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Resumo

Os biossensores sdo dispositivos no qual o material de origem bioldgica €
imobilizado junto a um transdutor, ou seja, um dispositivo que combina a especificidade
de um elemento bioldgico ativo para o analito de interesse com a sensibilidade de um
transdutor para converter um sinal proporcional a concentracdo do analito. Para a
construcdo do biossensor € necessario fixar a biomolécula em um transdutor. Neste
trabalho foi utilizado como transdutor um eletrodo de grafite recoberto por um filme
polimérico de titanio a partir de uma suspensdo. A modificacio do eletrodo de trabalho
(grafite de lapiseira 0,9 mm) foi efetuada empregando o método dip-coating em 5
diferentes marcas de grafites comerciais. Para os testes foram utilizados grafites na
auséncia e presenca do filme de titanio e outros eletrodos com a enzima imobilizada por
oclusdo ou por adsorcdo. As voltametrias ciclicas foram efetuada em uma célula
contendo 10 mL de solu¢do tampdo Br com o sistema H,O,/I' como eletrélito. Nos
testes envolvendo somente os eletrodos com filme, observa-se a formacdo de um pico
de oxidacdo no potencial de -0,8V (Pico 4). A resposta encontrada nas voltametrias
deve-se a oxidag¢do do H; produzido pela redugdo. O biossensor foi construido através
do método de adsorcdo, onde observado um pico referente a catdlise enzimdtica em
torno de -0,75 V (Pico 12). Portanto, neste presente trabalho, foi observado a construgcao
de um biossensor com a modificacdo de sua superficie sem a necessidade de calcinagdo
e com a observacado da imobilizagdo eficiente, observada através da catélise enzimatica

medida.
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1. Introducao

1.1. Biossensores

E cada vez maior a preocupagdo dos quimicos de determinar em tempo real, e
preservando ao méximo as condi¢des existentes na natureza, OS compostos ou
substancias presentes em alimentos e materiais de interesse clinico, bioldgico e
ambiental. Isso justifica o grande interesse no desenvolvimento de biossensores em
diversas dreas. Atualmente existe um consenso universal a respeito da necessidade de
monitorar continuamente o teor de contaminantes quimicos nos cursos de dguas naturais
e nos indmeros efluentes industriais descarregados nestes recursos hidricos (1,2). O
tempo e o custo envolvidos com a deteccdo de poluentes ambientais (por exemplo,
coleta da amostra, preparacdo da amostra, andlise de laboratério) tem imposto
limitagdes no nimero de amostras que podem ser analisadas para um determinado
projeto de monitoramento ambiental (3). A deteccdo de substancias em tempo real € a
tendéncia da quimica analitica para o futuro.

A limitacdo no ndmero das andlises tem criado uma demanda por tecnologias
analiticas que possam permitir um aumento no numero destas andlises num menor
tempo e com custos acessiveis (4-5). Até o presente momento, andlises tanto de fenol
como de espécies fendlicas, por exemplo, tém sido realizadas, principalmente, por meio
de métodos espectrofotométricos e cromatogrificos, como por exemplo, cromatografia
gasosa com ionizacdo em chama ou acoplada com espectrometria de massa; ou ainda,
utilizando-se cromatografia liquida de alta efici€éncia (6,7). Entretanto, estas técnicas
ndo permitem, facilmente, um monitoramento continuo, pois sdo caras, lentas,
necessitam de analistas bem treinados, e em alguns casos, requerem etapas de extracao
ou pré-concentracio, que aumentam o risco de perda do analito (2,5). 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 de efluentes (e outras matrizes de interesse ambiental), possibilitando
uma rdpida adaptacdo nos processos de tratamento. A incorporagdo de moléculas com
atividade biolégica em metodologias analiticas tem aumentado sensivelmente nos

ultimos anos, obtendo sucesso nos mais variados procedimentos analiticos,
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principalmente nos que visam a area de controle ambiental (8-10). Biossensores, como
pra este presente trabalho, representam uma ferramenta promissora para suplementar as
técnicas existentes, devido as suas caracteristicas uUnicas, tais como: seletividade;
relativo baixo custo de constru¢cdo e estocagem; potencialidade para miniaturizagdo;
facilidade de automacdo e constru¢dao de equipamentos simples e portdteis para um
monitoramento rapido.

Os biossensores sdo dispositivos no qual o material de origem bioldgica, tais
como enzimas, organelas, tecido animal ou vegetal, microrganismos, antigeno ou
anticorpo, 4cidos nucléicos, lectina, entre outros, é imobilizado junto a um transdutor,
ou seja, um dispositivo que combina a especificidade de um elemento bioldgico ativo
para o analito de interesse com a sensibilidade de um transdutor para converter um sinal

proporcional a concentrac¢do do analito. (Figura 1).
Sinal

Material Bioldgico

hll/\

T

b
Transdutor Analito

Figura 1: Esquema de um biossensor

De acordo com o transdutor utilizado, o biossensor € classificado como eletroquimico
(potenciométrico, amperométrico e condutimétrico), optico (medida de luminescéncia,
fluorescéncia, elipsometria e etc.), detector de massa (relaciona a oscilagdo da
freqiiéncia dos cristais piezelétricos com variacdo de massa) de acordo com a tabela
abaixo (Tabela 1). Assim, um biossensor é um dispositivo que combina a especificidade
de um elemento bioldgico ativo para o analito de interesse com a sensibilidade de um

transdutor para converter o sinal proporcional a concentracao do analito (11).
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Tabela 1: Tipos de biossensores e seus respectivos sinais.

Tipo de Biossensor Sinal
Amperométricos Elétrons
Potenciométricos Tons
Condutimétricos fons

ENFET fons
Calorimétrico Calor
Piezelétrico Massa

Optico Luz

Conforme o tipo de interacdo que ocorre entre a substancia a ser determinada e
o material biolégico, o biossensor € classificado como catalitico ou de afinidade. Os
biossensores de reacdes cataliticas possuem como material bioldgico imobilizado as
enzimas. J4 nos biossensores com reacdes de afinidade podem ser imobilizados os

acidos nucléicos, a lectina, antigenos/anticorpos e as proteinas recombinadas (12).

1.2. Biossensores Amperométricos

Compostos podem ser determinados amperometricamente através de uma
oxidacdo eletroquimica direta. Entretanto, este procedimento possui uma série de
desvantagens, principalmente, devido a uma alta sobrevoltagem. O alto potencial
aplicado provoca um alto nivel de ruido. Além disto, nas oxidag¢des diretas, um grande
nimero de reacdes paralelas pode ocorrer levando, principalmente, a formagdo de
produtos poliméricos que passivam a superficie do eletrodo. (13)

Os biossensores amperométricos vem sendo estudados como uma excelente
ferramenta para a determinacdo e monitoramento, pois estes operam com um baixo
potencial aplicado em relacdo a um eletrodo de referéncia, onde se mede a corrente
gerada pela reacdo biocatalisada de oxidagdo ou reducdo das espécies eletroativas

(figura 2) (2,13,14).



12

Figura 2: Esquema mostrando as reacdes de oxirredu¢do de um biossensor.

Dentre os materiais utilizados para a constru¢do dos biossensores
amperométricos, os carbondceos sdo os mais usados, como por exemplo, os eletrodos de
carbono vitreo, grafite pirolitico, pasta de carbono e carbono compdsito. As enzimas
redox tirosinase, lacase e peroxidase sdo as mais utilizadas para a constru¢do de
biossensores amperométricos (15,16).

De acordo com a Figura 2, nota-se que as moléculas de enzima na superficie dos
eletrodos sdo oxidadas pelo oxigénio ou pelo peréxido de hidrogénio (peroxidase),
sendo reduzida pelos compostos fendlicos (possivel analito) em seguida. Nesta dltima
reacdo os compostos fenolicos sdo basicamente transformados em quinonas e/ou
radicais livres, e esses produtos, usualmente eletroativos, podem ser reduzidos na
superficie do eletrodo em potenciais proximos de 0 V vs ECS (Eletrodo de Calomelano
Saturado).

