polissacaridica (9,4 KDa). Ela é extraida da Amoracia Rusticana,
uma raiz de plantas cultivadas em regides temperadas com grande valor na
culinaria como molho ou tempero (Uliana, Riccardi et al., 2008). A producéo da
horseradish peroxidase (HRP) ocorre relativamente em larga escala por causa
de sua vasta gama de aplicacBes comerciais. Destacam-se a biodegradacéo
de efluentes na industria de papel e celulose, compostos fendlicos e deteccéo
de peroxidos, oxidacdo de toxinas devido ao perdéxido e biossensores de
peréxido de hidrogénio, entre outras aplicacbes clinicas e biomedicinais.
Devido a catalise para formacdo de peroxido de hidrogénio, essa enzima
promove oxidacdo de muitos doadores de hidrogénio cromogénicos. O pH
6timo varia na faixa de 6,0 a 6,5; sendo estavel na faixa de pH entre 5,0 e 9,0.

CH,

B il

COOH COOH

Figura 12: A - Representacdo tri-dimensional da estrutura da HRP C
determinada por cristalografia de raio-x (Protein Data Bank, www.rcsb.org/pdb).
O grupo prostético heme (em vermelho) esta localizado entre os dominios

distal e proximal, cada um contendo um ion Ca2+ (azul). As regides de a-hélice
e folha B da enzima sdo mostradas em violeta e amarelo, respectivamente; B —
Estrutura da molécula de protoporfirina que é o sitio ativo de muitas
peroxidases.
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1.5.3.1 CICLO CATALITICO DAS PEROXIDASES
As enzimas peroxidases catalisam a reducdo de perdxidos
oxidando o grupo heme do sitio ativo da enzima (grupo prostético). De uma
forma simplificada, o ciclo normal da HRP pode ser representado pelas
equacoes:
HRP(Fe**) + H,0,—— HRP-I + H,0 (1a)
HRP-l + AH, —— HRP-Il + <AH (I b)
HRP-l + AH, —— HRP(Fe*) + «AH + H,O (lc)
Onde HRP-I e HRP-II sdo os intermediarios oxidados da enzima, AH, &
o substrato redutor e *AH € um radical livre.
O mecanismo geral de catalise da HRP esté ilustrado na figura 13.

Primeiramente ocorre a clivagem do peréxido de hidrogénio (agente oxidante)

+

catalisada pela HRP. O grupo heme o qual contém Fe3 € oxidado pelo
peréxido de hidrogénio ao Composto I. Um dos oxigénios do peréxido fica
retido neste grupamento e o restante da molécula sai na forma de agua. Na
auséncia de doadores fortes de elétrons o composto | pode usar um elétron do
substrato e se transformar no Composto I, que por sua vez aceita um elétron
de outra molécula de substrato e retorna ao estado fundamental da enzima.
Nesta etapa, a perda de um elétron do substrato geralmente € acompanhada
pela perda de um proton, determinando a formacdo de um radical. A alta
reatividade e baixa seletividade comumente associada aos radicais organicos
torna a quimica dos produtos originarios de peroxidases muito complicada
(Kummer, Valeur et al., 1996; Bronnikova, Schaffer et al., 2000).

Os substratos que reduzem os Compostos | e Il sdo chamados
“substratos redutores” e a interagdo destes com o sitio ativo acontece através
da posicéo delta da ponte heme. Nao somente o peréxido de hidrogénio, como
também muitos compostos contendo ligacdes peroxo podem gerar o Composto
I (HRP-I). A reducdo do Composto Il & geralmente a etapa determinante da

velocidade da reacao. O excesso de HZO2 pode inibir o ciclo catalitico normal,

assim, o Composto |l passa a forma de Composto Ill, que por perda de

oxigénio pode chegar ao Composto IV, o qual pode reagir com HZO2 e retornar

a forma de Composto Il. Este caminho, além de possuir uma velocidade de

reacao muito inferior, ainda apresenta um agravante que é a possibilidade de o
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Composto Il passar a uma forma inativa irreversivel, ocasionando a perda total

da atividade enzimatica (Veitch, 2004).
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Figura 13: Mecanismo geral do ciclo catalitico da HRP na presenca de H,O,

(agente oxidante). AH representa o substrato redutor e A’ o radical formado
(Naves, 2008).

1.6 ANALISES POR INJECAO EM FLUXO (FIA)

A analise por injecdo em fluxo foi proposta em 1975 (Ruzicka e Hansen,
1975; Ruzicka e Hansen, 2008). Em mais de duas décadas, estes métodos
assumiram grande importancia, como se pode aquilatar pela quantidade de
artigos relacionados ao assunto (Christian, 2003; Gallignani e Brunetto, 2004;
Moreno-Cid, Yebra et al., 2004; Magalhaes, Lacio et al., 2009; Silvestre, Santos
et al., 2009; Moreno-Cid, Yebra et al., 2004).

O crescente interesse na analise em fluxo se deve principalmente as
caracteristicas peculiares como (Ruiz-Medina e Llorent-Martinez, ; Mervartova,
Polasek et al., 2007):

- facilidade de automacéo;

- auto otimizacao;



Introducéo

- condicbes de analise altamente reprodutiveis, ja que o tempo de transito entre
0 injetor e o sistema de deteccdo é exatamente 0 mesmo para amostras e
solucgdes de referéncia;

- relativa facilidade de obtencéo de uma alta frequéncia analitica;

- baixo consumo de reagentes e amostras quando comparados aos
procedimentos em batelada (aliquotas da ordem de microlitros);

- a manipulacdo das solucdes é realizada através de bombas, injetores e
tubulacGes apropriadas, melhorando a precisdo e reduzindo contaminacoes,
visto que a reacdo ocorre em sistema fechado, diminuindo a influéncia do
operador e minimizando desvios nos resultados (Campanella, Pyrzynska et al.,
1996; Saurina e Hernandez-Cassou, 2001).

A analise por injegdo em fluxo pode ser definida como “um processo de
automatizacdo de procedimentos analiticos, no qual a amostra em solugéo
aguosa (e eventualmente os reagentes) € introduzida em um fluxo continuo e
nao-segmentado de um fluido transportador” (Tzanavaras e Themelis, 2007). A
zona de amostra sofre dispersédo durante o transporte, sendo entdo misturada
com as solucdes transportadora e reagente. A zona de amostra resultante &
conduzida em direcdo ao sistema de deteccdo, gerando um sinal transiente,
que € registrado em um sistema de aquisicdo de dados e usualmente
quantificado em relacdo a altura maxima (Barnett, Lenehan et al., 1999).
Durante o transporte, a amostra pode sofrer tratamentos em linha através de
colunas contendo reagentes sélidos para separacdo e pré-concentracdo, ou
conversdo a outra espécie mais adequada para a quantificacdo (Mesquita e
Rangel, 2009).

Um sistema de andlises em fluxo tipico consiste de quatro partes
principais (Van Staden e Stefan-Van Staden, 2010):

- sistema de propulsdo de fluidos, que pode ocorrer a vazdo constante,
empregando geralmente uma bomba peristéltica, ou a pressdo constante,
podendo ser empregados dispositivos de acdo gravitacional. Porém, neste
caso, 0 modulo de analise é usualmente limitado a configuragdo em linha Unica
e a vazao depende da viscosidade das solugbes e dimensdes do percurso
analitico.

- sistema de injecdo, que € o dispositivo fundamental do sistema, pois além de

introduzir amostras e reagentes, também pode ser empregado para introduzir



Introducéo

componentes e redirecionar o fluxo, aumentando a versatilidade do processo.
Existem varios tipos de injetores, mas 0s mais comuns sdo a valvula de seis
vias e o injetor comutador proporcional (Reis, 1996). Este ultimo consiste em
trés partes de acrilico, sendo duas fixas e uma parte central movel, que pode
ser deslocada em relacédo as laterais, um passo para frente ou para tras. Por
meio deste movimento, o injetor coleta uma aliqguota da amostra e a insere no
percurso analitico, podendo ser empregado também para insercdo de
reagentes e outras solucdes que porventura sejam necessarias.

- percurso analitico, considerado todo o espaco pelo qual o fluido transportador
conduz a zona de amostra desde o injetor até o sistema de deteccdo. E onde
ocorrem as reacgbes quimicas necessarias a deteccdo do analito. Seu
dimensionamento deve levar em consideracdo a cinética da reacdo quimica
empregada, e consequentemente o tempo de residéncia da zona de amostra,
definido também em funcao das vazdes do transportador e dos reagentes.

- sistema de deteccdo, podendo ser empregados praticamente todos o0s
detectores usuais em quimica analitica (Chen e Karube, 1992; Lidi, Garn et al.,
1992; Schmidt, 1993; Hansen, 1994).

1.7 AMPEROMETRIA

A amperometria se constitui em técnica vastamente utilizada em
eletroanalise, principalmente em aplicacdes tipicas envolvendo titulacGes
amperométricas, sensores amperométricos e células em fluxo (Adeloju, Shaw
et al., 1996). E utilizada com grande vantagem, comparada com a voltametria
ciclica para a quantificacdo de baixas concentracdes de analitos pelo fato de se
utilizar um valor fixo de potencial, minimizando assim as variacdes de carga da
dupla camada elétrica e em consequéncia da corrente capacitiva (que
virtualmente deve ser igual a zero). Medidas amperométricas sdo muito Uteis
para avaliar biossensores e dentre as formas mais utilizadas para tais
experimentos é a realizacdo de medidas amperométricas em ceélulas
convencionais, (sob agitacdo — Figura 14a) e em fluxo (Figura 14b). Nas
medidas utilizando células eletroquimicas convencionais, inicia-se com o0

biossensor imerso em eletrélito e, sob agitacdo, sado feitas adicées do analito. A
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corrente inicial, medida no eletrolito € muito baixa e resulta apenas de
pequenas quantidades de impureza do eletrolito e de eventuais espécies
adsorvidas na superficie do eletrodo.

Estudos prévios envolvendo técnicas de varredura de potencial séao
fundamentais para selecionar o potencial de oxidacao (ou reducéo) adequado a
andalise (bem como para minimizar o efeito dos interferentes). A cada adicéo,
corresponde um aumento de corrente, que € proporcional ao analito
adicionado. O registro resultante indica o tempo de resposta do sensor
(indicado pelo tempo necessario para que um novo patamar de corrente seja
atingido) e a faixa de resposta que pode ser atingido, até a saturacdo do
mesmo. Medidas envolvendo analise em fluxo geram sinais, que sé&o
proporcionais a diversos parametros, dentre os quais o volume de amostra

injetado, o fluxo da solucéo e o percurso analitico.

E = fixo E = fixo
a) b)

I/ A
/ A

tempo tempo

Figura 14: Amperogramas de: a) sistema sobre agitacdo; b) um sistema em
fluxo.

A técnica amperométrica, quando associada a métodos de analise em
fluxo, torna-se uma ferramenta interessante para aplicacbes praticas, em
especial quando envolve um significativo nimero de anélises. Uma das
limitacdes desta técnica consiste na sua baixa seletividade. Se a analise é
realizada em potenciais elevados (positivos ou negativos), promove-se a
oxidacdo ou a reducdo de todas as espécies que sao eletroativas em

potenciais abaixo do valor estabelecido. Portanto, é aconselhavel empregar

valores minimos de potencial.



Introducéo

1.7.1 DETECGCAO AMPEROMETRICA

A deteccdo amperométrica baseia-se na medida de uma corrente a um
potencial (E) fixo aplicado, ou seja, um sensor amperométrico mantido num
potencial constante (Dzyadevych, Arkhypova et al.,2008 ; Kappes, Galliker et
al., 2001). Esse tipo de deteccdo € muito utilizado em detectores
eletroquimicos em fluxo (Nagels e Staes, 2001). A deteccdo amperométrica a
potencial constante utiliza instrumentacéo simples e de baixo custo, razao pela
qual foi a mais explorada em sistemas de injecdo em fluxo e em cromatografia
liguida de alta eficiéncia para a determinacdo de uma grande variedade de
compostos eletroativos (Osborne e Tyson, 1988; Ruzicka e Hansen, 2008).

A limitacdo associada a esse modo de deteccdo esta na estabilidade do
sinal eletroquimico, quando determinados compostos sao analisados,
comprometendo a repetibilidade da corrente eletroquimica (sinal eletroquimico)
e a reprodutibilidade dos resultados da analise. A estabilidade do sinal
eletroquimico é governada pela taxa de transferéncia de carga (elétron) entre o
eletrodo e a espécie eletroativa (presente na interface eletrodo-solucdo) que,
por sua vez, depende das condi¢Bes da superficie do eletrodo. A superficie do
eletrodo pode ser modificada durante a andlise, dependendo do tipo de
composto que esta envolvido no processo eletroquimico. Ou seja, quando a
espécie eletroativa ou o produto formado na reacao de eletrodo ou ambos sao
adsorvidos na superficie do eletrodo de modo irreversivel ou quase-irreversivel,
ocorre a contaminacdo ou a passivacdo do eletrodo. A passivacdo ou a
contaminacdo da superficie do eletrodo pode afetar a taxa de transferéncia de
carga entre o eletrodo e o analito, como também pode produzir sinais
eletroquimicos devido aos produtos adsorvidos, que interferem no sinal
desejado. Para muitos casos, a detec¢cdo amperométrica em fluxo minimiza o
problema da contaminac&o do eletrodo, pois um volume pequeno de amostra
ou de solucdes padrao (em geral, 20 a 100 mL) é injetado no sistema. Assim, a
extensdo do processo € limitada pela quantidade de analito disponivel na
superficie do eletrodo. Além disso, a passagem continua de eletrélito suporte
sobre o eletrodo (mantido em potencial constante) promove a limpeza do
eletrodo, mantendo sua superficie nas mesmas condi¢des por maior periodo de

tempo (Trojanowicz, 2009).
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1.7.2 SENSORES ELETROQUIMICOS

Os sensores amperométricos se baseiam em reacdes de oxidagédo e
redugédo, que envolvem um determinado analito para medicdo de suas
concentracbes (Harwood e Pouton, 1996). Estas reacdes geram um fluxo de
corrente entre os eletrodos, a qual, dentro de certas condicdes, é proporcional
a concentracdo do analito que se deseja mensurar. O controle deliberado da
reatividade eletrodo/solucéo é um dos objetivos basicos do eletroquimico, e tais
conhecimentos também s&o muito relevantes nas areas de eletrocatalise,
eletroanalise e corrosdo, entre outras. Para propostas analiticas, sensores
obtidos a partir de diversos substratos metalicos sdo aplicados na
determinacdo de varias substancias de interesse. Os eletrodos baseados em
metais nobres, como platina e ouro, tém sido amplamente utilizados na
deteccdo de substancias organicas (Davis, Huw Vaughan et al., 1995). Esses
compostos tendem a adsorver-se sobre a superficie dos dispositivos, sofrendo
consequentes reagbes anddicas. Esse fenbmeno de adsorcdo pode
representar um dos maiores problemas associados ao uso de eletrodos de
platina e ouro: o acumulo do produto de oxidacédo, que levara a passivacao do
eletrodo e, consequentemente, ao decréscimo na resposta analitica.