Apesar da grande versatilidade e perspectivas apresentadas por esses sensores
eletroquimicos, a utilidade de um eletrodo é muitas vezes limitada devido a uma
passivacdo gradual de sua superficie, que é conseqiiéncia principalmente da adsorcao
dos produtos da propria reacdo de 6xido-reducdo utilizada na detec¢do, ou ainda, dos
sub-produtos destas reacdes que podem se polimerizar e se depositar sobre a superficie
dos eletrodos. Além disso, a sensibilidade de muitos analitos importantes pode ser
prejudicada em fun¢do da cinética de transferéncia de elétrons entre estes compostos e
os materiais dos eletrodos serem excessivamente lenta, sendo isto solucionado com a
adi¢ao de um mediador (17).

Os mediadores sdo substancias redox de baixa massa molar (ferroceno,

hexacianoferrato, azul de metileno, fenol, iodeto, etc.), que facilitam a transferéncia de
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elétrons entre a enzima e o eletrodo, além de minimizar drasticamente os efeitos da
passivacdo do biossensor. O mediador, evidentemente, deve ser seletivo e diminuir o
valor do potencial a ser aplicado diminuindo assim os eventuais interferentes da reacéo.
Os mediadores t€m sido empregados aos eletrodos por adsor¢do, oclusdo em filme
polimérico, ligagdo covalente ou misturados em pasta de carbono. Alem disso, estas
substancias podem ser adicionadas ao proprio eletrélito, onde ndo podem ter nenhum

tipo de interacao com o analito anterior a medida (18).

1.3. Biossensores a base de peroxidase

Esta classe de enzima é assim denominada por ter o peréxido de hidrogénio
como o seu principal substrato. A peroxidase de raiz forte (HRP, horseradish
peroxidase) tem sido a mais freqiiente utilizada, devido principalmente a sua alta
estabilidade por longos periodos de tempo a temperatura ambiente € em um amplo
intervalo de pH, além de ser relativamente barata e disponivel comercialmente em
diferentes graus de pureza. De acordo com a classificacdo referente a reagdo catalisada,
estd inserida na classe 1 (oxidoredutases) as quais catalisam reacdes de oxirreducdo. As
peroxidases sdao Hemeproteinas, ou seja, apresentam como sitio ativo o Fe3+
(protoporfirinico) com um ciclo catalitico comum, ocorrido com melhor resposta a pH =

7, conforme esquematizado na Figuras 3 e 4.

Figura 3: Estrutura bésica do grupo prostético da enzima peroxidase. Grupo heme, contendo uma

porﬁrina de ferro (C34H32N404Fe).
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Figura 4. Ciclo catalitico da enzima peroxidase (HRP). R+ = radical

protoporfirina. CF= composto fendlico.

O grupo prostético de um mondomero de peroxidase encontra-se inserido entre
dois dominios (Figura 5). Para HRP, o ferro heme encontra-se covalentemente ligado a

um nitrogénio contido numa molécula de histidina contida em um anel imidazdlico.

Figura 5: Estrutura em trés dimensdes da horseradish peroxidase (HRP). Dois dominios contendo um

grupamento heme inserido.
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A reacdo enzimatica da peroxidase (HRP) ocorre em trés etapas distintas, como

mostram as equacoes 1,2 e 3:

HRP (Fe’*) + H,0, — Composto-I (Fe*) + H,O (1)
Composto-I (Fe*) + AH, — Composto-II + AH- ()
Composto-1I + AH, — HRP(Fe’*) + AH- + H,0 (3)

Na primeira etapa, a enzima reduz H,O, formando um composto oxidado
intermedidrio (Composto-I) onde € observado o ferro do sitio ativo com numero de
oxidacdo 4+. A forma oxidada da enzima € entdo, reduzida a sua forma nativa em duas
etapas, sendo que em cada etapa uma substancia organica é oxidada. A Figura 4 ilustra
o ciclo catalitico da HRP (19,20).

Na busca de eletrodos modificados com peroxidase, com maior sensibilidade e
melhor limite de detec¢do, Lindgren e col. estudaram diferentes técnicas de
imobilizacdo da enzima na superficie de grafite s6lido, incluindo adsorcdo e ligacdo
covalente, onde que neste estudo verificaram que os eletrodos submetidos a tratamento
térmico apresentam um menor ruido, melhor limite de deteccdo e melhor sensibilidade.
A variacdo da temperatura provocaria um aumento no nimero de sitios para a deposicao
do filme, tornando mais reprodutivel o processo imobiliza¢ao. Lindgren e col. também
investigaram a utilizacdo de diferentes tipos de peroxidases como a peroxidase de raiz
forte (HRP), peroxidase de Arthromyces ramosus (ARP), peroxidase da soja (SBP),
cloroperoxidase de fungo Caldariomyces (ChlP), lactoperoxidase de leite de vaca (LP),
e peroxidase de tabaco, Nicotiana sylvestris (TOP). Estas peroxidases se diferem na
capacidade de receber elétrons e mostram respostas para diferentes tipos analito como,

por exemplo, compostos fendlicos. (21)

1.4. Imobilizacdo da enzima peroxidase

Muitos processos eletroquimicos e suas velocidades de transferéncia de elétrons
podem ser significativamente afetadas e controladas alterando-se as superficies dos
eletrodos, isto €, modificando-as. Assim, muitos esfor¢os t€ém sido direcionados para
desenvolver diferentes abordagens de modificacio das superficies dos eletrodos (17,22-

24). Existem muitos métodos para formar camadas funcionais finas sobre estas
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superficies. A utilizagdo de polimeros como modificadores t€ém sido muito popular, e
muitos trabalhos sobre a modificacdo de superficies de eletrodos empregando-se
polimeros foram realizados (25,26).

Kubota e col. descreveram a imobilizacdo da enzima sobre silica gel modificada
com Oxido de titdnio em um biossensor a base de pasta de carbono. Com a presenca da
silica-titanio a transferéncia direta de elétrons da reducdo do peréxido de hidrogénio
para a HRP foi bloqueada, aumentando a sensibilidade do biossensor para um potencial
aplicado de 0 mV vs. ECS. Porém, este eletrodo mostrou uma menor sensibilidade em
relacdo aquele onde a enzima foi imobilizada diretamente sobre grafite (27).

O grupo de pesquisa em eletroanalitica do Instituto de Quimica de Araraquara
tem empregado a peroxidase como enzima marcadora em biossensores empregando
antigeno. As proteinas do Trypanosoma cruzi foram usadas para a construcao de um
imunossensor amperométrico para o diagnéstico da doenca de Chagas'. As proteinas
usadas tiveram uma massa molecular variar de 30 ao kDa 100. O eletrodo do ouro foi
tratado com o cisteamina e o glutaraldeido antes do imobilizagdo do antigeno. Os
anticorpos dos pacientes com doenca de Chagas foram capturados pelos antigenos
imobilizados e a interacdo da afinidade foi monitorada por cronoamperometria em um
potencial de -400 mV (28, 29).

Outro estudo realizado é o emprego de DNA ao biossensor. Neste tipo do
biossensor, uma ponta de prova do DNA ¢é imobilizada em um transdutor e a
hibridizagdo com o DNA € monitorado pela metodologia apropriada. Os hibridos da
streptavidina (STA) sdo encapsulados no 6xido do siloxane-poly(propylene-
poly(propylene das peliculas finas) preparados pelo método sol-gel e depositado na
superficie do elétrodo do grafite pelo processo dip-coating . O DNA hibridizado a ponta
de prova que € alvo especifico do oligonucleotidio imobilizado na superficie do elétrodo
de grafite e depois o conjugado avidin-avidin-peroxidase foi adicionado. A resposta
enzimadtica foi investigada pelo potencial amperométrico constante em —0,45V contra
Ag/AgCl usando solucdes de H,O; e de KI. Os controles negativos e positivos do RNA
de HCV e as amostras positivas de pacientes foram analisados e os resultados foram
comparados com uma metodologia comercial. O presente trabalho estuda a constru¢io
de um biossensor que poderia ser aplicado ao método descrito acima. Os avancos
recentes aceleraram o desenvolvimento dos biossensores para a andlise de seqii€éncias

especificas do gene (30).
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1.5. Deposicao de filme fino sobre eletrodo por dip-coating

O processo de revestimento por imersao ou dip-coating é uma das formas para a
modificacdo de superficies de eletrodos e consiste de quatro estdgios: imersao, emersao,
deposicdo e escoamento/evaporacdo (figura 6). As trés ultimas etapas ocorrem
simultaneamente, resultando na formacdo de uma fina camada do produto a ser
depositado na superficie do eletrodo.

Durante o movimento de emersdo, a suspensdo é arrastada com o eletrodo,
causando um aumento na taxa de evaporacdo e na taxa de secagem, o que leva a

formag¢do de uma camada delgada constituida pelas particulas coloidais.

Figura 6: Etapas envolvidas do processo dip-coating.

Este tipo de imobilizacdo possibilita um rigido controle na formacao do filme. O
equipamento proporciona um controle efetivo da velocidade de imersao/emersdo e do
tempo de contato da suspensdo com a superficie do eletrodo, tornando também a

formacao do filme reprodutivel (31).

1.6. Imobiliza¢ao por oclusdo

Este processo consiste na imobilizagdo do biocatalizador confinada ao interior
da matriz do filme, sem que seja estabelecida qualquer ligacdo quimica. A enzima é
adicionada a suspensdo do filme, onde a modificacdo da superficie do eletrodo e a
imobilizacdo da enzima ocorrem ao mesmo tempo. Esta imobilizacdo enzimadtica nao

proporciona alteracdes estruturais e também qualquer interacdo com o sitio ativo da
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biomolécula. O contato da enzima com o substrato ocorre através da difusdo do mesmo
pelo filme.

Uma das vantagens deste método € a sua estabilidade durante o experimento,
pois a enzima se encontra no interior do filme utilizado, protegendo de qualquer
possivel remog¢do em quantidade considerdvel.

A desvantagem € o dificil acesso do substrato a enzima, onde a difusdo citada
acima pode nao ocorrer de forma eficaz, diminuindo a sensibilidade do experimento

realizado.

1.7. Imobilizacdo por adsor¢do

E o mais antigo método de imobilizacdo de enzimas. Este método consiste em
imobilizar a enzima escolhida para a construcdo do sensor, apods o eletrodo de trabalho
ter sua superficie modificada. As enzimas sdo adsorvidas a polimeros
organico/inorganicos, vidros, sais minerais, O0xidos metdlicos e varios materiais
silicatos, tais como bentonita e silica coloidal.

A adsor¢do causa pouca ou nenhuma mudanca de conformacdo da enzima ou
destruicdo de seu centro ativo. Outra das suas vantagens seria, pela enzima ser
imobilizada apds o filme ter sido depositado, o seu maior contato com o eletrdlito,
proporcionando uma resposta mais efetiva.

Apresenta a desvantagem de que a enzima adsorvida pode dessorver-se do
suporte, ou seja, o eletrodo de trabalho, durante a utilizacdo, porque a interacao entre a

enzima e o suporte € fraca.

2. Objetivo

A proposta do presente trabalho consiste modifica¢do da superficie de eletrodos
de grafite com a deposi¢do de um filme polimérico com a presenca de titdnio sem
tratamento térmico e nas investigagdes sobre a imobilizacdo da peroxidase (HRP) neste

eletrodo modificado.
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3. Metodologia

3.1. Preparo da suspensao do filme para modificacao fisica do eletrodo de grafite

Para a constru¢cdo do biossensor € necessdrio fixar a biomolécula em um
transdutor. Neste trabalho foi utilizado como transdutor um eletrodo de grafite recoberto
por um filme de titanio a partir de uma suspensao preparadas pelo processo sol-gel. Na
preparacdo da suspensdo, o tetraisopropoxido de titanio (Aldrich) foi adicionado a uma
solucdo de 4cido nitrico em 4gua deionizada (Milli-Q) de tal modo que a razdo molar
seguiu a seguinte propor¢do: Ti:H":H,O — 1:0,5:200. O precipitado obtido foi agitado
continuamente até completa peptizacdo, para a obtencdo de uma suspensdo estivel e
entdo dialisado em dgua deionizada, pH em torno de 3,5, utilizando-se uma membrana

de didlise Micropore (3500 MW) (32).

3.2. Modificacgao fisica da superficie do eletrodo de grafite

O tipo de imobilizacdo utilizado foi o dip-coating, usando um equipamento
MQCTL 2000-MP como controlador do processo de revestimento dos eletrodos por
imersdao. Como ja foi descrito, este tipo de imobilizagdo proporciona o controle da
velocidade de imersdo/emersdo, sendo utilizado em varias marcas de grafites de
lapiseira.

O filme a base de titanio foi depositado no eletrodo de grafite de diametro de 0,9
mm (grafites de lapiseira de vdrias procedéncias). Apos este método, foi delimitado um
comprimento de 5 mm da extremidade de cada eletrodo com parafilme, sendo a drea de
contato do eletrodo com o eletrélito de 14,8 mm®.

Os eletrodos foram preparados, inicialmente, com velocidade de deposicdo de
300 mm min’ (Dip-coating), mas diferentes velocidades tais como 50, 100 e 200 mm
min™ também foram testadas. Foi feito apenas 1 depésito do filme em cada eletrodo
para os testes iniciais, mas também foi testada a possibilidade de 2 ou 3 depositos
melhorar a reprodutibilidade do método. O tempo de secagem apds cada depdsito foi de

24 horas
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3.2.1. Imobilizacdo por oclusao

Este método foi descrito no item 1.6, sendo a enzima misturada com o sol-gel e
entdo a modificacdo do eletrodo foi realizada utilizando o método dip-coating (item
1.5). Foi efetuado 1 depdsito para cada eletrodo em um béquer contendo 5 ml de
suspensao. Neste mesmo béquer foram adicionados 15, 30 ou 100 pLL de uma solugdo
aquosa da enzima peroxidase de concentracdo 1 mg mL™". ApOs o deposito o eletrodo

foi armazenado em local apropriado para a secagem de 24 horas.

3.2.2. Imobilizac¢ao por adsor¢ao

Este método foi descrito no item 1.7, onde neste procedimento foi realizado
também utilizando o método dip-coating. Foi realizado 1 depdsito, pela
imersao/emersdo descrita no item 1.5 empregando 5 mL da dispersdo filme.
Inicialmente foram feitos sem a adicdo da enzima peroxidase. Esta enzima foi
adicionada somente apds a modificacdo da superficie do eletrodo. A aplicacdo do
método nao ocorreu em um béquer contendo 5 mL da dispersdo do filme, e sim em um
béquer contendo 5 mL de 4gua deionizada com a adi¢do de 15, 30 ou 100 pL de uma
solucio aquosa da enzima peroxidase de concentracio lmg mL™’. Mergulha-se o

eletrodo ja com o filme de titanio em sua superficie em uma solucio aquosa da enzima.

3.3. Medidas de voltametria ciclica

Os voltamogramas ciclicos (VC) foram obtidos empregando-se o equipamento
Potenciostato/Galvanostato Model — 263 EG&G — Princeton Applied Research, tendo
como eletrodo de referéncia o Ag/AgCl/KClg, e um eletrodo de platina como eletrodo
auxiliar. Empregou-se velocidade de varredura de 50 mV s™', porem outros valores de
velocidades foram testadas, tais como 20, 100 e 200 mV s, Para estes voltamogramas
parte-se da reducgdo para a oxidacao.

Como eletrodos de trabalho foram utilizados cinco marcas de grafite 0,9 mm
sem o filme de titanio, com o filme de titdnio e com filme e a enzima peroxidase.

Os testes foram feitos em 10 mL de solucdo tampao BR inicialmente em pH 4,

onde foram testados diferentes valores como pH 5, pH 6, pH 7 e pH 8 como eletrdlito.
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O tampao BR € uma mistura de 3 4cidos (acido acético, acido borico e dcido fosforico).
Também foi testado o tampao acetato.