Umas das variaveis utilizadas para controlar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo/solucdo é o potencial aplicado. No entanto, tal operacao
permite somente variacbes modestas, (via de regra imposta pelas
caracteristicas do solvente, do eletrdlito suporte ou ainda do eletrodo) e
geralmente, apresenta baixa seletividade (Liu, Honma et al., 2005). Desta
forma, muitos pesquisadores dedicam-se a estudos envolvendo a modificacdo
deliberada da superficie de eletrodos, como um meio de impor e controlar suas
propriedades quimicas e fisico-quimicas do agente modificador para a
superficie do substrato, de tal modo que seja possivel obter um comportamento
previamente planejado do conjunto eletrodo-reagente. A construgcdo de
interfaces eletroquimicas com sistemas organizados de forma racional pode
levar a obtencdo de reatividade e seletividade desejadas para aplicagbes de
interesse como no caso dos biossensores (Garcia, Chen et al., 2010; Védrine,
Fabiano et al., 2003).
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1.8 BIOSSENSORES PARA DETECCAO DE FENOIS

Compostos fendlicos sdo produtos quimicos extensamente usados e
liberados no meio ambiente por um grande nimero de industrias, incluindo as
indUstrias de plasticos, resinas, preservacdao de madeiras, refino de petréleo,
tinturas, produtos quimicos, téxteis, herbicidas e pesticidas (Dennison e Turner,
1995; Wang, Liu et al.,, 2009). Fendis formam uma classe de poluentes
quimicos facilmente absorviveis por animais e seres humanos através da pele
e membranas mucosas (Bogdanovskaya e Tarasevich, 1996; Guan, Miao et al.,
2004). A toxicidade destes compostos € dirigida a uma variedade de 6rgaos e
tecidos, tais como, pulmao, figado e sistema genito-urinario (Rajesh e Kaneto,
2005). Sua quantificacdo € de grande relevancia devido a sua toxicidade e
persisténcia no meio ambiente.

Alguns métodos usados para determinacdo de compostos fendlicos sao:
calorimetria, cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
eletroforese capilar e analise espectrofotométrica (Topcu, Sezgintirk et al.,
2004). Entretanto estes métodos envolvem um pré-tratamento complicado da
amostra, ndo sdo apropriados para monitoramento in situ e requerem
instrumentacdo cara (Rajesh e Kaneto, 2005). De acordo com a Associacao
Brasileira de Normas Técnicas, os métodos de andlise de fendis totais n&o
determinam os fendis para-substituidos onde a substituicio € um radical
alquila, arila, nitro, benzoila ou um grupo aldeido (NBR 10740). Portanto a
determinacao rapida, seletiva e precisa dos compostos fendlicos é de grande
interesse no controle ambiental (Mello e Kubota, 2007).

Biossensores eletroquimicos surgiram como uma alternativa sobre os
meétodos analiticos convencionais, pois apresentam algumas vantagens como
simplicidade no uso, baixo custo de producéo, alta seletividade e estabilidade
bem como potencial para miniaturizacdo (Dennison e Turner, 1995; Yang,
Chen et al., 2006; Yang, Li et al., 2006; Mello e Kubota, 2007).
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Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver eletrodos de grafite

modificados com filmes poliméricos derivados de &cido 2-hidroxifenilacético,

visando aplicagdo destes como transdutor amperométrico de um biossensor a

base de horseradish peroxidase, para deteccdo de derivados fendlicos.

v

Os obijetivos especificos consistiram em:

Modificar superficies eletrédicas de grafite com filmes poliméricos
derivados de acido 2-hidroxifenilacético;

Realizar ensaios de formacédo de filmes em diferentes velocidades de
varredura e diferentes valores de pH da solucdo monomeérica;
Caracterizacdo eletroquimica, piezelétrica, espectrofotométrica e
morfologica do material polimérico.

Realizar ensaios de imobilizacdo de peroxidase nos eletrodos
modificados;

Verificar as respostas dos eletrodos modificados na presenca do alvo
de interesse (derivados fendlicos).
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3.1 REAGENTES UTILIZADOS

« Acido 2 hidroxifenilacético, (2-HFA), CgHgOs, P.M.= 152,15 g.mol™.

« Acido nitrico 65%, Cinética, HNO3, d = 1,50, P.M.=63,01g.mol™.

« Acido perclérico 70%, Reagen, HCIO,, d= 1,66, P.M.=100,46 g.mol™.

» Adesivo epoxi 24hs, Araldite.

» Albumina soro bovino (ASB), Gold Lab.

* Alumina 0,3 pm Buehler.

« Cloreto de potassio 99,5%, Vetec, KCI, P.M. = 74,55 g.mol™.

« Ferricianeto de potassio, Reagen, KsFe(CN)s, P.M.= 329,25 g.mol™.

« Ferrocianeto de potassio, Vetec, K4sFe(CN)g .3H,0, P.M.= 422,39 g.mol™,
+ Fosfato de potassio monobasico anidro 99%, CINETICA, KH,PO, P.M.=
136,09 g.mol™.

* Grafite em bastéo, Alfa Aesar, 99.9995%, didmetro 6mm.

« Hidréxido de sédio 98%, Vetec, NaOH, P.M.= 40 g.mol™..

» Horseradish peroxidase (HRP), SIGMA.

« Guaiacol 99% C7HgO,, P.M.= 124,13 g.mol™.

« Peréxido de hidrogénio 33%, Vetec, H,0,, P.M.=34 g.mol™.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Toda a vidraria utlizada foi deixada em banho de acido nitrico
concentrado por aproximadamente 24 horas e lavada, com agua deionizada.

Agua deionizada foi obtida de ultrapurificador microprocessado Master
System Gehaka. Medidas de pH foram realizadas utilizando pHmetro Digital
PG1800. Foi utilizado ainda um ultrassom Ultrasonic Cleaner 1450 USC para
remocao de particulas residuais dos eletrodos.

Para os estudos eletroquimicos (voltametria ciclica e amperometria) e
formacdo de filmes poliméricos, foi utilizada uma cela eletroquimica de trés
compartimentos (Figura 15 A). Todos os potenciais sao referidos a um eletrodo
de referéncia de Ag/AgCl (3 mol.L™) (Figura 15 B). Como eletrodo auxiliar foi
utilizado uma placa de platina de 2cm? de area aparente (Figura 15 C). O
eletrodo de trabalho utilizado foi um disco de carbono grafite, com 6 mm de

diametro, (Figura 15 D). Um sistema montado pode ser visto na figura 15 E.
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Figura 15: Materiais utilizados nos estudos eletroquimicos. A- célula
eletroquimica de trés compartimentos; B- eletrodo de referéncia Ag/AgCl (3
mol.L"); C- eletrodo auxiliar de platina; D- eletrodo de trabalho de grafite
pirolitico; E- célula eletroquimica de trés compartimentos contendo os trés
eletrodos.

Para as medidas eletroquimicas e de piezelétricas foi utilizado um
potenciostato CH Instruments modelo 420 A (Figura 16 A). Uma politriz Aropol
2V da Arotec (Figura 16 B) foi utilizada para polimento mecéanico dos eletrodos

de trabalho.

Figura 16: Equipamentos utilizados nos experimentos eletroquimicos e limpeza
dos eletrodos. A- potenciostato; B- politriz.

As superficies modificadas dos eletrodos foram analisadas em
microscopio eletrénico de varredura modelo LEO 940A, marca ZEISS (Figura
17 A) e em microscopico de forca atbmica Nanoscope Il da Digital Instruments
(Figura 17 B).
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Figura 17: Equipamento utilizado na andlise morfoloégica dos eletrodos
modificados; A- microscopio eletrbnico de varredura; B- microscopio de forca
atomica.

A figura 18 mostra o sistema em fluxo utilizado neste trabalho. Tubos de
polietileno (0,8 mm de diametro) foram usados para alcas de injecdo e linhas

de transmissao.

A08 TP 8

Figura 18: Diagrama esquematico do sistema em fluxo utilizado neste trabalho.
R1,solucdo transportadora (tampéo fosfato de potassio 0,1mol.L, pH 6,5; P,
bomba peristaltica; W, residuo; L,alcas injetora; I, valvula injetora; A, solucdes
guaiacol e peréxido de hidrogénio preparados em solucdo transportadora; B,
linha transportadora; C, detector amperométrico.

As solugbes foram bombeadas usando uma Bomba peristaltica Minipuls
3 da Gilson e tubos de Tygon® (figura 19 A) para bombeamento e as injecdes

de amostras foram feitas utilizando um injetor comutador circular (figura 19 B).

Figura 19: Equipamentos do sistema em fluxo: A- Bomba peristaltica; B-Injetor
comutador de geometria circular.
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O sistema de deteccao proposto, ilustrado na figura 20, € uma célula
eletroquimica, onde o eletrodo de referéncia € Ag/AgCl, o eletrodo de trabalho
€ um disco de grafite de 6 mm de didmetro e o eletrodo auxiliar € um fio de
platina. O compartimento interno da célula possui capacidade para 460uL de

solucéo.

Figura 20: Célula eletroquimica usada como sistema de deteccao
amperométrica. A- célula montada; B- a-suporte de teflon, pino de contato e
eletrodo de grafite; b- peca de acrilico; c- eletrodo de referéncia Ag/AgCl; d-
contra-eletrodo de platina.

Para os estudos com a Microbalanca Eletroquimica de Cristal de Quartzo
(MECQ), o sistema foi conectado a uma célula eletroquimica de teflon com
capacidade de 4ml de solucédo (figura 21A, 21B). Os eletrodos auxiliar e
referéncia foram conectados ao potenciostato e os dois contatos elétricos do
eletrodo de trabalho conectados a um frequencimetro. O eletrodo de trabalho
foi um cristal de quartzo de 13,7 mm de diametro (corte AT), com o
recobrimento, em ambos as superficies, com uma pelicula de ouro com 5,11
mm de diametro (figura 21 C). Um fio de platina de 1cm de comprimento foi
usado como eletrodo auxiliar e um eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl

3 mol.L™") como eletrodo de referéncia.

Figura 21: sistema utilizado para a microbalanca eletroquimica de cristal de
quartzo. A- célula eletroquimica de teflon desmontada; B- célula eletroquimica
de teflon montada; C-eletrodo de cristal de quartzo.
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3.3 SOLUCOES

Foram preparadas solugdes imediatamente antes de cada procedimento e
deaerados com N, por cerca de 40 minutos. Quantidades adequadas de
reagentes com grau analitico,utilizados como recebidos, foram solubilizados

em agua ultra pura (0,05uS).

Solucéo de Fe*'/Fe**

SolucBes padrdo contendo o par redox Fe?'/Fe®" foram preparadas
utilizando-se K4Fe(CN)s (5 mmol L™) / KsFe(CN)s (5 mmol L™Y) em 0,1 mol L™
de KNOs.

Solucao de acido perclérico

A solucédo de acido perclérico usada nos testes de limpeza do eletrodo e
como eletrdlito suporte da solucdo monomérica foi preparada pipetando-se
43,2 mL de acido perclorico concentrado e transferiu para um baldo de 1000mL

sendo completado com agua deionizada. Concentracéo final de 0,5 mol.L™.

Solucao de acido 2-hidroxifenilacético (2-HFA)

A solucdo monomeérica de concentracdo 1,5x10 mol L* foi preparada

em écido perclérico 0,5 mol L™ como eletrdlito suporte.

Solucao tampéao fosfato de potassio

Uma solucdo estoque de tamp&o fosfato (0,1 mol L™) foi preparada
pesando-se 13,6 g de K;HPO, e transferido para um baldo de 1000 mL que foi
completado com agua deionizada e teve seu pH ajustado para 6,5 usando uma
solucéo saturada de hidroxido de sddio. Esta solucao foi usada no preparo das

solucdes de trabalho de guaiacol e peroxido de hidrogénio.

Solucdo de albumina de soro bovino a 0,5% m/v (ASB)

Esta solucdo foi preparada em tampéo fosfato (0,1mol L™*; pH de 6,5)
pesando-se 0,03 g de albumina de soro bovino que foi transferida para um
baldo de 10 mL. Desta solucdo estoque de 3% foi pipetado 2uL e transferido
para 10 pL da solucdo enzimatica de forma que a concentracdo final fosse de
0,5% de ASB.
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Solucdo de Horseradish Peroxidase (HRP)

A solugcao foi preparada a partir da dissolucdo de 0,001g de HRP
liofilizada (124 U.mg™) em 124 uL de tampao fosfato de potassio (0,2mol L™;
pH de 6,5). A atividade enzimatica tedrica final foi de 1 U. pL™. Para
incorporacdo nos eletrodos a cada 10 pL de solugco enzimatica foram
adicionados 2 pL Albumina soro bovino (BSA) 3% de forma final tivesse 10 U
de HRP e 0,5% de BSA.