A adicdo de peréxido em qualquer experimento foi feita na quantidade de 100
pL de uma solugdo 0,1 mol L™ para cada 10 mL de solugio tampio BR.

A adi¢do de iodeto de potdssio em qualquer experimento foi feita na quantidade

de 300 pL de uma solugdo 0,1 mol L' para cada 10 mL de solucdo tamp3o BR.

3.4. Micrografias

Foram obtidas micrografias com microscépio eletronico de varredura JEOL

JSM-T330A em aumentos de 2000 vezes.

4. Resultados e Discussao

4.1. Estudo de diferentes marcas de grafites

Os voltamogramas ciclicos (VC) obtidos de solu¢ao tampao BR pH 4 foram
tracadas partindo-se da regido anddica para a regido catddica de potenciais, iniciando
dos potenciais positivos para potenciais negativos. Empregou-se 5 marcas de grafite
(identificados como marca 1-5) com ou sem o filme de titdnio. Foram obtidos VC
empregando dois eletrodos distintos de cada marca, ou seja, resultados em duplicata, e
no caso de curvas muito discrepantes, empregou-se um terceiro eletrodo. Os V.C. estao

apresentados na Figura 7.
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Figura 7a: Voltamograma ciclico obtido em solucdo tampao BR pH 4

com eletrodos da marca 1 sem e com o filme; v = 50 mV s™' vs. Ag/AgCl
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Figura 7b: Voltamograma ciclico obtido em solucdo tampao BR pH 4

com eletrodos da marca 2 sem e com o filme; v = 50 mV s vs. Ag/AgCl
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Figura 7c: Voltamograma ciclico obtido em solugdo tampao BR pH 4

com eletrodos da marca 3 sem e com o filme; v =50 mV s™' vs. Ag/AgCl
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Figura 7d: Voltamograma ciclico obtido em soluc¢do tampao BR pH 4

com eletrodos da marca 4 sem e com o filme; v =50 mV s vs. Ag/AgCl
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Figura 7e: Voltamograma ciclico obtido em solucdo tampao BR pH 4

-100

com eletrodos da marca 5 sem e com o filme; v =50 mV s vs. Ag/AgCl

Verifica-se que todas as marcas de grafite apresentam um pico de oxidacdo ao
redor de 0 V, observado nos picos 1, que se mantém mesmo com o recobrimento com o
sol-gel. Os eletrodos de marca 2 e 4 (Figura 7b e 7d) apresentam picos ao redor de 0,25
V que sdo atenuados com o filme sol-gel, sendo estes observados no pico 2. Todos os
eletrodos sem modificacdo apresentam resposta ao redor -0,7 V observando na Figura 7
o pico 3. Com a deposicao do filme de titanio ndo se define mais o pico citado. A
presenca do filme, provavelmente, facilita a adsorcdo de hidrogénio molecular que
entdo € oxidado ao redor —0,8 V (Pico 4) em todos os eletrodos, exceto a marca 2
(Figura 7b). Nota-se que a diferenca na intensidade da corrente no potencial em torno de
-0,8 V (Pico 4) nos eletrodos sem e com o filme, caracteriza a presenca do filme. Outra
caracteristica dos V.C. apresentados na figura 7 € a reprodutibilidade dos experimentos,
notando-se que 2 eletrodos diferentes, sem ou com o filme, apresentam o perfil
semelhante.

Na Figura 8 foram agrupados voltamogramas ciclicos para cada marca de
grafite, sem (Figura 8a) e com o filme de titdnio (Figura 8b). O perfil do eletrodo 4
difere dos demais, tanto na presenca e na auséncia do filme devido o pico mostrado pelo

pico 4.
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Figura 8a: Estudo da influéncia da marca do grafite por voltametria ciclica obtidas em solucio

tampdo BR pH 4 com eletrodos de todas as marcas sem o filme; v = 50 mV s™ vs. Ag/AgCl
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Figura 8b: Estudo da influéncia da marca do grafite por voltametria ciclica obtidas em solug¢do

tampdo BR pH 4 com eletrodos de todas as marcas com o filme; v = 50 mV s™' vs. Ag/AgCl
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Um fator importante para a sele¢do da grafite para ser empregada como eletrodo
no presente trabalho € a facilidade de serem encontradas no mercado. Uma marca de
dificil aquisicdo poderia prejudicar a proposta em médio prazo, sendo o caso das marcas
2 (Figura 7b) e 5 (Figura 7e). Para o eletrodo marca 4 (Figura 7d), o problema foi a falta
de reprodutibilidade e a presenga de picos em outros potenciais (Pico 2), dificultando a
interpretacdo em casos futuros. Dessa forma, investigagdes posteriores serdo executadas
com grafite da marca 1 e 3, pois possuem a maior adsor¢dao de H, mostrado pelo pico 4

na figura 8b, onde é observa uma maior resposta para as marcas mencionadas.

4.2. Influéncia da velocidade de imersao e emersao na deposi¢cao do filme de titanio

pelo método do “Dip-coating”

No experimento anterior, a velocidade empregada para a deposi¢ao do filme foi
de 300 mm min™'. Para este experimento serdo utilizados todos os pardmetros descritos
acima, mas possibilitando a variagdo da velocidade de imersdo e emersao pelo método
de Dip-coating.

Nestes experimentos foram empregadas as velocidades de 50, 100, 200 e
300 mm min™', onde foram obtidos voltamogramas ciclicos apenas com o filme nestas
diferentes velocidades. Os experimentos forma realizados ap6s 24 horas, tempo
suficiente para a secagem dos filmes em cada eletrodo.

De acordo com a Figura 9a, ndo se observa o pico de oxidacdo referente a
presenca do filme para a marca 1, ou seja, a oxidacdo do hidrogénio molecular,
independente da velocidade empregada para a deposi¢do. O filme foi depositado a
temperatura ambiente e qualquer mudanca de temperatura alteraria a viscosidade do
filme e impossibilitaria a deposi¢do do filme para esta marca. No caso da grafite da
marca 3, na Figura 9b, o aumento da temperatura ambiente ndo tem influéncia na
aderéncia do filme. Dessa forma, o efeito da viscosidade do sol-gel parece ser maior no
depdsito em grafite da marca 1 do que para a marca 3. Nos experimentos posteriores a

temperatura do ambiente no qual se efetua o deposito do filme foi mantida a 25 oC.
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Figura 9a: Estudo da influéncia da velocidade de depdsito do filme por voltametria ciclica obtida

em solugdo tampdo BR pH 4 com eletrodos da marca 1; v=50mV s vs. Ag/AgCl.
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Figura 9b: Estudo da influéncia da velocidade de depdsito do filme por voltametria ciclica obtida

em solugio tampdo BR pH 4 com eletrodos da marca 3; v =50 mV s vs. Ag/AgCl.
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Para a marca 3 (Figura 9b), quanto maior a velocidade de imersdao/emersao mais
fino € o filme formado, pois proporciona uma menor variacao de corrente para o pico de
oxidacdo referente a presenca do filme mostrado no pico 4, exceto para a velocidade de
50 mm min"'. Nesta velocidade, o filme formado é relativamente espesso ou menos
poroso, onde, de certo modo, menor seria a quantidade de hidrogénio adsorvido. Com
isso, determina-se a velocidade de 100 mm min" como a mais apropriada, pois nio se
forma um filme muito fino, mas também ndo muito espesso que seria mais resistivo a

passagem de corrente.