Solucdo de quaiacol e perdéxido de hidrogénio

Preparou-se a solucdo de guaiacol 45,8 mmol.L™ em tampéo fosfato de
potassio (0,1mol L™ pH de 6,5) e a esta solucéo foi adicionado peréxido de
hidrogénio 165 mmol.L™, as soluces eram preparadas imediatamente antes
do uso . Para os ensaios de curva de calibracdo a concentracdo de guaiacol foi
alterada de 0; 0,5; 2,3; 11,5; 22,9; 45,8; 91,6; 114,5 a 183,2 mmol.L",
mantendo a concentracdo de peréxido constante (165 mmol.L?), e
posteriormente variou-se a concentracdo de peroxido de 1,3; 2,3; 4,6; 9,5; 19,5;
39,7; 80,5; 161,3; 327,7 a 665,1 mmol.L™* na auséncia de guaiacol.

3.4 PREPARACAO DE ELETRODOS
ELETRODO DE REFERENCIA
O eletrodo de Ag/AgCl foi obtido por eletrodeposicdo de AgCl na

superficie de um fio de Ag como anodo, e como catodo foi utilizado uma placa
de platina de 2cm? de area aparente, e solucdo de cloreto de potassio 0,10
mol.L™Y. A eletrodeposicdo de AgCl no anodo foi realizada sob potencial
constante de 1,4 volts, durante trés minutos, utilizando um Potenciostato-
Galvanostato Autolab 302N. Terminada a eletrodeposigéo, o fio de prata foi
colocado no interior de uma ponteira com extremidade inferior devidamente
vedada, e preenchida com uma solucdo de cloreto de potassio 3,00 mol L™
(Pedrotti, Angnes et al., 1996).

ELETRODO DE TRABALHO

O eletrodo de trabalho (carbono grafite) foi polido mecanicamente em

feltro umedecido com uma suspensao de alumina 0,30 um e agua deionizada
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em politriz e manualmente. ApGs esse tratamento, os eletrodos foram levados a
um ultrassom para remocéo de particulas residuais de alumina.

Os eletrodos polidos foram transferidos para a célula eletroquimica,
contendo a solucdo com o par redox K4;Fe(CN)g/KsFe(CN)s. Com objetivo de
manter sempre 0 mesmo “padrao de superficie” para os eletrodos utilizados,
foram feitos voltamogramas ciclicos variando-se o potencial entre -0,10 V a
+0,50 V a uma velocidade de varredura de 100 mV s™. Foram feitos testes
também em solucdo de acido perclérico numa faixa de -0,7 a 1,2 V. Apos esse
processo, os eletrodos pré-selecionados foram lavados, secos e transferidos
para uma célula eletroquimica contendo o eletrélito suporte, na auséncia do

mondmero.

3.5 FORMACAO DE FILMES POLIMERICOS

Os eletrodos previamente selecionados e limpos foram transferidos para a
célula eletroquimica contendo aproximadamente 25 mL da solugdo do
mondmero 2-HFA. Foram realizados 100 ciclos de potencial a uma velocidade
de 50mV.s™, variando-se o potencial limite entre -0,70 a +1,2 V, vs. Ag/AgCl, a
temperatura ambiente (25+1°C). Os eletrodos modificados apés
eletropolimerizacdo, foram lavados com agua deionizada para remocdo do

excesso de monémero ndo polimerizado.

3.6 CARACTERIZACAO DOS ELETRODOS MODIFICADOS COM POLI(2-
HFA)
3.6.1 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

» Os eletrodos modificados com poli(2-HFA) foram caracterizados por
voltametria ciclica em funcdo da velocidade de varredura de 20 a 1000 mV.s™.
Experimento realizado em solugéo de &cido perclérico 0,5 mol.L™ na auséncia
de monémero.

»Os eletrodos modificados com poli(2-HFA) foram colocados na
presenca de par redox com carga negativa (K4sFe(CN)s/KsFe(CN)g) e avaliados
na faixa de potencial de -0,1 a 0,5V, e posteriormente foram colocados na
presenca de par redox com carga positiva (Ru(NH3)sCl,) na faixa de potencial
de -0,5 a 0,2V, ambos experimentos realizados a uma velocidade de varredura
de 100mV.s™,
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»Para medidas de estabilidade eletroquimica foram feitas sucessivas
varreduras de potencial (0 a 0,9V) em solucdo de &cido perclérico, usando o
eletrodo modificado com poli(2-HFA). Foram feitos 100 varreduras de potencial

a uma velocidade de 50mV.s™.

3.6.2 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA *

»Foi feito um estudo de caracterizagcdo espectroscopica usando um
espectrofotometro UV-Vis da Shimadzu modelo UV-1650PC e cubeta de
quartzo com caminho otico de 1cm. Solu¢cdes monoméricas com diferentes
valores de pH foram colocadas em uma cubeta de 700 pL de capacidade e foi
feito uma varredura de comprimento de onda de 190 a 1100 nm.

» Espectros de infravermelho (FTIR) foram obtidos para o monémero e
para o polimero em um intervalo de 500 a 4500 cm™, usando 20 ciclos e
resolucdo de 2 ou 4 cm™.

» Foram feitas analises de fluorescéncia para o mondmero e para o

polimero em meio de acetonitrila.

3.6.3 CARACTERIZAQAO PIEZELETRICA *

A caracterizagdo piezelétrica foi feita utilizando um potenciostato da CH
Instruments modelo 420A. O eletrodo de trabalho foi limpo eletroquimicamente
em solucado de acido sulfarico 0,25 mol.L™ utilizando uma faixa de varredura de
-0,25 a 1,25V e variando a velocidade de varredura entre 100 e 500 mV.s™. As
medidas eletroquimicas da microbalanca foram feitas simultaneamente a

voltametria ciclica, 10 varreduras sucessivas de potencial.

3.6.4 CARACTERIZACAO TERMICA *
A estabilidade térmica foi feita por meio de analise termogravimétrica
(TG), feita em atmosfera de nitrogénio com taxa de aquecimento de 10°C.min™

de 25 a 600°C num equipamento da TA Instruments SDT.

3.6.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA
»Foram feitas analises morfolégicas de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) de eletrodos modificados com filmes poliméricos feitos em

diferentes velocidades de varredura.
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» Foram feitas andalises morfologicas de microscopia de forca atbmica
(AFM) de eletrodos modificados com filme polimérico em diferentes

velocidades de varredura.

* Para as caracterizacbes espectroscopicas, piezelétrica e térmica o
polimero foi preparado em uma barra de grafite de tamanho maior (com area
geométrica de 6,21 cm?) e extraido em acetonitrila num banho de ultrasson por

1 hora.

3.7 CALCULO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

O estudo da cinética enzimatica para o calculo da atividade enzimética na
solucéo estoque de HRP, foi realizado utilizando-se um espectro UV-Vis, onde
se colocou em uma cubeta 2975 uL de tampé&o fosfato 0,1 mol L* a pH 6,5
com 15,3 uL de peréxido de hidrogénio (32%), 10,0 uL de guaicol (45,8 mmol L
1Y e 1,0 uL de solucdo estoque de enzima. No momento da adicdo da solucédo
estoque da enzima o espectrofotdbmetro foi acionado no modo cinético,
monitorando a absorbancia a 470nm. O ensaio foi realizado em triplicata e a

atividade enzimatica foi determinada de acordo com a equacao:
U=A x1 xFD x 1
e Ve t
Onde A corresponde a absorbancia a 470nm; & o coeficiente de
absortividade molar do guaiacol (26,6 mmol*cm™) (Maioli, Santos et al., 2008);
Ve é o volume de solucdo enzimatica (mL); t € o tempo de reacdo em min e FD

o fator de diluicdo da solucdo enziméatica.

3.8 PREPARACAO DOS BIOSSENSORES

A construcao do biossensor amperométrico foi feita a partir de eletrodo
modificado com poli(2-HFA). A superficie do eletrodo foi preparada para
imobilizagdo da enzima HRP, realizando varreduras de potencial na faixa de
0,3 a -0,4V. Apds as varreduras em potencial catédico, foi gotejada na
superficie do eletrodo 12 pyL da solugéo enzimatica contendo 0,5% de BSA, e 0
eletrodo foi deixado em repouso até a secagem completa da superficie. O
experimento foi conduzido a temperatura ambiente (25°C £ 1°C). A atividade

enzimatica utilizada foi de 10u.
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3.8.1 AVALIACAO DA RESPOSTA DO BIOSSENSOR AMPEROMETRICO

» Os testes iniciais dos biossensores foram feitos usando voltametria linear
como técnica eletroquimica de deteccao. Os ensaios foram conduzidos na faixa
de 0,4 a-0,6V numa velocidade de 50mV.s™.

» Os demais testes foram feitos por analise de injecdo em fluxo (FIA).
Usando um sistema como o descrito nas figuras 18 a 20, usando uma alca de

200 pL de volume. E curva amperométrica i vs t como técnica de deteccao.

3.8.1.1 RESPOSTA DO BIOSSENSOR EM FUNCAO DA VAZAO DO FLUXO
Os valores de vazao da solucao transportadora avaliados foram: 1,0; 1,5;
2,0; 2,5 mL.min?. Usando eletrodo contendo 10 U de HRP imobilizados,
solugéo de guaiacol 45,8 mmol.L™* em tamp&o fosfato de potassio (0,1mol L™
pH de 6,5) e a esta solucao foi adicionado peréxido de hidrogénio 165 mmol.L

! potencial de 0 V.

3.8.1.2 RESPOSTA DO BIOSSENSOR EM FUNCAO DO POTENCIAL
APLICADO

Para avaliagdo da resposta do biossensor, foram testados diferentes
potenciais de analise (0,1; 0,2; 0; -0,1; -0,2; -0,3 V). Usando eletrodo contendo
10 U de HRP imobilizados, solucédo de guaiacol 45,8 mmol.L" em tamp&o
fosfato de potassio (0,1mol L™; pH de 6,5) e a esta solucdo foi adicionado

peréxido de hidrogénio 165 mmol.L™, vazdo de 2 mL.mim™.

3.8.1.3 RESPOSTA DO BIOSSENSOR EM FUNCAO DO pH DA SOLUCAO
TRANSPORTADORA

O biossensor amperométrico foi avaliado em funcdo do pH do meio
reacional. Foram preparadas solucdes de tampé&o fosfato (0,1 mol L™) em pH
variando de 4,0 a 8,0. O pH da solugéo do analito foi ajustado de acordo com o
pH da solugdo transportadora. Usando eletrodo contendo 10 U de HRP
imobilizados, solucdo de guaiacol 45,8 mmol.L™ em tamp&o fosfato de potassio
(0,2mol L™"; pH de 6,5) e a esta solucéo foi adicionado peréxido de hidrogénio
165 mmol.L™?, vazdo de 2 mL.mim™ e potencial de anélise de 0 V.



Secdo experimental

3.8.1.4 RESPOSTA DO BIOSSENSOR EM FUNCAO DA SUPERFICIE
ELETRODICA

Foram feitos ensaios usando eletrodo modificado com poli(2-HFA) e sem
modificacdo. Os eletrodos modificados foram pré-condicionados em solucéo de
tampéo fosfato pH6,5 aplicando potencial catédico (0,3 a -0,4V) e em outro
eletrodo aplicando-se potencial anddico (0 a 1,2V). Usando eletrodo contendo
10 U de HRP imobilizados, solucdo de guaiacol 45,8 mmol.L™* em tamp&o
fosfato de potassio (0,1mol L™; pH de 6,5) e a esta solucdo foi adicionado
peréxido de hidrogénio 165 mmol.L™, vazdo de 2 mL.mim™ e potencial de

analise de 0 V.

3.8.1.5 RESPOSTA DO BIOSSENSOR EM FUNCAO DA CONCENTRACAO
DE GUAIACOL

Foram feitos diversos testes usando eletrodo contendo 10 U de HRP
imobilizados, solugéo de guaiacol com diferentes concentragbes (0; 0,5; 2,3;
11,5; 22,9; 45,8; 91,6; 114,5 a 183,2 mmol.L™") em tampé&o fosfato de potéssio
(0,2mol L™*; pH de 6,5) e a esta solucdo foi adicionado peréxido de hidrogénio

165 mmol.L™?, vazdo de 2 mL.mim™ e potencial de analise de 0 V.

3.8.1.6 UTILIZACAO DO BIOSSENSOR PARA DETECCAO DE PEROXIDO
DE HIDROGENIO

Foram feitos testes mudando o analito de interesse do biossensor. Os
ensaios realizados até entdo partia de um derivado fendlico (guaiacol) como
analito de interesse, entdo foi feito um teste usando o biossensor para
deteccdo e quantificacdo de perdxido de hidrogénio. Para isso a solu¢do do
analito foi feita somente com perdxido de hidrogénio em diversas
concentragoes (1,3; 2,3; 4,6; 9,5; 19,5; 39,7; 80,5; 161,3; 327,7 a 665,1 mmol.L’
Y, livre de qualquer derivado fenélico solucdo feita em tampdo fosfato de
potassio (0,1mol L™; pH de 6,5), vazdo de 2 mL.mim™ e potencial de analise de
oV.
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3.8.1.7 RESPOSTA DO BIOSSENSOR EM FUNCAO DO TEMPO DE
ARMAZENAMENTO

O tempo de vida do biossensor foi avaliado para uma atividade enzimatica
de 10U, durante um periodo de quarenta e cinco dias. Neste periodo, utilizando
o sistema em fluxo descrito, foram injetados em triplicata solucdo de guaiacol
contendo peréxido de hidrogénio, e a resposta de corrente foi observada. Entre
uma avaliagdo e outra, o eletrodo foi armazenado, no escuro, em solucao

tampéo pH 6,5, no freezer até a proxima avaliacao.
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4.1 FORMAGAO DE FILME POLIMERICO

Os voltamogramas ciclicos (figura 22) mostram informagdes sobre o
processo de eletropolimerizacdo do filme polimérico derivado do acido 2-
hidroxifenilacético (2-HFA). Em meio de &cido perclérico 0,5 mol.L™ a primeira
varredura de potencial feita a 50 mV.s™ e num intervalo de -0,70 e 1,20 V,
apresenta um pico de oxidacao irreversivel (Ep,a =+1,06V) atribuido a oxidacéo
do mondmero. Repetidas varreduras de potencial mostraram o aparecimento, e
continuo crescimento, de um par redox em +0,58 e +0,69 V, atribuidas a

formacéo do filme polimérico.