4.3. Influéncia do nimero de depdsitos do filme

Neste caso utilizou-se uma quantidade no nimero de depdsitos variando de 1, 2
e 3 para as marcas 1 e 3 e velocidade de imersao/emersdao 100 mm min'l, determinada
pelo experimento anterior. Apds cada deposito, o filme foi seco a temperatura ambiente
durante 24 h. Antes de cada experimento, como ja visto, delimita-se a extremidade de
cada grafite a um tamanho de 5 mm. Para o voltamograma da Figura 10a nota-se,
diferentemente do experimento anterior, o surgimento do pico referente a deposi¢dao do
filme para a marca 1, sendo este indicado pelo ponto 1. Observa-se também na Figura
10a que, quanto maior o nimero de depdsitos, maior a variagdo da corrente deste pico.
Isso também € observado para a marca 3 (Figura 10b), onde nota-se uma maior
intensidade de corrente para o pico 4 no voltamograma referente a 3 depdsitos. Para
apenas 1 depdsito observa-se uma menor variagdo da corrente para o pico de oxidacio
referente ao hidrogénio adsorvido.

Neste experimento, o importante a ser visto € como a variacio desta quantidade
de deposito pode otimizar o experimento. Com apenas 1 depdsito, nota-se uma baixa
reprodutibilidade, onde ¢é observado, para alguns eletrodos espacos sem filme
depositado. Ao aplicamos 2 ou 3 depdsitos isto ndo € observado, todos os eletrodos sdao
totalmente cobertos pelo filme. Para 3 depdsitos, tendo a necessidade de secagem de 24
horas, torna-se mesmo pouco prético, pela necessidade de secagem de 24 horas, sendo
que a modificacdo da superficie do eletrodo com 2 depdsitos possui a mesma eficiéncia.
Com isso, foram escolhidos 2 depdsitos para a formacdo do filme fino na superficie do

eletrodo.
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Figura 10a: Estudo da influéncia do nimero de depdsitos por voltametria ciclica tracada em
solucdo tampdo BR pH 4 com eletrodos da marca 1, com velocidade de depdsito do

filme de titanio de 100 mm.min; v = 50 mV s™ vs. Ag/AgCl.
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Figura 10b: Estudo da influéncia do nimero de depdsitos por voltametria ciclica tracada em
solucdo tampdo BR pH 4 com eletrodos da marca 1, com velocidade de depdsito do

filme de titdnio de 100 mm.min™"; v =50 mV s vs. Ag/AgCl.
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Comparacdo entre as marcas 1 e 3, com 2 depdsitos, indica a intensidade de
corrente mais significativa para a marca 3 (Pico 4). Apds este experimento, € a
observacdo dos anteriores, 0s experimentos seguintes serdo feitos apenas com a marca
3, chamada PENTEL, devido a falta de reprodutibilidade com a varia¢do da temperatura

da marca 1.

4.4. Diferentes tipos de grafites da mesma marca

Em todos os experimentos anteriores, foram realizados testes com grafites de
lapiseira 0,9 mm comercial, onde o grafite escolhido dentre cinco marcas foi o de marca
3 por indmeros fatores ja descritos. Esta marca proporciona ao comprador diferentes
tipos de grafites, tendo estes diferentes tipos de escrita. Estes tipos de grafites sdo os HB
e os 2B, onde o HB proporciona uma escrita mais macia e o 2B uma escrita mais firme,
sendo um grafite mais rigido.

O experimento realizado em relagdo a este fato, foi a possibilidade de
modificacdo da superficie de seus diferentes tipos de grafites. Foram depositados filmes
de titanio para grafites HB e 2B, de acordo com o método descrito no item 1.5, sem a

adicdo de enzima, e obtidos os voltamogramas de acordo com o item 3.3 (Figura 11).
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Figura 11: Voltamograma ciclico obtido em solu¢do tampao BR pH 4 com eletrodos de grafite
da marca 3 de tipo HB e 2B com o filme; velocidade de depésito de 100mm min™'

e 2 depbsitos realizados;v = 50 mV s™' vs. Ag/AgCl.
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Neste experimento, para os grafites HB, verifica-se um aumento na corrente no
pico de oxidacdo do hidrogénio mostrado no pico 4 da Figura 11, sendo este pico
referente a presenca do filme no eletrodo, como foi visto. J4 para os eletrodos 2B, ndo
ocorre a formacao deste pico de oxidagdo, sendo este tipo de grafite inapropriado para a
formacao de um filme fino de titdnio em sua superficie. Este comportamento € devido a
estrutura diferente para cada grafite, pois possuem diferentes vantagens pelo qual foram
feitos, a escrita. Visualmente, também ndo € observada no eletrodo a regiao de depdsito

do filme.

4.5. Remocao da parafina presente nos grafites

Considerando todas as marcas de grafite, sabendo que estes serdo utilizados em
lapiseiras, suas produtoras adicionam em sua superficie a parafina, com a finalidade de
lubrificar e facilitar o mecanismo de ejecao do grafite. Esta substancia pode interferir na
resposta, sendo para este experimento, removida com acetona.

Para confirmar a interferéncia da parafina, foram obtidos voltamogramas
ciclicos com um eletrodo de grafite convencional (Figura 12) e também com eletrodos
de grafite de lapiseira com a parafina (Figura 13) e sem a parafina (Figura 14) de sua

superficie.
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Figura 12: Voltamograma ciclico obtido em soluc¢do tampao BR pH 4 com eletrodos de grafite

convencional sem filme;v = 50 mV s™' vs. Ag/AgCl.
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Figura 13: Voltamograma ciclico obtido em solu¢do tampao BR pH4 com eletrodos de grafite da marca 3

antes da remogdo da parafina, sem filme;v = 50 mV s™' vs Ag/AgCl.
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Figura 14: Voltamograma ciclico obtido em solucdo tampdo BR pH 4 com eletrodos de grafite da marca 3

ap6s da remocdo da parafina por acetona, sem filme;v = 50 mV s vs Ag/AgCl.



33

Neste experimento, observa-se que um eletrodo de grafite convencional possui
um perfil voltamétrico diferente de um eletrodo de grafite de lapiseira sem preparacdo
nenhuma. O grafite de lapiseira possui um pico de redugdo indicado pelo pico 1 na
Figura 13 o que ndo ocorre em eletrodos de grafite convencional (Figura 12). Apéds a
remogdo desta parafina com acetona este pico de reducao nio € observado (Figura 14),
0 que mostra a parafina como uma possivel interferéncia em resultados posteriores,

necessitando a sua remoc¢ao antes das deposicoes do filme de titinio.

4.6. Variagdo do valor de pH da solu¢do do tampao

Para este teste foi utilizada a voltametria ciclica para solucdo tampao BR com
valores de pH 4, 5, 6, 7 e 8, empregando-se eletrodos sem e com o filme.

Na Figura 15a estdo representados os VC obtidos com eletrodo sem o filme.
Nota-se um aumento significativo da intensidade de corrente com o aumento da
concentragio de H', ou seja, com a diminui¢do do pH, no potencial de reduc¢io em torno
de -0,75 V indicado pelo pico 3. Na presenca do filme (Figura 15b) observa-se o mesmo
comportamento neste potencial, mas também possui os picos de oxidac¢do de hidrogénio
em torno de -0,8 V, referente a presenca do filme e indicados pelo pico 4. Nota-se que
este pico se comporta da mesma maneira que o de reducdo, quanto menor o pH, maior a

intensidade de corrente.
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Figura 15a: Estudo da influéncia da variacdo de pH por voltametria ciclica tracada em solug¢do

tampdo BR com eletrodos das marcas 3 sem o filme, velocidade de depésito de 100 mm min™ e 2

depésitos do filme; v =50 mV s™' vs. Ag/AgCl.
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Figura 15b: Estudo da influéncia da variacdo de pH por voltametria ciclica tragcada em solugdo
tampdo BR com eletrodos das marcas 3 com o filme, velocidade de depésito de 100 mm min™ e 2

depésitos do filme; v =50 mV s™' vs. Ag/AgCl.
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O proximo estudo foi realizado para verificar o efeito da composicao da solugao
tampao, trocando o tampao BR pelo tampao acetato. Este tampao foi utilizado em
diferentes pH, sendo estes: 4,0 , 4,6 e 5,2. Fora deste intervalo de pH, o tampao acetato
perde a sua capacidade tamponante. Nas Figuras 16a, 16b e 16c, nota-se o
comportamento do eletrodo sem e com o filme em diferentes valores de pH, mostrando

um comportamento semelhante ao tampao BR (Figura 7c¢), exceto no pH 5,2.
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Figura 16a: Estudo da influéncia da variagc@o da solu¢do tampao por voltametria ciclica tragada
em solucdo tampao acetato pH = 4,0 com eletrodos da marca 3 sem e com o filme, velocidade de depdsito

de 100 mm min™ e 2 depésitos realizados; v =50 mV s vs. Ag/AgCl
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Figura 16b: Estudo da influéncia da variacio da solu¢do tamp@o por voltametria ciclica tracada
em solucdo tampao acetato pH 4,6 com eletrodos da marca 3 sem e com o filme, velocidade de depdsito

de 100 mm min™ e 2 depésitos realizados; v = 50 mV s™' vs. Ag/AgCl
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Figura 16c¢: Estudo da influéncia da variag@o da solu¢do tampao por voltametria ciclica tragada
em solucdo tampao acetato pH 5,2 com eletrodos da marca 3 sem e com o filme, velocidade de depdsito

de 100 mm min™ e 2 depdsitos realizados; v = 50 mV st ys Ag/AgCl
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Na Figura 17, compara-se os diferentes pH e nota-se o mesmo perfil de
comportamento para o tampao acetato como para o tampao BR, ou seja, quanto maior a
concentragio de H, maior a intensidade de corrente no pico de oxidagio referente a
presenca do filme indicado pelo pico 4. Portanto a influéncia neste tipo de resposta seria
da concentracdo hidrogenidnica e ndo da composi¢do da solucdo do tampao. Para os
proximos experimentos o tampao escolhido seria o tampao BR, pois proporciona um
perfil voltamétrico semelhante ao tampdo acetato, mas a capacidade tamponante do

tampao acetato nao abrange o pH 6timo da enzima a ser estuda e imobilizada.

50 -
0 _
< 504
=
-100 — pH=4
= pH=4,6
pH=5,2
-150
-200 T - T T - T - |

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5
E/V

Figura 17: Estudo da influéncia da varia¢do da solugdo tampao por voltametria ciclica obtida em
solucdo tampao acetato em diferentes pH com eletrodos da marca 3 com o filme, velocidade de depdsito

de 100mm min™' e 2 depésitos realizados; v = 50 mV s vs. Ag/AgCl

4.7. Micrografia dos eletrodos de grafite

Considera-se que o pH de maior atividade da peroxidase € o pH = 7 e que,
conforme visto na Figura 15b, se o filme for exposto a este pH, diminui a intensidade de
corrente no potencial referente a presenca do filme no eletrodo. Nesse valor de pH o
filme seria destruido ou apenas a oxidacdo do hidrogénio seria diminuida?

Experimentos de micrografia foram entdo efetuados.
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Nas Figuras 18 e 19 estdo registradas as imagens obtidas por micrografia pelo
Microscopio Eletronico de Varredura com um aumento de 2000 vezes. Nas Figuras 18a
e 18b, observa-se imagens dos eletrodos sem e com o filme antes da aplicacdo da
voltametria. Para os eletrodos com filme (Figura 18b), nota-se onde foi marcado, a
presenca de uma substancia gelatinosa, sendo esta o filme, pois ja na Figura 18a isto ndo
¢ observado. Foram feitos ensaios dos eletrodos com filme submetidos as solucdes
tampao de pH 4, 5, 6, 7 e 8 (eletrodos utilizados experimento da Figura 15b), cujas
imagens estdo representadas nas Figura 19. Observa-se que conforme se aumenta o pH,
o filme ndo seria deteriorado.

Em todas as micrografias, independente do valor de pH, verifica-se, como foi
notado na Figura 18b, a presenca da substancia gelatinosa, seja ela em forma de placas

ou em forma de gotas, as quais foram assinaladas nas micrografias.

Figura 18: Imagens (MEV) dos eletrodos da marca 3 sem (A) e com (B) filme

antes da aplicagdo da voltametria ciclica.
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Figura 19: Micrografia ap6s tragadas as voltametrias ciclicas em solugdo tampao BR

pH 4 (A) e pH 5 (B) no aumento de 2000 vezes.

Figura 19: Micrografia ap0s tragadas as voltametrias ciclicas em solug¢do tampao BR

pH 6 (C) e pH 7 (D) no aumento de 2000 vezes.
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Figura 19: Micrografia ap0s tragadas as voltametrias ciclicas em solu¢do tampao BR

pH 8 (E) no aumento de 2000x.

Com isso, apds o aumento do pH, o filme ndo foi removido, portanto a hipotese
de que o filme ndo resistiria a0 aumento no pH foi descartada. Para a explicacdo entdo
da diminui¢do da corrente no potencial de oxidagdo em torno de -0,8 V (Pico 4 na
Figura 15b) é que este é referente a oxidacdo de H, para H', sendo maior o sinal

conforme o aumento na concentracdo de H, como foi visto.

4.8. Peroxidase imobilizada por oclusdao

Foram feitos os primeiros estudos sobre o comportamento da enzima peroxidase
imobilizada no eletrodo pelo filme de titdnio. Neste experimento, a concentracdo de
peroxidase em relacdo a quantidade de filme era de 30 unidades da enzima para 5 mL de
filme colocados em um béquer onde foi realizado o dip-coating, ou seja, a quantidade
de enzima adicionada para a realiza¢do da deposi¢ao € de 30 puLL de uma solug¢do aquosa
da enzima de concentracio 1mg mL™" (Item 3.2.1).

Os testes foram feitos para eletrodos com o filme, sendo estes divididos em 2
grupos, um sem a enzima imobilizada (Figura 20a) e outro com enzima imobilizada por
oclusdo (Figura 20b), utilizando-se os pardmetros pré-determinados. Foram tracados VC

em solucdo tampao BR pH 4, outro com a solu¢do tampao BR e solucdo de H,O,
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(1,0)(10'3 mol L’l), outro com a solugdo tampao BR e solugdo de KI (3,0)(10'3 mol L'l) e

por ultimo com a solu¢do tampao BR e as solucdes de H,O; e KI citadas acima.

150
1004 Sem Enzima
50
0 -
< 1
3. -50
~ | 10
-100 - Tampao BR
| Tampao BR + Perdxido
-150 4 Tampao BR + lodeto
| Tampao BR + Peréxido + lodeto
-200
T T T T T T T T T T 1
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5
E/V

Figura 20a: Estudo da influéncia do sistema H,O,/I" na solug@o tampao BR pH = 4 por
voltametria ciclica tracada com eletrodos da marca 3 com filme e sem a peroxidase, velocidade de

depésito de 100 mm min™ e 2 depésitos realizados; v = 50 mV s™' vs. Ag/AgCl.

Na Figura 20a, sendo todos os testes sem enzima, observa-se um comportamento
jé& esperado para o teste apenas com a solu¢do tampao BR em pH 4 (curva em preto),
com o pico de oxidag¢do em torno de -0,8V referente ao filme indicado pelo pico 4. Com
a adicdao de H,O; (curva em vermelho), ocorre um aumento na intensidade de corrente
em torno do potencial de reducdo de -0,6V indicado pelo pico 6. Na presenca do
mediador I (curva em verde), nota-se o surgimento de picos de reducdo e oxidagdo
entre os potenciais 0 a +1,5V, referentes a esta substancia indicados pelos picos 7, 8,9 e
10. E com a adi¢do de ambas as substancias (azul), nota-se os picos referentes a cada

um, tanto em -0,6V para o peroxido (Pico 11) como entre 0 e +1,5V para o iodeto.
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Figura 20b: Estudo da influéncia do sistema H,O,/I" na solug¢@o tampdo BR pH 4 por voltametria ciclica
tracada com eletrodos da marca 3 com filme e com a enzima peroxidase na concentracdo 30uL/5mL de

filme, velocidade de depésito de 100 mm min™ e 2 depésitos realizados; v =50 mV s vs. Ag/AgCl.