1,05V

Corrente mA

--0.7 ' 0.0 ' 0.7 ' 1.4
Potencial vs Ag/AgCl

Figura 22: Voltamogramas ciclicos de formacao do filme polimérico derivado
de 2-HFA. 100 varreduras feitas a uma velocidade de 50 mV.s™ e num intervalo
de -0,70a 1,20 V.

O comportamento eletroquimico do eletrodo modificado foi analisado em
solucdo de Acido perclérico 0,5 mol.L™* sem a presenca de mondmero (figura
23), Para o eletrodo modificado com poli(2-HFA) (figura 23A) sdo observadas
duas ondas de oxidacao (0,56 e 0,67 V) e duas de reducéo (0,29 e 0,58 V)
atribuidas a modificacdo da superficie de grafite com filme polimérico derivado
de 2-HFA. Andlises feitas em solucdo contendo o par redox KsFe(CN)g
IK3Fe(CN)g (figura 23B) mostra um aumento no AE, atribuido ao aumento de
resisténcia a transferéncia de carga, devido a presenca de um material

polimérico na superficie do eletrodo.



Corrente mA

Resultados e discussao

A Eletrodo de grafite modificado com poli(2-HFA) ) - '
0.0020 -+ Eletrodo de grafite sem modificagéo B Eletrodo de grafite modificado com poli(2-HFA)
20 Eletrodo de grafite sem modificacéo
0.0015 | ’
1,54
0.0010 A
1,01
0.0005 £
9D 0,5
0.0000 [
g 0,0
-0.0005 - )
0.0010 © o
' -1,0
-0.0015 15
-0.0020 T T T T 1 -2,0 T T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 ’ 00 02 04 06 08 10
Potencial V vs Ag/AgCI Potencial V vs Ag/AgCl

Figura 23: Voltamogramas ciclicos dos eletrodos de grafite sem modificacdo
(vermelho) e modificados com poli(2-HFA) (preto). (A) solucdo de &cido
perclérico 0,50 mol.L™. (B) solucdo de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5mmol.L™? e
KCIl0,1 mol.L como eletrélito suporte. 100 mV.s™.

4.1.1 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DE POLI(2-HFA)

4.1.1.1 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO FILME POLIMERICO EM
FUNCAO DE TROCA IONICA

Ensaios eletroguimicos foram realizados a fim de avaliar as propriedades
de troca i6bnica do material polimérico eletrogerado.

Os eletrodos limpos foram testados em solugdo de KCI 0,1 mol.L™
contendo 5mmol.L™" do par redox Fe?/Fe*", e apés a modificacdo com poli(2-
HFA). O eletrodo foi novamente submetido a varreduras de potencial na
solucdo citada anteriormente, a fim de estudar o comportamento eletroquimico
do polimero frente ao par redox Fe?'/Fe*".

Analisando a figura 24 B pode-se observar que o eletrodo modificado
com poli(2-HFA) aumenta a resposta de corrente e desloca substancialmente o
potencial quando comparada as respostas dos eletrodos de grafite sem
modificacdo e modificados com polimero. Apds sucessivas varreduras de
potencial nesta solucdo, observa-se uma diminuigcdo da resposta de corrente,
fato atribuido a repulsdo dos ions negativos (ferrocianeto e ferricianeto) pelo
filme polimérico que apresenta carater anidbnico, bem como a expulsdo dos

contra-ions da malha polimérica.
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Figura 24: Voltamogramas ciclicos de eletrodo de grafite sem modificacdo
(vermelho) e apds a modificacdo com poli(2-HFA) (preto), feitos em solucao de
KCI 0,1 mol.L™ contendo 5mmol.L™ de ferrocianeto de potéssio e ferricianeto
de potéassio. Voltamogramas obtidos a 100 mV.s™.

A figura 25 A representa os voltamogramas de eletrodos modificados
com poli(2HFA) obtidos em solucdo contendo KCI e ferrocianeto de potassio e
ferricianeto de potassio (curva preta) e em solucdo contendo somente KCI
(curva azul). A subtracdo da curva preta menos a curva azul foi feita com a
finalidade de analisar a interacdo do poli(2HFA) somente com o par redox
ferrocianeto e ferricianeto.

A figura 25 B mostra o perfil da resposta dos eletrodos frente a interacéo
somente com ions ferrocianeto e ferricianeto. Nesta figura os resultados
obtidos em solucdo de KCI 0,1 mol.L™* contendo 5mmol.L™* de ferrocianeto de
potassio e ferricianeto de potassio foram subtraidos dos voltamogramas

obtidos em solug&o contendo somente KCI 0,1 mol.L™.
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Figura 25: Voltamogramas ciclicos: A- eletrodo modificado com poli(2HFA) em
solucéo contendo KCI e par redox ferro/ferricianeto de potassio (curva preta) e
respostas obtidas em solucéo contendo somente KCI (curva azul); B- subtracéo
das respostas da figura 25 A (preto) e eletrodo de grafite sem modificacéo
(vermelho).

E possivel observar que o eletrodo de grafite sem modificacdo interage
muito bem com os ions ferrocianeto e ferricianeto, o que ja ndo ocorre de forma
semelhante com o eletrodo modificado com poli(2-HFA) confirmando assim a
teoria que o filme apresenta carater anibnico e ndo interage com cargas
negativas.

Foi feito um estudo em solucdo de KCI 0,1 mol.L™ contendo 5mmol.L™
de cloreto de hexaminruténio (figura 26). H4 um aumento de corrente quando
comparamos o eletrodo de grafite sem modificacdo e o eletrodo modificado
com poli(2-HFA) e com sucessivas varreduras a resposta de corrente continua
aumentando, este aumento é atribuido a interacédo do filme de carater anibnico

com os ions positivos de hexaminruténio.
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Figura 26: Voltamogramas ciclicos de eletrodo de grafite sem modificagdo
(vermelho) e apo6s a modificacdo com poli(2-HFA) (preto), feitos em solucéo de
KCl 0,1 mol.L* contendo 5mmol.L™ de cloreto de hexaminruténio.
Voltamogramas obtidos a 100 mV.s™.

Os eletrodos sem modificacdo e contendo poli(2-HFA) foram colocados
em uma célula eletroquimica contendo solugéo de KCI 0,1 mol.L™* na auséncia
de cloreto de hexaminoruténio. Este estudo foi feito com a finalidade de fazer
uma linha base das respostas dos diferentes eletrodos e posteriormente usa-
las para descontar da resposta obtida na figura 26.

A figura 27 A representa os voltamogramas de eletrodos modificados
com poli(2HFA) obtidos em solugéo contendo KCI e cloreto de hexaminruténio
(curva preta) e em solugcéao contendo somente KCI (curva azul). A subtragéo da
curva preta menos a curva azul foi feita com a finalidade de analisar a interacéo
do poli(2HFA) somente com cations hexaminruténio.

A figura 27 B mostra o perfil da resposta dos eletrodos frente a interagéo
somente com ions hexaminruténio. Nesta figura os resultados obtidos em
solucdo de KCI 0,1 mol.L™* contendo 5mmol.L™ cloreto de hexaminruténio
foram subtraidos dos voltamogramas obtidos em solu¢do contendo somente
KCI1 0,1 mol.L™.
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Figura 27: Voltamogramas ciclicos: A- eletrodo modificado com poli(2HFA) em
solugcéo contendo KCI e cloreto de hexaminoruténio (curva preta) e respostas
obtidas em solucdo contendo somente KCI (curva azul); B- subtracdo das
curvas da figura 27 A (preto) e eletrodo de grafite sem modificacdo (vermelho).

E possivel observar que o eletrodo de grafite sem modificacdo interage
muito bem com o complexo de ruténio, resultado observado também para o
eletrodo modificado com poli(2-HFA). Observando os resultados obtidos frente
a interacdo do polimero com o complexo de hexaminruténio os resultados da
figura 25 B pode-se dizer que o poli(2HFA) apresenta carater anibnico o ual
interage bem com complexos catibnicos e ndo interage com complexos

anionicos.

4.1.1.2 CARACTERIZAQAO ELETROQUIMICA DO FILME POLIMERICO EM
FUNCAO DO TRANSPORTE DE MASSA

Estes ensaios foram realizados com a finalidade de testar o tipo
de transporte de massa ao longo da malha polimérica.

O eletrodo modificado com poli(2-HFA) foi colocado em solugéo
contendo &cido perclérico 0,5 mol.L™ e foram feitas sucessivas varreduras de
potencial variando a velocidade de varredura.

A figura 28 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes
velocidades de varredura e a partir desta figura os resultados de corrente de
pico de oxidacao e redugcdo bem como o potencial de oxidagao e de reducao

foram tabelados versus a velocidade de varredura (tabela 4).



Resultados e discussao

——1000 mV.s™

——500mV.s™
250 mv.s*

10 —100mv.s*

——50mV.s*

| ——20mv.s?

154

~Corrente mA

-15 T T T T T T T
-06 -03 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2

Potencial V vs Ag/AgCl

Figura 28: Voltamogramas ciclicos de eletrodo de grafite modificados com
poli(2-HFA) obtidos em solugdo de HCIO4 0,5mol.L™?, feitos em diferentes
velocidades de varredura.

Com base nos dados apresentados na figura 28 podemos observar que
em velocidades de varredura menores que 250mV.s™ é possivel diferenciar
duas ondas de oxidacdo atribuidas ao polimero, resultados que ndo séo
possiveis de observar em altas velocidades de varredura provavelmente pela
cinética da reacao.

Na tabela 4 a partir da velocidade de 100 mV.s' as colunas s&o
divididas em duas para apresentar separadamente os valores de corrente de

pico e potencial de pico das duas ondas observadas.

Tabela 4: Valores de corrente de pico de oxidacdo e de reducdo bem como
potencial de oxidacdo e de reducao versus a velocidade de varredura.

Velocidade de
varredura (v.s%) loxi (MA) lrea (MA) Eoxi (V) Erea (V)
1 13 -10 | -5,59 0,91 0,036 | 0,47
0,5 8,13 -6,79 | -3,4 0,77 0,22 | 0,50
0,25 4,85 -4,27 | -1,8 0,67 0,24 | 0,53
0,1 2,22 | 197 |-225|-0,83 | 0,56 | 0,66 0,29 | 0,56
0,05 1,26 | 1,00 | -1,33 | -0,42 | 0,51 0,64 0,33 | 0,57
0,02 059 | 044 | -0,62 | -0,15 | 0,47 0,63 0,37 | 0,58
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A partir da tabela 4 a figura 29 foi montada. Na figura 29 A foram usados
0Ss maiores valores de corrente de oxidagcdo e de reducdo que estdo
representados na tabela em negrito, para a construcéo da figura 29 B foram
usados os outros valores de corrente de pico de oxidacdo e de reducédo da
tabela. Nesta figura é possivel observar que a corrente de pico de oxidacao e
também a corrente de pico de reducdo responde linearmente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura. O resultado que permite dizer que o

transporte de massa no interior do filme polimérico pode ser regido por difuséo.
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Figura 29: Valores de corrente de pico de oxidacdo e valores de corrente de
pico de reducao versus raiz quadrada da velocidade de varredura. A - Maiores
valores de corrente de oxidacéo e reducéo da tabela 4; B - Menores valores de
corrente de oxidacéo e reducédo da tabela 4.

Experimentos de degradacdo eletroquimica do poli(2-HFA) sobre
eletrodos de grafite foram feitos por sucessivas varreduras de potencial em
solucéo de acido perclérico 0.50 mol L™ entre 0,00 e +0,85 V (figura 30) a uma
velocidade de 50 mV.s™. As &reas de pico anédico e catédico foram usadas
para calculo de carga. Este estudo mostrou que apos 100 varreduras de
potencial, o filme manteve 72,3% de resposta de carga anddica e 88% de
resposta de carga catédica, apds estes estudos pode-se afirmar que polimero

apresenta uma boa estabilidade eletroquimica.
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Figura 30: Porcentagem de retencdo de carga ao longo de 100 varreduras de
potencial. Inserto: Voltamogramas ciclicos feitos em solucdo de acido
perclérico 0.50 molL™ na auséncia de monémero. Faixa de varredura 0,00 e
+0,85 V e velocidade de 50 mV.s™.

4.1.1.3 CARACTERIZAC}AO ELETROQUIMICA DO FILME POLIMERICO EM
FUNCAO DA VELOCIDADE DE VARREDURA DE FORMACAO DO FILME
Foram feitos filmes derivados de 2-HFA em diferentes velocidades de
varredura, com o interesse de estudar o comportamento do material polimérico.
Na primeira varredura de potencial, em todas as velocidades de varredura
estudadas, observou-se uma onda irreversivel em de +1,06 V, atribuida a
oxidacdo do mondmero. Para o filme formado a 20 mV.s™ (figura 32A) a partir
da segunda varredura, foram observadas duas ondas de oxidacdo em +0,51V
e + 0,66V, e duas ondas de reducdo em +0.62 V e +0.39 V, atribuidas ao
polimero. Estudos feitos a 250 (figura 32B) e 500 mV.s™ (figura 32C) as ondas
de oxidacdo observadas a partir da segunda varredura se sobrepdem nao
sendo possivel a separacao dos potenciais de oxidacdo, mas as duas ondas de
reducdo observadas sdo bem definidas em qualquer velocidade de varredura
estudada. Com o aumento do numero de varreduras de potencial, ocorreu

aumento dos picos de oxi-redugéo.
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Figura 31: Voltamogramas ciclicos de formacdo de poli(2-HFA) feitos em
solucdo de é&cido perclérico 0.50 mol L™, em diferentes velocidades de
varredura. (A) 20 mV.s™. (B) 250 mV.s™. (C) 500 mV.s™. 100 ciclos.

O comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados foi analisado
em solucdo de &cido perclorico, em auséncia do monémero (figura 32 A).
Observou-se aumento na resposta de corrente, bem como aumento de area
relativa aos picos de oxi-reducédo, sugerindo formacéo de um filme polimérico
com maior area superficial para o eletrodo modificado com 2-HFA formado a 20
mV.s™?, se comparado aos filmes gerados em outras velocidades de varredura.
Andlise feita em solucao contendo ferrocianeto/ferricianeto de potassio (figura
32 B) revela aumento de AE, atribuido ao aumento da resisténcia de
transferéncia de carga devida a presencga do material polimérico na superficie
do eletrodo.
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Figura 32: Voltamogramas ciclicos dos eletrodos de grafite sem modificacdo
(preto) e modificados com poli(2-HFA) formados em diferentes velocidades de
varredura (vermelho) 20 mV.s™, (azul) 250 mV.s™, (verde) 500 mV.s™. (A)
solucéo de &cido perclérico 0,50 mol.L™. (B) solucdo de KsFe(CN)s/KsFe(CN)g
5mmol.L™! e KCIO,1 mol.L™ como eletrdlito suporte. 100 mV.s™.