Na Figura 20b, onde em todos os testes os eletrodos possuiam a enzima, nota-se
todos os comportamentos ja descritos acima, exceto para o sistema H,O,/I (curva em
azul), onde para este, observa-se a intensificacdo de um pico em torno do potencial de
redu¢do -0,6 V indicado pelo pico 12, referentes a catdlise do sistema
peroxidase/peréxido com a contribuicdo na transferéncia de elétrons do mediador I'.

De acordo com os experimentos realizados, nota-se na Figura 20b, que a
resposta sobre a catdlise enzimadtica estard representada em voltametrias na reducgdo,
pois esta catdlise em relacdao a peroxidase consiste na redu¢do do peréxido que oxida o
Fe®* do sitio ativo da enzima a Fe**. A presenca o iodeto como mediador proporciona
uma maximizacdo da reacao.

Para os proximos experimentos serd excluida a parte do voltamograma que
possui potencial positivo, pois esta parte se relaciona com apenas com a oxirredugdo

referente a adicao do iodeto.
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4.9. Estudo do efeito da velocidade de varredura

Para os proximos experimentos serd excluida a parte do voltamograma que
possui potencial positivo, pois esta parte se relaciona com apenas com a oxirredugcdao
referente a adicao do iodeto.

Nesta etapa estuda-se a influéncia da velocidade de varredura nas respostas
referentes aos voltamogramas ciclicos obtidos. Sabe-se que a velocidade de varredura
menor permite a observacao de reagdes de cinética reduzida, sendo todo tipo de reacdo
visualizada na voltametria. Por outro lado, esta velocidade menor possibilitaria a sintese
de 6xidos que poderiam passivar o eletrodo em questdo. Varreduras com velocidades
elevadas ndo permitem a observacdo de reacdes da baixa cinética ocorrem, sendo assim
omitidos alguns dados importantes.

Os experimentos foram realizados variando a velocidade de varredura entre 20,
50, 100 e 200 mV s'l, sendo todos os experimentos realizados com eletrodos de grafite

com o filme de titdnio sem € com enzima.

— Sem enzima
— COM enzima

-16 14 12 10 -08 -06 -0.4 -02 0,0 0,2
E/V

Figura 21a: Voltamograma ciclico obtido em solug¢do tampdo BR pH 4 e o sistema H,O,/I' com
eletrodos de grafite da marca 3 , com filme e sem enzima e com filme e

a enzima imobilizada por oclusdo; v =20 mV s™ (a) vs. Ag/AgCl.
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Figura 21b: Voltamograma ciclico obtido em solu¢do tampdo BR pH 4 e o sistema H,O,/I' com
eletrodos de grafite da marca 3 , com filme e sem enzima e com filme e

a enzima imobilizada por oclusdo; v = 50 mV s™' (b) vs. Ag/AgCl.

|/ uA

1 - Sem enzima
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-16 -14 -12 1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2
E/V

Figura 21c: Voltamograma ciclico obtido em solug¢do tampdo BR pH 4 e o sistema H,O,/I' com
eletrodos de grafite da marca 3 , com filme e sem enzima e com filme e

a enzima imobilizada por oclusdo; v = 100 mV s (c) vs. Ag/AgCl.



45

-400

|/ uA

- sem enzima

-800- —— com enzima

-1200+

16 -14 12 -1.0 -0,8 -06 -04 -02 0,0 0.2
E/V

Figura 21d: Voltamograma ciclico obtido em solucio tampdo BR pH 4 e o sistema H,O,/I' com

eletrodos de grafite da marca 3 , com filme e sem enzima e com filme e

a enzima imobilizada por oclusdo; v = 200 mV s (d) vs. Ag/AgCl.

Observa-se em todos os experimentos, na regido catddica, um pico marcado pelo
pico 12 em torno de -0,8 V, deslocado conforme o aumento da velocidade de varredura,
sendo este pico referente a resposta da catdlise enzimédtica. Nota-se que nas Figuras 21a,
21b, 21c e 21d, quanto mais rdpida a velocidade de varredura menos definido fica o
pico descrito acima. Com isso continua-se a utilizar velocidades de varredura de 50 mV
s, pois esta velocidade garante a observagdo do pico de redugdo desejado, sem ser
muito lenta a ponto de produtos serem formados na superficie do eletrodo,

passivando-o.
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Figura 22: Voltamograma ciclico obtido em soluc¢io tampao BR pH 4 e o sistema H,O,/I' com
eletrodos de grafite da marca 3 com filme e a enzima imobilizada por oclusdo;

v =20, 50, 100, 200 mV stys. Ag/AgCl.

Na comparacdo entre as voltametrias ciclicas com velocidades de varredura
diferentes, nota-se que o aumento desta velocidade proporciona uma maior passagem de
corrente. Também nota-se que a mudanca na velocidade de varredura desloca o

potencial de pico referente a catélise enzimética marcado pelo pico 12 da Figura 22.

4.10. Estudo sobre o pH 6timo da enzima

Como foi visto, todos os testes realizados até agora foram feitos com pH = 4,
pois este pH proporciona nas voltametrias um pico oxidagao referente ao filme em torno
de -0,8 V mostrado no pico 12 da Figura 20b. Isto s6 ocorre devido ao pH citado
possibilitar a formacdo de H,, sendo este adsorvido apenas em eletrodos com filme.
Com o H; adsorvido, na oxidacdo ele se torna H", onde se observa o pico citado no pico

4 na Figura 23.
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Figura 23: Voltamograma ciclico obtido em solucido tampdo BR pH 4 com eletrodos de grafite

da marca 3 , com filme e sem enzima; v = 50 mV stys. Ag/AgCl.

Ja para pH = 7, por possuir no eletrélito uma quantidade bem menor de H', o

pico referente a presenca do filme (Pico 4 da Figura 23) ndo aparece (Figura 24).
50 1
0-

-50 -+

|/ uA
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-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5

E/V

Figura 24: Voltamograma ciclico obtido em solucio tampdo BR pH 7 com eletrodos de grafite

da marca 3 , com filme e sem enzima; v =50 mV s~ vs. Ag/AgCl.
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.

E interessante ressaltar que o pH 4 € de vital importincia para se observar,
através de um voltamograma, a presenca do filme fino na superficie do eletrodo.
Sabendo que o pH 6timo da enzima peroxidase ¢ o pH = 7, escolheu-se a partir de
agora, ja que a deposi¢do do filme foi estudada, este pH para serem realizadas as
voltametrias ciclicas. Uma outra vantagem é que este pH = 7 proporciona uma menor
passagem de corrente, diminuindo assim a escala de corrente dos voltamogramas
tracadas. Com a escala menor, o pico de redugdo referente a catdlise ficaria mais
definido, sendo algo que melhoraria os resultados.

Observando a Figura 21b, velocidade de varredura de 50 mV s'l, ou seja,
velocidade escolhida no experimento nota-se que o pico de reducdo referente a catélise,
mostrado no pico 12, ndo estd muito bem definido, pois possui uma pequena variacao
de corrente. Para efeito de aperfeicoar os resultados, foi realizada uma comparacdo entre
os métodos de imobilizacdo por oclusdo, utilizado até o momento, e o método por

adsorcao.

4.11. Estudo da variacao da concentracdo da enzima imobilizada por oclusdao

Neste experimento, descrito no item 3.2.1., observa-se o surgimento do pico
referente a catélise enzimética indicado pelo pico 12 na Figura 25. Com o aumento da
concentracdo da enzima imobilizada por oclusio ocorre um aumento da corrente do pico
citado (Figura 25).

Neste grafico, observa-se que quanto maior a quantidade de enzima imobilizada,
maior a passagem de corrente, principalmente na regido de -0,75 V, indicado pelo pico
12. Isto prova que, na regido catddica do grafico, observa-se a catdlise enzimdtica. Um
dado importante € a voltametria ciclica para eletrodos preparados com 15 pLL de enzima
no procedimento ja descrito. Neste caso, devido a pequena quantidade de enzima por

eletrodo, ndo € observado o pico de reducgdo citado.