O polimero eletrogerado a 20mV.s™ apresenta caracteristica morfolégica
com aspecto globular, diferente do que foi obtido a partir dos eletrodos
recobertos com polimero eletrogerado a 250 e 500 mV.s™?, que apresentam
aspecto laminar (figura 33 A, B e C respectivamente). Estes resultados
sugerem que as velocidades mais baixas (20 mV.s™) favorecem a formacao de
um polimero de forma mais organizada. Os pontos de nucleacdo da reacao vao
sendo recobertos com material depositado originando a forma globular, tendo
maior quantidade de material eletroativo depositado, justificando as maiores
respostas de corrente obtidas. J& nas eletrodeposicfes utilizando velocidades
maiores (250 e 500 mV.s™), devido ao fato da passagem pelos potenciais se
processar muito mais rapidamente, o polimero se deposita de forma laminar
mas irregular, sendo depositado menor quantidade de material eletroativo, o
gue origina menores respostas de corrente, quando comparadas a velocidades

de varredura menores.



Figura 33: Micrografias eletrbnicas de varredura para eletrodos de grafite
modificados com poli 2-HFA formados a: (A) 20 mV.s; (B) 250 mV.s™; (C) 500

mV.s™.

4.1.1.4 CARACTERIZAC}AO ELETROQUIMICA DO FILME POLIMERICO EM
FUNCAO DO pH

Foram realizados estudos variando o pH da solugdo monomérica a fim de
analisar os diferentes estados de protonagdo/desprotonacdo monomeérica.

Foi estudada a formacado de filme polimérico derivado de acido 2-HFA
em eletrodos de grafite preparados por sucessivas varreduras de potencial, em
meio aquoso em diferentes valores de pH (pH 1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 10,0 e 12,0).

A predicdo da variagdo estrutural do 2-HFA em fung¢do do pH foi feita
usando um programa de simulag&o de curva de titulacdo CurTiPot verséo 3.3.2
(figura 34). Os valores de pKa do 2-HFA (pKa; = 4,30 e pKa, = 10,13) foram
obtidos usando o programa de simulacdo de constantes SPARC Physical/
Chemical property calculator.

12

104 '.l".‘

20 40 60 80 100

Volume de OH- mL

Figura 34: Simulac&o da curva de titulagdo de 50 mL de 2-HFA 0,1 mol.L™* com
NaOH 0,05 mol.L™.

0

Em meio &cido, o 2-HFA é encontrado na forma neutra (estrutura 1). Com
0 aumento do valor de pH ocorre a desprotonagédo do grupamento carboxila
(estrutura 11). Quando o pH é igual ao pK; a concentracdo das formas neutra e
desprotonada séo iguais (estrutura | e Il). No pH 7,2 ocorre a estrutura Il em
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solucdo. Com o aumento de pH ocorre a desprotonacéo do grupo fendlico. Em
valores de pH igual ao pK; ha o equilibrio equimolar fenol/fendxido (estruturas
[l e IlI). Em pH mais basico a concentragdo do ion fen6xido aumenta.
A figura 35 mostra o espectro de UV-Vis do 2-HFA em diferentes valores
de pH. )
1.0 -

Absorbancia
o o o
-9 [=;] [~}

e
M
|

ot

o

S
T+~

200 250 300 350
A nm

Figura 35: Espectro de UV do 2-HFA em solucdo aquosa em pH (a) 1,0; (b)
5,0; (c) 7,0 e (d) 12,0.

Como esperado, em solucbes de pH mais &cidos, ndo sao observadas
alteracdes importantes nos espectros, pois, mesmo com a dissociacdo do
grupo carboxilico, o anion formado ndo entra em ressonancia com o anel
aromatico, o que poderia causar deslocamento das bandas. Em solucao de pH
12,0 ocorre maior concentracdo do ion fendxido (estrutura Ill) que resulta em
deslocamento batocrémico das bandas devido a presenca de OH/O", grupo
auxocrémico ligado ao anel benzénico, pois neste caso os elétrons livres do
anion estao disponiveis para interagao com elétrons 11 do anel.

A figura 36 representa a polimerizagdo feita em meio acido, neutro e

bésico.
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Figura 36: Voltamogramas ciclicos de eletrodo de grafite em solugdo aquosa
de &cido perclérico 0,5 mol.L™ em diferentes valores de pH, contendo 2-HFA
(1,5x10 mol.L™). 100 varreduras de potencial a 50 mV.s™.

Para os estudos realizados a pH 1,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 10,0, observa-se um
aumento gradual na corrente entre -0,25 V e +0,90 V, regido do voltamograma
onde sdo observadas duas ondas de oxidacdo e duas de reducéo, indicando a
formacao dos filmes poliméricos, e a diminuicdo de uma onda irreversivel de
oxidacdo na regiao de +0,70 V a +1,10 V, atribuida a oxidacdo do mondmero.
Para o estudo realizado a pH 12,0, sdo observadas duas ondas de oxidacao e
duas de reducdo na regidao de -0,35 V a +0,25 V atribuidas a formacao do
polimero, e duas ondas de oxidac&o e duas de reducéo na regido de +0,25V a
+0,87V atribuidas ao mondomero (fendxido/fenol).

A figura 37 mostra a resposta dos eletrodos de grafite em solugao de
Fe?/Fe® (figura 37 A) ou solucdo aquosa de HCIO4 (figura 37 B), apos

sucessivas varreduras de potencial em solu¢cbes de diferentes pH, contendo 2-
HFA.
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Figura 37: Voltamogramas ciclicos dos eletrodos modificados (—) a partir de
solucdo monomérica em diferentes valores de pH (1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 10,0 e
12,0) e eletrodo sem modificagdo (e) em solucdo de: (A) Fe?*/Fe®*" 5mmol.L™
contendo KCl 1mmol.L?, 100mV.s* e (B) solucdo de HCIO, 0,5 mol.L™?,
50mV.s™.

A Fig. 37 A mostra que a resposta eletroquimica diminui, com o aumento
do pH da solucao de preparacdo. Na Fig. 37 B observa-se a presenca de duas
ondas de oxidacdo e duas de reducdo, para todos os pH estudados, que
apresentam diminuicdo de AE com o aumento do pH. A diminui¢cao dos picos
redox em meio basico € atribuida & formacdo de filmes poliméricos com

caracteristicas passivantes.

4.2 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA

4.2.1 ANALISE DE UV-VIS

O espectro de absorcdo para o 2-HFA feito em acetonitrila é
caracterizado por uma banda de maior intensidade em 192 nm, e duas outras
de menor intensidade em 215 e 275 nm. As bandas sdo caracteristicas de
transi¢cdes 11, 1m* proveniente de anel aromatico, que é fortemente influenciada
pelos dois grupos auxocrémicos ligados no anel, substituintes que séo
considerados fortes doadores de carga eletronica. Para o poli-(2-HFA) houve
mudancas significativas com relacdo as bandas de absorcdo em comparagéo
ao mondmero. H4A uma banda de intensidade méaxima por volta de 210 nm e
outras mais difusas que se estendem de 251 até 400 nm. Ocorre um

deslocamento batocromico em relacdo ao mondmero comparado com o
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polimero. Este forte efeito batocromico no maximo de absor¢éo implica em uma
importante deslocalizacdo eletrbnica ™ demonstrando a presenga de um

namero grande de segmentos conjugados do poli-(2-HFA) (figura 38).

109, - - = Mondmero (2-HFA)
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Figura 38: Espectro eletrénico de absorcdo molecular do 2-HFA e do Poli(2-
HFA).

4.2.2 ANALISE DE FLUORESCENCIA

Tanto o mondémero quanto o polimero apresentam alta intensidade de
emissao de fluorescéncia (figura 39). O espectro de emissao de fluorescéncia
para 0 monémero exibe um pico maximo em 294 nm e para o polimero em 390
nm. Ocorre um deslocamento batocrobmico no méaximo de emissdo de
fluorescéncia (AAem= 96 nm). Os elétrons T tornam-se ainda mais
deslocalizados por conjugacdo. Os efeitos dessa deslocalizacdo sédo o
abaixamento do nivel de energia do orbital . Como consequéncia, os

méaximos de absor¢do sdo deslocados para comprimentos de onda maiores.
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Figura 39: Espectro de emissdo de fluorescéncia do (---) 2-HFA e do (—)
Poli(2-HFA).

4.2.3 ANALISE DE FTIR

As andlises FTIR foram realizadas com o polimero extraido dos
eletrodos. O espectro pode ser visto na Figura 40. Os dois espectros
(mondmero e polimero) apresentam similaridades devido a presenca de grupos
contendo oxigénio em suas estruturas. A partir do espectro do monémero, é
possivel ver um alongamento da banda da hidroxila do fenol e do acido
carboxilico quase na mesma regido, como pode ser visto nas bandas em 3197
e 3.375 cm™, relacionadas com ligacdes de hidrogénio intermoleculares,
estiramento O-H de fenol e acido carboxilico, respectivamente. As bandas em
3070, 3044 e 3021 cm™ sdo relacionadas ao estiramento C-H do anel
aromatico. O estiramento C=0 da carbonila pode ser visto em 1717 e 1693 cm’
!, A ocorréncia de duas bandas de carbonila esta relacionada com diferentes
respostas de carbonilas com vizinhancas diferentes. O mesmo perfil € obtido
para o acido 2-hidroxibenzéico (Milena Jadrijevic-Mladar Takac, 2004), devido
a posicao orto entre os grupos que fazem uma possivel ressonancia e a
presenca de carbonilas com diferentes vizinhancas, entdo duas respostas séo
observadas em torno de 1.700cm™. A mesma situacéo é observada para as 8-
dicetonas que existem como misturas tautoméricas das formas ceto e enol. A

forma ceto e uma pequena quantidade da forma endlica sdo as responsaveis
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por duas bandas de carbonila. Interacdo entre os dois grupos carbonila na
forma ceto foi sugerida como causa para este dubleto (Silverstein, 1991). As
bandas em 1178, 1110 e 674 cm™ s&o tipicas de anel aromatico mononuclear

1,2-dissubstituido. Varias bandas -OH, C-H e C-C sao encontradas na faixa de

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 5

Wavenumber / cm™

impresséo digital (1400 & 500 cm™).

2-HFA

Poly-(2-HFA)

Figura 40: Espectro de FTIR obtidos em pastilha de KBr para o mondémero (2-
HFA) e para o polimero poli(2-HFA).

Observando o espectro do polimero, h4 uma diminui¢cdo na intensidade
das bandas de estiramento O-H, devido, provavelmente, a mudanca na
estrutura dos grupos, mais evidente na hidroxila do fenol devido a troca de um
pico médio de um ombro em 3197 cm™, enquanto que a banda relacionada
com a hidroxila do acido carboxilico ainda pode ser vista, mesmo com baixa
intensidade em 3300 cm™. As bandas inalteradas do grupo &cido podem ser
vistas em 1748 e 1706 cm™. A transformagcéo de &cido carboxilico para éster é
improvavel como na ordem para a absor¢cdo de alta frequéncia, uma
insaturacao adjacente ao grupo C-O deve estar presente, o que ndo é possivel
pois ha um grupo —CH, entre a carbonila e o anel aromatico. No entanto, &

possivel ver trés bandas tipicas em 1141, 1111 e 1087 cm™ com alta
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intensidade, relacionadas ao estiramento simétrico C-O-C do grupo éter e
alongamento de vibracbes C-C de aromaticos mononucleares 1,2,3-
trissubstituidos, vibragcdo de deformacdo C-H dos hidrogénios do anel e
vibragdo de deformacdo do anel em 1429, 782, 693 cm™ respectivamente.
Todas as andlises sao consistentes com a literatura (Silverstein, 1991; Pavia D.
L., 1996). Os dados de espectros FTIR, sugerem que a polimerizacao produz
um polimero com um &tomo de oxigénio do grupo hidroxila de fenol. Isso é
esperado, pois € mais facil remover um elétron deste oxigénio, ligado
diretamente ao anel aromatico, o qual aumenta a densidade eletrénica através

da ressonancia com o anel.

4.3 CARACTERIZAQAO PIEZELETRICA
O perfil linear entre a freqiéncia e a carga nos mostra se €&

possivel utilizar a equacao de Sauerbrey para medidas de massa:

Af = -2, Am (1)
App

Onde Af é a variacdo de freqiéncia de ressonancia em Hz, A é a area
geométrica piezoeletricamente ativa em cm? definida pela projecdo dos filmes
depositados sobre o cristal, f, é a frequiéncia fundamental do cristal e Am é a
variacdo de massa.

Esse fato se deve a carga estar relacionada a quantidade de material
depositado, uma medida indireta da espessura do filme e, durante o depdsito, a
variacao linear com a diminui¢édo de freqiéncia indica que essa Ultima pode ser
relacionada com a massa aparente e a equacao de Sauerbrey € valida para o
calculo de massa aparente através da alteracdo de freqiéncia em cada
experimento.

A relacao entre frequiéncia e carga pode ser vista na equacgao abaixo:

AQ = -F Af / MMC;, (2)

Onde F é a constante de Faraday, MM é a massa molar do monémero e
C: € a constante de sensitividade derivada da equacéo de Sauerbrey.

O polimero obteve crescimento linear com o numero de varreduras.