49

0
-20 4
<
=
= 401 — 15l
—30uL
100 uL
-60 4
12
'80 v T v T v T v T v T
10 -08 06 04 02 00

E/V

Figura 25: Voltamograma ciclico obtido em solucido tampao BR pH = 7 e o sistema H,O»/I' com
eletrodos de grafite da marca 3 , com filme e com enzima imobilizada por oclusio;

v=50mV s” vs. Ag/AgCl.

4.12. Estudo da variacdo da concentracido da enzima imobilizada por adsorc¢ao

Neste experimento, descrito no item 3.2.2., observa-se o surgimento do pico
referente a catélise enzimética indicado pelo pico 12 na Figura 26. Com o aumento da
concentracdo da enzima imobilizada por adsor¢do ocorre um aumento da corrente do

pico citado (Figura 26).
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Figura 26: Voltamograma ciclico obtido em soluc¢do tampdo BR pH = 7 e o sistema H,O,/I' com
eletrodos de grafite da marca 3 , com filme e com enzima imobilizada por adsorcao;

v=50mV s’ vs. Ag/AgCl.

Neste gréafico, observa-se também que quanto maior a quantidade de enzima
imobilizada, maior a passagem de corrente na regido de -0,75 V para potenciais de
reducgdo. Isto prova que, nesta regido do grafico, observa-se a catélise enzimatica.

Para ambas as imobiliza¢des, a quantidade de 100 pL. de enzima € a de melhor
desempenho, pois possuem a maior quantidade de corrente no pico referente a catélise
enzimdtica. Com isso, a comparacao agora € entre os tipos de imobilizacdo, descrita na

Figura 27.
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Figura 27: Voltamograma ciclico obtido em soluc¢do tampdo BR pH = 7 com eletrodos de grafite da

marca 3 , com filme e com enzima imobilizada por adsor¢do; v = 50 mV s vs. Ag/AgCl.

Na comparacdo entre os 2 métodos de imobilizacdo, observa-se, para o0 método
de imobiliza¢do por adsor¢do, uma maior corrente de pico no potencial de reducio
referente a catélise. Isso ocorre devido o método de adsor¢do proporcionar uma maior
exposicdo das moléculas da enzima peroxidase em relacdo ao eletrdlito, o que ndo
ocorre para a imobilizagdo por oclusdo, onde as moléculas da enzima ficam confinadas
ao interior da matriz, onde ja no processo de modificacdo da superficie do eletrodo a

enzima € inserida.
4.13. Estudo do efeito do sistema peréxido/iodeto

Ap6s a comparagdo entre os dois tipos de imobilizacdes e a diferenca entre elas,
o proximo experimento foi realizado apenas com a imobilizacdo por adsorcdo. As VC
foram tragadas em quatro grupos, mas todas possuem a enzima imobilizada. A primeira
curva foi tragada tendo como eletrolito, apenas a solu¢do tampao BR. A segunda foi
tracada tendo como eletrélito a solugdao tampao e 300 pL da solucdo de KI. J4 a terceira,
o eletrdlito era a solugdo tampao com a adi¢do de 100 pL. da solu¢do de H,O,. E na

quarta VC, o eletrélito era o sistema de estudo, com o tampao, o KI e o H,O».
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Na Figura 28, nota-se que as curvas com a adi¢do de peroxido possuem o pico
de reducdo em torno -0,75 V indicado pelo pico 6 e 12, o que nio € observado nas
curvas que ndo possui esta substancia, ou seja, o pico descrito refere-se a reducdo do
peréxido, que oxida o ferro do sitio ativo da peroxidase do eletrodo. J4 a adicdo de
iodeto em um sistema com peréxido mostra uma resposta referente a catdlise muito
maior indicado pelo pico 12 da Figura 28, sendo o KI o mediador da reagdo, facilitando

a transferéncia eletronica. Em VC sem o mediador (Pico 6) a resposta € relativamente

menor.
20
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-40 -
< |
3 -60 -
-80 - Solugao Tampao BR
1 Solugdo Tampao BR + lodeto
-100 - Solugéo Tampao BR + Hy,05
1 Solugao Tampéao BR + lodeto + H,O,
-120
T T T T T
-1,0 -0,4 -0,2 0,0

E/V

Figura 28: Voltamograma ciclico em solugdo tampao BR pH =7 e o sistema H,O»/I' com
eletrodos de grafite da marca 3, com filme e com enzima imobilizada por adsor¢ao;

v=50mV s’ vs. Ag/AgCl.
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5. Conclusoes

Foram investigados 5 marcas de grafite de lapiseira, onde a marca escolhida foi
a marca 3, pois possui intensidade de corrente adequada, excelente reprodutibilidade
independente da temperatura ambiente e disponibilidade no mercado.

Comparando os diferentes tipos de grafites da mesma marca, ou seja, o HB e o
2B, conclui-se que o de melhor desempenho é o HB, pois este possui uma superficie
propria para modificacdo pelo filme de titanio. As grafites de lapiseira s@o revestidas de
parafina que devem ser removidas pois apresenta um pico de redu¢do em torno de 0,75
V (Ponto 1 da Figura 13), muito préximo ao pico esperado para a resposta da catélise
enzimdtica, porem com uma corrente baixa.

Outro parametro determinado foi a velocidade de depdsito, onde quanto mais
lenta a velocidade de imersao/emersdo mais espesso o filme formado. Com isso,
determina-se a velocidade de 100 mm min™ como a mais apropriada.

Nota-se que, quanto maior o numero de depdsitos maior intensidade de corrente.
Com 1 depésito alguns eletrodos ndo possuiam filme (baixa reprodutibilidade) enquanto
que com 2 ou 3 depdsitos praticamente todos os eletrodos foram recobertos pelo filme.
Considerando a necessidade de secagem de 24 horas entre a deposicao de um filme e
outro e que 2 ou 3 depdsitos apresentam a mesma eficiéncia, a modificacdo do eletrodo
foi efetuada com 2 depdsitos de filme.

Em relagdo a solugdo tampao, foi escolhido a solu¢do tampao BR, pois possui o
mesmo comportamento eletroquimico do que a solucdo tampdo acetato, mas um
intervalo de pH de 2 a 12, enquanto a ultima apenas de pH de 4 a 6.

O estudo da relacdo entre a variagdo de pH e o filme foi feito e mesmo com o
aumento do pH as caracteristicas fisicas do filme ndo se alteram, onde isso foi
confirmado por micrografias.

Os experimentos que se referem a velocidade de varredura para as voltametrias
ciclicas mostram que a melhor velocidade a ser utilizada nestes casos € a de 50 mV s'l,
nesta velocidade, a resposta enzimética pode ser nota de maneira mais bem definida.

O estudo da imobilizagdo da enzima peroxidase no eletrodo de grafite pelo filme
de titanio foi feito. O perfil dos voltamogramas na presenga e auséncia da enzima ¢é
similar, mas o pico ao redor de —0,7 V (Ponto 1 da Figura 20b) estdo mais bem

definidos quando a enzima estd imobilizada no filme. Para os tipos de imobilizagdo,
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tem-se que ambos, tanto a oclusdo como a adsor¢do, podem ser utilizados para a
constru¢do do biossensor em questao, pois possuem como resposta a catdlise enzimatica
um pico de redug¢do em -0,75 V (Figura 27). A diferenca entre os métodos € sua
eficiéncia, sendo o método de imobilizagdo por adsorcdo o de maior corrente quando
ocorrida a catalise.

Para o efeito do sistema perdxido/iodeto, nota-se que, para as curva que se tem a
presenca do H>O,, a formacdo do pico em -0,75 V (Figura 28). Ja para as curvas sem o
perdxido, este pico nao € observado, comprovando ainda mais a relacdo desta substancia
com a resposta em relacdo a catalise.

Portanto, neste presente trabalho, foi observado a constru¢do de um biossensor
com a modificacio de sua superficie sem a necessidade de calcinacdo e com a

observacdo da imobilizacdo eficiente, observada através da catdlise enziméatica medida.
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