Dessa forma, utilizamos a equacdo de Sauerbrey para transformar os valores



Resultados e discussao

de freqiéncia em massa. De qualquer forma, estudos futuros sobre a influéncia
dos ions, solvente e do proprio material depositado devem ser realizados para
elucidacdo desse decréscimo acentuado de frequéncia a partir da sexta
varredura. Os voltamogramas ciclicos podem ser observados na figura 41,

abaixo:
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Figura 41: Voltamogramas ciclicos de eletrodo de ouro em solugéo contendo
2-HFA 2,5 mmol.L™ em meio de H,SO, 0,2mol.L™, 20 varreduras, 50mV.s™

Pode-se observar, a partir da figura 41, que o0 processo de
eletropolimerizagdo se inicia por volta de +0.72V, com o surgimento de uma
onda de oxidacdo, atingindo um potencial de pico a +0.957V. Essa onda &
apontada como sendo a oxidacdo do mondémero estudado. A medida que o
experimento segue, ha o crescimento de dois pares redox a ~+0.38V e~+0.58V
e o decréscimo, em valores de corrente, do pico de oxidacdo do mondmero,
indicando a formac&o de um material sobre a superficie do eletrodo. Os pares
redox se referem ao processo redox do filme polimérico em crescimento na
superficie do eletrodo. Isso é confirmado pelo aumento nos valores de corrente
a medida que se aumenta o numero de varreduras. Pode-se observar que 0s
potenciais de pico de oxidacdo tendem a deslocar para potenciais menos
positivos devido a uma maior facilidade de material sendo formado na
superficie a medida que o nimero de ciclos aumenta. O filme formado pode
estar permitindo uma facilidade na formacdo de novas camadas de material
através de sua propria estrutura.

Os primeiros dois voltamogramas ciclicos juntamente com o gréfico de
massa versus potencial s&o mostrados na figura 42A. Os valores de massa ao

fim de cada ciclo podem ser vistos na figura 42 B.
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Figura 42: (A) Perfil j)xE (—) e dmxE (- - - ) de 2-HFA 2,5m mol.L™ em H,SO,
0,2 mol.L™", em pH 0. Duas varreduras. 50mV.s™. (B) Perfil dm versus nimero
de ciclos, 20 varreduras.

Observa-se, pelo grafico 42 A, que, no primeiro ciclo, os valores de
massa se mantém constantes até aproximadamente +0.85V, onde se inicia o
aumento nesses valores, exatamente no potencial de oxidagdo do mondmero,
se estendendo até o fim do ciclo, +1.3V (acréscimo de 78.75 ng.cm™). Durante
o potencial reverso, até +1.04V, hd um aumento adicional de massa devido a
oxidacao de parte do mondmero nessa faixa. A partir de +1.04V, os valores de
massa comecam a decrescer lentamente até +0.65V, provavelmente pela
expulsdo de anions do material no eletrodo. A partir de +0.65V até o fim do
ciclo, a -0.4V, um decréscimo um pouco mais acentuado ocorre por ser a
regido de reducéo do polimero em formacéo (perda de 31,06 ng.cm™). Porém,
o decréscimo ndo chega a ser tdo acentuado quanto ao aumento do ciclo inicial
e um aumento de 65,38 ng.cm™ ocorre ao final do primeiro voltamograma. A
partir dai, um aumento linear ocorre até o final do experimento, como pode ser
visto na figura 43 B, e um valor de 477,6 ng.cm™? é encontrado no final do
experimento. Essa massa representa o valor de massa total, incluindo

participacdo do polimero, solvente e ions.

4.4 CARACTERIZAGCAO TERMICA

A andlise térmica inclui uma seérie de técnicas nas quais uma
propriedade do material (area superficial, porosidade, calor especifico, tamanho
da particula, etc.) € medida em funcdo do tempo ou da temperatura num

sistema com um regime de temperatura controlado. (Pimentel, 1997). Dentre as
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inUmeras aplicacdes da termogravimetria destacam-se: estudo da desidratacao
e da higroscopicidade e identificacdo de polimeros novos, conhecidos e
intermediarios. O termo Analise Termogravimétrica (TGA) é comumente
empregado, particularmente em polimeros, no lugar de TG.

A figura 43 mostra o termograma obtido para o polimero derivado de

acido 2-hidroxifenilacético.
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Figura 43: Termograma de TGA obtido para o Poli(2-HFA).

E possivel observar que num intervalo de 55 a 100 °C houve uma perda
consideravel de massa (em torno de 22%). Esta perda pode ser relacionada
com a evaporacdo de solvente residual e agua pois o filme polimérico é
extraido em acetonitrila e logo em seguida € submetido a um processo de
evaporacao do solvente. Observando o primeiro estagio do termograma pode-
se dizer que o processo de evaporacao do solvente ndo se deu por completo e
que uma quantidade de solvente ainda permanecia junto ao polimero, por isso
a perda de massa comeca em temperaturas baixas e se estende até a
temperatura de ebulicdo da agua, ponto em que todo o solvente (acetonitrila e
agua) foi evaporado. Num intervalo de temperatura de 126 a 143°C pode-se
observar outro processo de perda de 37%. Esta perda pode ser atribuida a
decomposicdo térmica do polimero, e processo pode estar associado a fusao
do poli(2-HFA). No restante da faixa avaliada a perda de massa € lenta e
gradativa fato que pode estar associado a um processo de polimerizacao

adicional do oligdmeros formados em estagios anteriores.
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4.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Foi feito um estudo morfolégico da superficie dos eletrodos de grafite
modificados com poli(2-HFA) a partir de diferentes valores de pH da solugéo
monomérica (figura 44).

1200.00 nm
|

bt

1200.00 nm

Figura 44: Micrografias de forca atdmica de eletrodo de grafite (A) e modificado
com: poli(2HFA) eletrogerado em pH 0,5 (B); poli(2HFA) eletrogerado em pH 5
(©); poli(2HFA) eletrogerado em pH 12 (D); eletrodo modificado com poli(2HFA)
eletrogerado em pH 0,5 + HRP (E).
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A figura 44 mostra a analise morfolégica de eletrodo de grafite sem
modificacdo (figura 44 A), eletrodos modificados com poli(2HFA)
eletrodepositados a partir de solu¢do pH 0,5; pH 5,0; pH12,0 (figuras 44 B, C e
D respectivamente) e eletrodo modificado com poli(2HFA) a partir de solucéo
pH 0,5 com HRP incorporada. Observando a morfologia da superficie dos
eletrodos nota-se que nas condi¢cOes testadas para eletrodeposicdo houve
modificacdo dos eletrodos com filme polimérico, pois a morfologia do grafite
sem modificacdo € nitidamente diferente das demais. E possivel observar
também que filmes de estrutura diferentes sdo formados a partir de solucbes
com valores de pH distintos, corroborando os resultados obtidos na figura 36.
Além da andlise visual os diferentes valores de rugosidade reforcam a
afirmativa de formacéo de diferentes estruturas para os filmes poliméricos. O
valores de rugosidade sdo de 590, 1008, 446 e 916 nm para o eletrodo de
grafite sem modificacdo e para os filmes formados a partir de solugéo
monomérica pH 0,5; 5,0 e 12,0 respectivamente (Figura 44 A, 44 B, 44 C e 44
D respectivamente). Estes valores apdiam a formacdo de filmes poliméricos
com estruturas diferenciadas devido a influéncia do estado de protonacédo do
mondmero (figura 34).

Os eletrodos foram modificados com o intuito de gerar um novo material
com possivel aplicacdo na imobilizacdo de enzimas. Comparando a figura 44
B, eletrodo modificado com poli(2-HFA) pH 0,5, com a figura 44 E, eletrodo
modificado com poli(2-HFA) pHO,5 e HRP imobilizada, bem como os valores
de rugosidade de 1008 nm e 887nm respectivamente, pode-se observar uma
diferenca evidente nas analises morfolégicas o que permite dizer que houve
imobilizacdo de enzima sobre o poli(2HFA), atingindo assim um dos objetivos

deste trabalho.

4.6 PRODUCAO DE BIOSSENSORES

4.6.1 CALCULO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
A biomolécula em estudo foi a horseradish peroxidase (HRP), enzima
que catalisa a oxidacdo de derivados fendlicos. Para ativacdo desta enzima é

necessario que haja peroxido de hidrogénio no meio. A figura 45 mostra o
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esquema da reacdo de oxidacédo do guaiacol (derivado fendlico escolhido para
os testes) na presenca de peréxido de hidrogénio catalisada pela HRP, o
tetraguaiacol, produto formado, € vermelho.

OCHs

OCH;
OCH, 0-0
OH
4 + 4H0 —— + 8 HO
e
OCH, OCHs

Figura 45: Reacdo de oxidacdo do guaiacol na presenca de peroxido de
hidrogénio catalisada pela HRP (Weinheimer e White, 2003).

A atividade enziméatica pode ser expressa em unidade de atividade cujo
simbolo é U, a qual é definida como sendo a quantidade de enzima que
catalisa a oxidacao de 1 umol de guaiacol em 1 minuto. O método utilizado
para determinar a atividade enzimética da HRP foi a oxidacdo de guaiacol em
tetraguaiacol (produto vermelho) na presenca de perdxido de hidrogénio (figura
45). Esta reacdo foi monitorada a 470 nm comprimento de onda de absorcdo
do produto gerado. Para calcular a absorbancia em um minuto foi feito um
ensaio enziméatico espectrofotométrico com o objetivo de calcular a atividade

enzimatica, usando guaiacol como substrato enzimatico.
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Figura 46: Absorbancia do tetraguaiacol a 470 nm em funcdo do tempo de
reacao enzimatica. Inserto: regido linear da curvas. Condi¢des: pH 6,5; tampéo
fosfato 0,1 mol L™*; peréxido de hidrogénio 165,8 mmol L™*; guaiacol 0,15 mmol
L™ HRP (1U).
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O ensaio foi realizado em triplicata e a atividade enzimatica para HRP
presente na cubeta foi de 1,66 + 0,01 determinada de acordo com a equacéo
(Zeraiki, Souzai et al., 2008):

O valor obtido (1,66 U.uL, ou seja, 205 U.mg’) foi maior que o
especificado pelo fabricante (124 U.mg™), que pode ser explicado pelo fato de
que o fabricante sugere que para o ensaio enzimatico seja usado o pirogalol
como substrato enzimatico, como nao tinhamos este reagente, este

experimento foi adaptado utilizando o guaiacol como substrato.

4.6.2 TESTES INICIAIS COM A ENZIMA HORSERADISH PEROXIDASE

Apés os estudos de modificacdo dos eletrodos de grafite e
caracterizacdo do material formado, foram feitos estudos de aplicacdo deste
material como suporte de imobilizacdo de biomoléculas para a producédo de
biossensores eletroquimicos.

Para os estudos iniciais foram usados eletrodos modificados com poli(2-
HFA). Os eletrodos modificados com filme polimérico foram entdo submetidos a
um potencial de reducéo, para serem usados como branco, e gotejou-se 10 uL
de solucdo enzimética 124 U.mL™ na superficie do eletrodo, este eletrodo foi
deixado em repouso (por cerca de 30 minutos) até que a solucdo secasse
completamente. O eletrodo modificado com poli(2-HFA)/HRP foi colocado em
uma solucéo contendo o substrato de interesse.

Comparando o eletrodo contendo somente poli(2-HFA) e poli(2-
HFA)/HRP (figura 47) percebe-se que hd um deslocamento para potenciais
mais catodicos e um aumento de corrente de pico de reducéo indicando que a
reacdo entre a enzima imobilizada e o substrato pode ser detectada
eletroquimicamente. O substrato usado nos experimentos foi o guaiacol. De
acordo com a literatura (Vieira e Fatibello-Filho, 1998; Zeraiki, Souzai et al.,
2008) a HRP oxida o guaiacol a tetraguaiacol, cor avermelhada, e o produto
oxidado pode ser detectado em torno de 0,00 volts (Freire, Duran et al., 2002).
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Figura 47: Voltamogramas lineares obtidos em solucdo tampao fosfato de
potassio 0,10 mol.L™, pH 6,5. () somente eletrodo modificado com poli(2-
HFA) em tampao e (—) eletrodo modificado com poli(2-HFA)/HRP em solucdo
tamp&o contendo 32,60 mmol.L™ de H,0, e 9,10 mmol.L™* de guaiacol.

Foi feito um teste de variagdo da concentracdo de guaiacol (figura 48)

para verificar se o sistema pode ser usado em analises quantitativas.
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Figura 48: Voltamogramas lineares obtidos em solugcdo tampéo fosfato de
potassio 0,10 mol.L™*, pH 6,5. () somente eletrodo modificado com poli(2-
HFA) em tampéo e (—) poli(2-HFA)/HRP em solug¢éo tampéo contendo H,O,
32,60 mmolL? e guaiacol 0,00; 9,10; 18,20; 27,30; 36,40 mmol.L*
respectivamente.

88
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Analisando a figura 48 podemos observar que, com 0 aumento da
concentragdo de guaiacol h4 um aumento do valor da corrente de pico de
reducdo confirmando que eletrodo modificado com poli(2-HFA)/HRP é sensivel

a variacdo de concentracdo de substrato.

4.6.3 TESTES EM FLUXO COM A ENZIMA HORSERADISH PEROXIDASE

4.6.3.1 TESTES COM ELETRODOS DE GRAFITE MODIFICADOS COM
POLI(2-HFA)

O sistema foi testado em fluxo e os resultados estdo apresentados a
seqguir.

Para realizacdo dos testes em fluxo, foi adicionado BSA 0,5% na
solucédo enziméatica antes da imobilizacdo na superficie do eletrodo modificado
com poli(2-HFA). Este procedimento foi adotado para melhorar as respostas de
deteccado do analito de interesse.

A figura 49 mostra testes iniciais em fluxo. Pode-se observar que o
sistema foi estavel durante 12 injecdes (desvio padrdo 0,75 PA) e que nao

houve processo de lixiviagao.
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Figura 49: Fiagrama de 12 injecbes de guaiacol 45,8 mmol.L™ e H,0, 165,2
mol.L™. Solugdo transportadora: tampéo fosfato de potassio 0,10 mol.L™, pH
6,5. Vaz&o: 1,5 mL.min™. Volume da alca de amostragem: 200 pL. Potencial
aplicado: 0,00V. 10U de HRP usados na imobilizag&o.
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Foram feitos testes de injecdo de guaiacol na auséncia de peroxido, mas
nestas condicdes ndo foi possivel observar nenhum pico, pois a enzima so
catalisa a reacao de oxidagao na presenca de peroxido de hidrogénio.

O potencial aplicado, a vazédo e o pH da solucéo transportadora foram
otimizados.

Foram feitos testes de vazdes de 2,50, 2,00, 1,50 e 1,00 mL.min’. Os
melhores resultados foram obtidos em vazdes mais altas. Em vazdes mais
baixas pode acontecer a contaminacao da superficie, além das, analises serem

mais demoradas.
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Figura 50: Fiagrama de 16 injeces de guaiacol 45,8 mmol.L™* e H,O, 165,2
mmol.L™. Solucdo transportadora: tampé&o fosfato de potassio 0,10 mol.L™*, pH
6,5. Vazdes variadas: 2,5, 2,0, 1,5 e 1,0 mL.min. Volume da alca de
amostragem: 200 pL. Potencial aplicado: 0,00V. 10U de HRP usados na
imobilizag&o.

Analisando os resultados da figura 50, observa-se que para vazdes
menores a repetitividade dos resultados ndo é tdo boa quanto vazdes maiores.
Os valores de desvio padrao encontrados foram de 1,74; 1,21; 5,25 e 9,63 para
as vazdes de 2,5; 2,0; 1,5 e 1,0 mL.min™ respectivamente. Outro fator que
deve ser considerado é a frequiéncia analitica que diminui consideravelmente
para vazfes menores, o calculo feito do tempo em minutos considerando 4
injecdes obteve os valores de: 14; 16; 24 e 51 minutos para as vazdes de 2,5;
2,0; 1,5 e 1,0 mL.min™ respectivamente. Portanto as vazdes de 2,5 e 2,0



Resultados e discussao

mL.min™* s&o mais apropriadas para as andlises e destas a escolhida foi de 2,0
mL.min™* pois além de os resultados de repetitividade e freqiiéncia analitica
serem bons, estudos realizados a uma vazdo de 2,5 mL.min? poderiam
apresentar um efeito de lixiviacao indesejado, efeito este que € minimizado em
vazao menor.

Na figura 51 estdo representados os voltamogramas ciclicos realizados
em fluxo com a finalidade de avaliar a regido na qual havia variacdo de

corrente quando o volume injetado atingia o biossensor.
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Figura 51: Voltamogramas ciclicos feitos em fluxo. Injecdo de guaiacol 45,8
mmol.L™ e H,O, 165,2 mmol.L™. Solucdo transportadora: tampao fosfato de
potassio 0,10 mol.L*, pH 6,5. Vazdo: 2,0 mL.min. Volume da alca de
amostragem: 200 pL. 10U de HRP usados na imobilizacao.

Na figura 51, observa-se que o pico de reducdo ocorre na regiao de +
0,20 a -0,20V, portanto foram feitos experimentos aplicando potencial de +0,20,
+0,10, 0,00, -0,10, -0,20, -0,30 volts.

Os melhores respostas de corrente foram obtidos em potencial 0,00V
(figura 52), tanto em termos de linha de base quanto em valor da corrente de
pico. As analises feitas em potenciais mais anddicos (+0,10 e +0,20V)
mostraram que a detec¢do do produto da reacdo nestes potenciais ndo € tao

eficiente quanto em potenciais mais catodicos. Para o0s testes feitos em
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potenciais -0,30, -0,20 e -0,10 observou-se um decréscimo de valor de corrente
de pico quando comparado com o potencial de 0,00V condizente com a

referéncia (Freire, Duran et al., 2002).
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Figura 52: Fiagrama de 27 injecbes de guaiacol 45,8 mmol.L™* e H,0, 165,2
mmol.L™. Solucdo transportadora: tamp&o fosfato de potassio 0,10 mol.L™, pH
6,5. Vaz&o: 2,0 mL.min™". Volume da alca de amostragem: 200 pL. Potenciais
aplicados: -0,3;-0,2; -0,1; 0,0; 0,1; 0,2V. 10U de HRP usados na imobilizagéo.

A partir dos dados acima foi construido um grafico de potencial aplicado
ao sistema versus altura da corrente de pico (figura 53), figura que confirma

gue o melhor potencial para a realizacdo dos experimentos € de 0,00V.
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Figura 53: Gréafico de potencial aplicado versus altura da corrente de pico.

Tendo em vista que o método de deteccao escolhido foi a amperometria
a escolha do potencial aplicado influencia diretamente os resultados. Esse
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experimento foi realizado para verificar qual potencial seria usado nas analises
posteriores. Observando as figuras 52 e 53 observa-se que o potencial
avaliado que teve melhor reprodutibilidade das injecbes, bem como maior
altura de pico foi 0 volts.

As enzimas sofrem efeitos estruturais pela variacdo de pH devido
ao seu carater anfétero. O pH interfere na atividade enzimatica uma vez que
altera a distribuicdo de cargas elétricas da enzima, influenciando a
conformacdo do centro ativo e, consequentemente, a sua interacdo com o
substrato. Mudancas extremas de pH podem alterar a estrutura da enzima
devido a uma repulsdo de cargas e mudancas mais brandas de pH podem
levar a uma dissociacdo de enzimas oligoméricas e h4 casos em que a
dissociacao de enzimas oligoméricas leva a sua completa inativagdo. Por outro
lado, as mudancas de pH que ndo afetam totalmente a estrutura de uma
enzima podem diminuir sua atividade apenas por estar afetando residuos do
sitio catalitico. As enzimas possuem um pH étimo e, em valores cima ou abaixo
deste, elas agem de maneira menos eficiente.

Apos otimizado o potencial aplicado e vazao, foi feito um experimento de

otimizacao de pH da solugao transportadora (figura 54).
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Figura 54: Fiagrama de 24 injecées de guaiacol 45,8 mmol.L™* e H,0, 165,20
mmol.L™. Solucdo transportadora: tampé&o fosfato de potassio 0,10 mol.L™*, pH
variado. Vazdo: 2,0 mL.min?. Volume da alca de amostragem: 200 L.
Potencial aplicado: 0,00V. 10U de HRP usados na imobilizacéo.
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A partir dos resultados da figura 54 foi construido o gréafico da figura 55.
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Figura 55: Grafico de pH da solucéo transportadora versus altura da corrente

de pico.

Analisando a figura 55 observa-se que o pH da solugéo transportadora
influencia muito no valor da corrente de pico. Dentre os valores de pH
estudados, o que forneceu a melhor resposta de corrente foi o pH 6,5, Este
resultado é esperado pois, de acordo com a Sigma Aldrich (fabricante da
enzima) este é o pH 6timo para a horseradish peroxidase.

Antes da incorporacdo da enzima a estrutura polimérica é carregada
negativamente através da aplicacdo de potencial catddico (0,3 a -0,4 V) pois
desta forma a possibilidade de interacdo entre filme carregado negativamente e
a enzima carregada positivamente aumenta. As cargas positivas da enzima se
devem ao fato dela estar em um valor de pH abaixo de seu ponto isoelétrico (o
Pl da HRP é em pH 7). Para confirmar estes dados foram feitos experimentos
sem aplicar nenhum tipo de potencial e aplicando potencial de oxidacéo
(deixando o filme carregado positivamente) antes de imobilizar a enzima.

A figura 56 representa um fiagrama obtido a partir de um eletrodo que
nao foi submetido a nenhum tipo de aplicacdo de potencial antes de incorporar

as 10 unidades enziméticas.
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Figura 56: Fiagrama de 4 injecées de guaiacol 45,8 mmol.L™ e H,O, 165,20
mmol.L™. Solucdo transportadora: tampé&o fosfato de potassio 0,10 mol.L™*, pH
6,5. Vazdo: 2,0 mL.min™. Volume da alca de amostragem: 200 pL. Potencial de
andlise: 0,00V. 10U de HRP usados na imobilizacdo. Eletrodo modificado com
poli(2HFA) sem aplicagcédo de potencial antes da incorporacéo da HRP.

Observa-se que a incorporacdo da enzima nestas condicfes ndo é tao
satisfatorio, pois os valores de corrente de pico sdo baixos e ndo ha
estabilidade da linha de base.

Resultados semelhantes sédo observados (figura 57) quando o eletrodo
modificado com poli(2-HFA) é submetido a um processo de oxidacao antes de

imobilizar as 10 unidades enzimaticas.
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Figura 57: Fiagrama de 4 injecbes de guaiacol 45,8 mmol.L™* e H,0, 165,20
mmol.L™. Solucdo transportadora: tampé&o fosfato de potassio 0,10 mol.L™*, pH
6,5. Vazdo: 2,0 mL.min™. Volume da alca de amostragem: 200 L. Potencial de
andlise: 0,00V. 10U de HRP usados na imobilizacdo. Eletrodo modificado com
poli(2HFA) submetido a potencial anodico antes da incorporacéo da HRP.
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Observando os dados das figuras 56 e 57 nota-se que o pré-
condicionamento do eletrodo modificado com poli(2-HFA) através de
varreduras lineares em potencial catédico antes da incorporagdo da enzima é
importante para a obtencdo de bons resultados, pois quando o pré-
condicionamento ndo é adequado as respostas nao sao repetitivas,

apresentam baixo pico de corrente e a linha base nao estabiliza.

4.6.3.2 TESTES COM ELETRODOS DE GRAFITE SEM MODIFICA(;AO
Foram realizados estudos de incorporacéo de enzima sobre eletrodos de
grafite sem modificacdo com poli(2-HFA).
A figura 58 representa um eletrodo de grafite que foi submetido a um
potencial de reducédo antes de incorporar as 10 unidades de HRP.
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Figura 58: Fiagrama de 9 injecbes de guaiacol 45,8 mmol.L™* e H,0, 165,20
mmol.L™. Soluc&o transportadora: tamp&o fosfato de potassio 0,10 mol.L™, pH
6,5. Vaz&o: 2,0 mL.min™. Volume da alca de amostragem: 200 L. Potencial de
analise: 0,00V. 10U de HRP usados na imobilizacéo.

Na figura 58, observa-se nitidamente que houve um processo de
lixiviagdo da enzima, isto pode ser explicado pela auséncia de filme polimérico
na superficie do eletrodo.

A figura 59 representa um eletrodo que n&o foi submetido a nenhum tipo

de potencial antes da imobilizacdo de 10 u de HRP.
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Figura 59: Fiagrama de 6 injecbes de guaiacol 45,8 mmol.L™ e H,0, 165,20
mmol.L™. Soluc&o transportadora: tamp&o fosfato de potassio 0,10 mol.L™, pH
6,5. Vaz&o: 2,0 mL.min™. Volume da alca de amostragem: 200 L. Potencial de
analise: 0,00V. 10U de HRP usados na imobilizacéo.

Na figura 59 pode-se observar que no eletrodo de grafite sem aplicacéo
de nenhum tipo de potencial e na auséncia de filme polimérico, o processo de
lixiviacdo da enzima é muito mais rapido, resultado confirmado pela figura 60.
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Figura 60: Gréfico de corrente de pico de reducao versus numeros de injecdes.
Eletrodos de grafite (---) submetido a um potencial de redugéo e (—) sem
aplicacao de potencial antes da incorporagao de enzima.

Apoés as analises dos dados das figuras 58-60, pode-se afirmar que a
modificacdo do eletrodo de grafite com poli(2-HFA) possibilita a construcao de
biossensores a base de HRP para serem submetidos a andlise em fluxo

evitando efeito de lixiviacdo que é observado nos eletrodos sem modificagéo.
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46.3.3 TESTES DE VARIACAO DA QUANTIDADE DE ENZIMA
IMOBILIZADA

Foram realizados ensaios onde foi variada a atividade enzimatica
imobilizada na superficie do eletrodo modificado com poli(2-HFA). Em todos os
experimentos foi acrescentado a solugdo enzimatica BSA de forma que a
concentracgéo final fosse de 0,5%. Este teste foi feito com a finalidade de avaliar
a melhor quantidade de enzima a ser usada na imobilizacdo na superficie do
eletrodo analisando parametros de resposta de corrente de pico bem como

custo de construcdo dos sensores.
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Figura 61: Respostas de corrente de eletrodos de grafite/poli(2-HFA)/HRP com
diferentes atividades enzimaticas imobilizadas: a) 5 u; b) 10 u; c¢) 15 u; d) 20 u.
guaiacol 45,8 mmol.L? e H,0, 165,20 mmol.L". Solucdo transportadora:
tampao fosfato de potassio 0,10 mol.L™, pH 6,5. Vazdo: 2,0 mL.min. Volume
da alca de amostragem: 200 pL. Potencial de andlise: 0,00V.

Os resultados apresentados na figura 61 foram utilizados para gerar a
figura 62. No qual pode-se observar que hd uma caracteristica exponencial
para a curva, sendo que quando varia a quantidade enzimatica de 15 para 20
unidades ndo ha um aumento tao significativo na resposta de corrente de pico
de reducdo quanto ao aumento observado quando se dobra a quantidade de 5

para 10 unidades.
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Figura 62: Variacao da corrente de pico de reducdo em funcédo da quantidade
de unidades enzimaticas imobilizadas.

E possivel observar na figura 62 que ha um aumento da resposta de
corrente com o aumento da atividade enzimatica imobilizada, isso acontece
pois ha um aumento do numero de sitios ativos e uma maior quantidade de
guaiacol é catalisada aumentando a resposta de corrente.

Os experimentos contidos neste trabalho foram realizados usando
eletrodos modificados com 10 unidades enziméticas. Esta quantidade foi
escolhida com base nos resultados apresentados no experimento acima e
pensando também em minimizar os custos da analise usando menos enzima

por eletrodo.

4.6.3.4 RESPOSTA DO BIOSSENSOR EM FUNC}AO DA VARIACAO DA
CONCENTRACAO DE GUAIACOL

Os biossensores apresentaram um comportamento de resposta em
relacdo a concentracdo do substrato, caracteristico de uma reacéo enzimatica,

portanto foram realizados testes de variagdo da concentracédo de guaiacol.
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Figura 63: Resposta de corrente para diferentes concentracbes de guaiacol
(46,56; 22,72; 11,36; 5,68; 2,84; 1,42; 0,71 e 0,36 mmol.L™* respectivamente),
H,0O, 165,20 mmol.L™. Solucdo transportadora: tampéo fosfato de potassio
0,10 mol.L™, pH 6,5. Vazdo: 2,0 mL.min*. Volume da alca de amostragem: 200
uL. Potencial de analise: 0,00V. 10U de HRP usados na imobilizacao.

Os dados da figura 63 serviram como base para construir a figura 64.
Nesta figura é possivel observar que a curva apresenta um aspecto hiperbélico

apresentando linearidade para as concentracdes mais baixas.
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Figura 64: Gréafico de média da corrente de pico de reducdo versus
concentracéo de guaiacol. Inserto: regido linear do grafico.
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Na figura 64 observa-se que para concentracbes mais baixas ha uma
tendéncia linear e para concentra¢cdes mais altas h4 um aumento significativo
nas resposta de corrente de pico de reducdo. A partir destes dados um
experimento abrangendo uma faixa maior de concentracéao foi feito para que se
pudesse analisar melhor o efeito de altas concentracdes de guaiacol sobre o

biossensor os resultados estado apresentados nas figuras 65 e 66.

46.3.5 TESTE DE CURVA DE CALIBRA(;AO E ANALISE DE
INTERFERENTE

O biossensor foi submetido a analises utilizando substrato em diferentes
concentracbes em uma ampla faixa a fim de se obter uma curva de calibragao.
As concentraces de guaiacol variaram de 0 a 183,2 mmolL™ e a
concentracdo de peréxido de hidrogénio foi mantida constante (165 mmol.L™)
com a finalidade de observar somente o efeito da variacdo de guaiacol como
substrato sobre a enzima HRP.
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Figura 65: Fiagrama de 26 injecdes de H,O, 165,2 mmol.L™" e guaiacol em
diferentes concentracdes (ver descricdo na tabela ). Solucdo transportadora:
tampao fosfato de potassio 0,10 mol.L™, pH 6,5. Vazdo: 2,0 mL.min™. Volume
da alca de amostragem: 200 pL. Potencial de analise: 0,00V. 10U de HRP
usados na imobilizacao.
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A figura 65 mostra a resposta de corrente de 26 injecdes em diferentes
concentracbes de guaiacol as injecoes foram feitas em duplicata conforme

descrito na tabela 5.

Tabela 5: Descricdo das 26 inje¢Bes da figura 65, a concentracdo de peréxido
de hidrogénio foi constante em todas as injeces no valor de 165,2 mmol.L™.

InjecBes [Guaiacol] mmol.L™" | [Fenol] mmol.L™
1 0 -
2 0,46 -
3 2,29 -
4 11,45 -
5 22,9 -
6 45,8 -
7 91,6 -
8 114.,5 -
9 183,2 -
10 0 45,8
11 0 -
12 45,8 45,8
13 45,8 -

Uma curva de calibracédo (figura 66) foi montada com base nos dados

obtidos na figura 65.
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Figura 66: Grafico de média da corrente de pico de reducdo versus
concentracdo de guaiacol. Curva de calibracéo. Inserto: regido linear da curva
de calibragéo.
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E possivel observar que ha linearidade de resposta numa faixa de
concentracéo de guaiacol que varia de 0 a 45,8 mmol.L™ e, para concentracdes
maiores, ha um tendéncia de estabilizacdo da resposta de corrente, ou seja,
para concentracbes maiores que 91,6 mmol.L? provavelmente ha uma
saturacao dos sitios ativos da enzima impedindo um aumento de resposta de
corrente. A saturacdo acontece porque, a medida que € aumentada a
concentracdo de substrato, aumenta também a quantidade de enzima presente
sob a forma de complexo enzima-substrato (ES). Todos 0s centros ativos estéo
ocupados (saturados) com substrato, ou seja, ndo existem sitios ativos livres
para o substrato e a concentracdo de complexo ES € igual a concentracédo de
enzima.

Utilizando este mesmo biossensor foi feito um teste também com o fenol,
para avaliar um possivel efeito interferente sobre a reacdo enzimatica. Os itens
10 a 13 da figura 65 sdo os resultados de injecBes de fenol + perdxido de
hidrogénio, somente peréxido de hidrogénio, fenol + perdxido de hidrogénio +
guaiacol, guaiacol + peroxido de hidrogénio respectivamente. Essas
combinac¢des foram feitas para avaliar a resposta do biossensor mediante a
presenca de outro derivado fendlico que ndo o guaiacol e verificar se haveria
interferéncia de respostas. A tabela 6 mostra os valores de corrente de pico

das diversas injecoes.

Tabela 6: Valores de corrente de pico em pA de injecBes de fenol, perdxido de
hidrogénio e guaiacol, a concentracao de perdxido de hidrogénio foi constante
em todas as injecées no valor de 165,2 mmol.L™.

Injecdes | [Guaiacol] mmol.L™" | [Fenol] mmol.L™" | Resposta de corrente pA
10 0 45,8 64,5
11 0 - 58,7
12 45,8 45,8 79,4
13 45,8 - 78,5

Para esse estudo a concentracao de fenol escolhida foi de 45,8 mmol.L"
! a mesma concentracdo usada nas injecdes de nimero 6 (ver figura 65 e
tabela 5), esta foi a concentracdo de guaiacol usada na maior parte dos
experimentos, portanto a escolhida para comparacéo.

E possivel observar que quando é injetado somente perdxido de

hidrogénio e fenol, o valor da corrente de pico é de 64,5 pyA, um valor
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aproximado ao obtido na injecdo contendo somente peroxido de hidrogénio
(58,7 pA), resultado que sugere que as condicbes experimentais ndo séo tao
propicias para a deteccdo de fenol quanto sdo para deteccdo de guaiacol. Uma
outra alternativa seria testar os dois substratos (fenol e guaiacol) em uma
mesma injecdo e em concentracdes iguais (n°12 na figura 65 e na tabela 6). O
valor de corrente de pico observado foi de 79,4 pA, valor muito préximo ao
obtido para injecdo de guaiacol sem fenol presente (n°13 na figura 65 e na
tabela 6) que foi de 78,5 pA.

Esses resultados sugerem que nas condigcbes experimentais usadas
(H,0, 165,2 mmol.L™, solucdo transportadora: tampé&o fosfato de potéssio 0,10
mol.L?, pH 6,5. Vazdo: 2,0 mL.min™, volume da alca de amostragem: 200 pL,
potencial de analise: 0,00V e 10U de HRP usados na imobilizacdo) ndo foram
eficientes para detectar o fenol tanto quanto para guaiacol. A enzima HRP
oxida fenol e derivados, portanto ela é sensivel para a reacdo de oxidacdo do
fenol, mas o potencial de reducéao escolhido (0 V) n&o foi o ideal para detectar
o produto formado, de acordo com a literatura o potencial usado para deteccao
do produto de oxidacdo do fenol é de + 0,3 V (Rosatto, Freire et al., 2001).
Portanto nessas condicbes testadas o fenol néo interferiu nas respostas de

deteccao do guaiacol.

4.6.3.6 TEMPO DE VIDA DO BIOSSENSOR

O tempo de vida do biossensor grafite/poli(2-HFA)/HRP foi avaliado
para uma atividade enzimatica de 10U, durante um periodo de quarenta e
sessenta dias, injetando em triplicata solucdo de guaiacol 45,8 mmol L™ e
peréxido de hidrogénio 165 mmol L™, e a resposta de corrente do biossensor
foi observada. Entre uma avaliacdo e outra, o eletrodo foi armazenado em

solucdo tampao fosfato pH 6,5, no freezer (-12° C) até a proxima avaliacao.
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Figura 67: Gréfico variacdo da corrente de pico de reducdo em funcédo do
tempo em dias de armazenamento.

Tabela 7: Valores de corrente de pico em PA de injecdes de perdxido de
hidrogénio e guaiacol em fungdo do tempo de armazenamento. Média e desvio
padrao para as trés amostras analisadas

Corrente pA Perda de
Eletrodo : : : : :
1°dia | 15°dia 30° dia 45° dia 60° dia resposta %
1 114 103 58,4 49,3 44,2 61,2
2 87 111 58,7 23 26,7 69,3
3 103 102 59,3 44,5 42,0 59,2
Média 101,3 105,3 58,8 38,9 37,6 62,8
Desvio padrao | 13,5 4,9 0,47 14,0 9,5 —

A figura 66 mostra os resultados de resposta relativa do biossensor em
funcdo do tempo de armazenamento em dias (0s experimentos foram feitos em
triplicata). Decorridos os primeiros quinze dias o biossensor se manteve
estavel. Uma queda pronunciada de resposta de corrente acontece apoés trinta
dias de armazenamento 42%. Do trigésimo dia em diante a queda de resposta
de corrente € mais sutil. Ao final de sessenta dias a queda observada foi de
62,8. Esta diminuicdo na resposta do biossensor pode ser atribuida a baixa
atividade enzimética imobilizada em relacdo a concentracdo de cloreto de
guaiacol 45,8 mmol L™. Esta concentracdo de substrato foi usada para garantir
gue todos os sitios ativos estejam saturados. Além deste fato, pode estar

ocorrendo a desativagcdo da enzima imobilizada devido a utilizagéo repetitiva
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para analises causando exaustdo do biossensor, o que pode provocar uma
diminuicdo da resposta amperométrica.

O biossensor foi estavel por um periodo de duas semanas resultado
semelhante ao encontrado na literatura (Rosatto, Freire et al., 2001).

4.6.3.7 AVALIACAO DA RESPOSTA DO BIOSSENSOR FRENTE A UM
NOVO SUBSTRATO (PEROXIDO DE HIDROGENIO)

Além de usar o guaiacol, derivado fendlico, como substrato escolhido, foi
feito um teste paralelo (figura 68) no qual foram feitas inje¢cdes contendo
somente peroxido de hidrogénio, que serviu como molécula aceitadora de
elétrons (como em todos 0s experimentos anteriores) e também como

substrato.

Corrente pA

0 5IO l(IJO 1%0 2(I)0 ZéO 360

Tempo min
Figura 68: Fiagrama de 30 injecdes de diferentes concentracdes de H,O, (A -
665,06; B - 327,68; C - 161,30; D - 80,45; E - 39,67; F - 19,50; G - 9,49; H -
4,62; 1 - 2,28 e J - 1,31 mmol.L™" respectivamente). Solucéo transportadora:

tampao fosfato de potassio 0,10 mol.L™, pH 6,5. Vazdo: 2,0 mL.min. Volume
da alca de amostragem: 200 pL. Potencial de andlise: 0,00V.

Os resultados obtidos foram muito importantes, pois além de ser usado
para deteccao de variagao da concentracédo de guaiacol, 0 mesmo biossensor
pode ser usado também para deteccéo variacdo de concentracédo de peroxido
de hidrogénio.
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Figura 69: Grafico de média da corrente de pico de reducdo em funcdo da
concentracdo de peréxido de hidrogénio.

Para concentracdes mais baixas (1,31 a 80,45 mmol.L") o sensor
responde de forma linear (R=0,986) e partir de 161,3 mmol.L? h& uma
tendéncia de saturacao dos sitios ativos da enzima impedindo um aumento de
resposta de corrente.

Estes resultados sdo muito importante pois a partir deles € possivel
afirmar que o biossensor proposto pode ser usado tanto na analise de
derivados fendlicos quanto em analises de perdxido de hidrogénio.

A determinacéo de perdxido de hidrogénio € de grande importancia nao
apenas porque € o produto de reacdes catalisadas por uma série de enzimas
oxirredutases, mas também ¢é um composto essencial na indUstria
farmacéutica, alimenticia e em analise ambiental. Biossensores
amperométricos baseados em enzimas tém interesse consideravel, porque
combinam a especificidade da enzima como sensibilidade e praticidade das
técnicas eletroanaliticas em um formato compacto para facilitar a analise
(Safavi e Farjami, ; Qi, Zhang et al., 2006; Jia, Lian et al., 2009; Wang, Li et al.,
2009). Em adicdo ao controle da poluicdo, muitas vezes com énfase ao
monitoramento ambiental, o peroxido de hidrogénio € empregado nos
processos de branqueamento nas industrias téxtil, de papel e celulose (Mattos,
Shiraishi et al., 2003).
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4.7 ESQUEMA RESUMIDO DOS RESULTADOS OBTIDOS




5. CONCLUSOES




Conclusdes

Estudos de modificacdo da superficie de eletrodos de com poli(2-HFA),
mostraram que em todas as condicdes experimentais testadas houve a
formacao de material polimérico na superficie do eletrodo.

Observou-se aumento na resposta de corrente, bem como aumento de
area relativa aos picos de oxi-reducdo, sugerindo formacdo de um filme
polimérico com maior area superficial para o eletrodo modificado com 2-HFA
formado a 20 mV.s™, se comparado aos outros filmes formados em diferentes
velocidades de varredura.

Andlises indicam que a preparacdo do polimero em meio acido favorece
a formacdo de um material com caracteristicas condutoras. Os filmes
poliméricos formados a partir de diferentes valores de pH apresentam dois
picos de oxidacdo e dois de reducédo, resultado comum a todos os estudos
realizados

As andlises piezelétricas indicam que durante a preparacdo do polimero
em meio acido ocorre um aumento linear de massa chegando num valor de
477,60 ng ao final de 20 varreduras de potencial.

O poli(2-HFA) bem como o 2-HFA apresentam alta intensidade de
fluorescéncia, e ocorre um deslocamento batocrémico quando compara-se o
mondmero ao polimero, resultado de indica a formacdo de uma cadeia
polimérica com grande extensdo de conjugacao.

O poli(2-HFA) mostrou-se uma 6tima matriz para imobilizacdo HRP, pois
os eletrodos que ndo continham filme polimérico ndo retiveram a enzima
durante as analises em fluxo, ja os eletrodos modificados foram estaveis por
mais de vinte injecdes.

Para a imobilizacdo de HRP é necessario submeter o eletrodo a um
potencial de reducdo para melhorar a resposta de incorporagdo e evitar a
lixiviagao.

O eletrodo modificado com poli(2-HFA)/HRP respondeu bem a variagcéo
da concentracdo de guaiacol e os resultados mostraram que este biossensor
pode ser usado também em analises de perdoxido de hidrogénio além de

analises de derivados fendélicos.
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