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RESUMO

FUNCIONALIZACAO E CARACTERIZACAO DO CARBON BLACK
VULCAN XC-72R PARA APLICACOES EM BIOSSENSORES BASEADOS
EM INIBICAO ENZIMATICA

Neste trabalho funcionalizou-se o carbon black Vulcan XC-72R utilizando-se cinco
tratamentos diferentes, empregando como agentes oxidantes: &cido nitrico, acido
sulfdrico e peroxido de hidrogénio. A caracterizacdo fisica das amostras
funcionalizadas foi realizada empregando-se microscopia eletronica de varredura
(MEV) e espectroscopia Raman. Analisando-se os resultados obtidos tem-se que 0s
tratamentos acidos ndo alteraram significativamente a morfologia do material. Por
outro lado, este tratamento proporcionou um aumento do numero de defeitos
atribuidos a introducdo de grupos funcionais oxigenados. Foram modificados
eletrodos de carbono vitreo (do inglés, glassy carbon electrode, GCE) com
dispersOes aquosas dos materiais em dihexadecil hidrogenofosfato (DHP). Para a
caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos foram realizados estudos de voltametria
ciclica empregando-se a sonda hexacianoferrato de potassio (I11). Em todos o0s
casos houve aumento da area eletroativa do eletrodo como consequéncia da
funcionalizacdo do material de carbono. Posteriormente, avaliou-se a resposta dos
eletrodos frente a diferentes analitos (dopamina, catecol, paracetamol e
hidroquinona), o eletrodo modificado em mistura de acido nitrico e sulfurico 1:1
(CB-HNO3/H,S0,41:1-DHP/GCE) apresentou maior sinal analitico para o0s
diferentes compostos investigados. Foram construidas curvas de calibracdo para a
determinacdo de dopamina utilizando o eletrodo GCE, o eletrodo preparado com
CB sem funcionalizar (CB-DHP/GCE) e o eletrodo CB-HNO3/H,SO41:1-
DHP/GCE. As sensibilidades (coeficientes angulares das curvas analiticas) foram
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0,334, 3,65 e 6,54 A cm™® mol L™, respectivamente. Estes resultados mostram um
aumento significativo da sensibilidade como consequéncia da funcionalizacdo do
CB, sugerindo uma vantagem sobre o uso do material sem modificagdo para
aplicacdes eletroanaliticas. Em seguida desenvolveu-se um procedimento analitico
para a determinacdo de benzoato de sodio (sal de sodio do &cido benzoico) baseado
na inibicdo enzimatica da tirosinase imobilizada na superficie do eletrodo CB-
HNOs/H,S0,1:1-DHP/GCE (biossensor). Foram realizados estudos de mecanismo
de inibicdo e otimizacdo das condicbes de operacdo. A curva analitica
correspondente apresentou uma faixa linear de concentracdo de 4,90 x 107" a

1,92 x 10 mol L™ e um limite de deteccdo de 2,1 x 10" mol L™
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ABSTRACT

FUNCTIONALIZATION AND CHARACTERIZATION OF CARBON BLACK
VULCAN XC-72R FOR APPLICATIONS ON INHIBITION BASED
ENZYMATIC BIOSENSORS

In this work, carbon black Vulcan XC-72R was functionalized using five different
treatments, the oxidizing agents employed were: nitric acid, sulfuric acid and
hydrogen peroxide. The physical characterization of functionalized samples was
carried out using scanning electron microscopy (SEM) and Raman spectroscopy.
The results suggested that the treatments did not significantly alter the morphology
of the material in most cases and showed an increase in the number of defects
attributed to the introduction of oxygenated functional groups. Glassy carbon
electrodes (GCE) were modified with aqueous dispersions of materials in
dihexadecyl hydrogen phosphate (DHP). For the electrochemical characterization
of the electrodes were performed studies of cyclic voltammetry employing the
probe potassium hexacyanoferrate (111). For all cases there was an increase in the
electroactive area as a result of the functionalization. Subsequently, the response of
the electrodes to different analytes (dopamine, catechol, paracetamol and
hydroquinone) was evaluated, the electrode modified in a mixture of nitric and
sulfuric acid 1:1 (CB-HNO3/H,S0,41:1-DHP/GCE) showed the highest analytical
signal for the different compounds tested. Calibration curves were constructed for
the determination of dopamine using the GCE electrode, the electrode prepared
with unmodified CB (CB-DHP/GCE) and the CB-HNO3/H,S0O,1:1-DHP/GCE
electrode, the sensitivities of the analytical curves (angular coefficients of the
analytical curves) were: 0.334, 3.65 and 6.54 A cm > L mol ™", respectively. These

results show a significant increase in sensitivity as a result of the functionalization
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of CB suggesting an advantage over the use of unmodified material for
electroanalytical applications. Then, an analytical procedure for the determination
of sodium benzoate (sodium salt of benzoic acid) based on enzyme inhibition was
developed, where the tyrosinase enzyme was immobilized at the surface of the CB—
HNO5/H,S0,1:1-DHP/GCE electrode (biosensor). Studies of the inhibition
mechanism and optimization of operating conditions were performed. The
corresponding analytical curves had linear concentration ranges between 4.90 x
10" and 1.92 x 10> mol L™ and a detection limit of 2.1 x 10" mol L™.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspetos gerais dos biossensores

Devido a necessidade de desenvolvimento de métodos analiticos que
sejam amigaveis a0 meio ambiente e, a0 mesmo tempo, sensiveis, seletivos,
econémicos e rapidos, diferentes abordagens analiticas tém sido investigadas e vem
ocupando posicdo de destaque frente aos procedimentos analiticos convencionais®.
Particularmente, os biossensores tém adquirido grande destaque neste cenario por
combinar a seletividade fornecida pelo uso de um componente biolégico com a
sensibilidade e a facilidade de operacéo caracteristica dos biossensores em geral®,

Os biossensores sdo sensores que utilizam um material biologico
(enzimas, anticorpos, antigenos, organismos, tecidos animal e vegetal, células,
organelas, etc.) conectado a um transdutor que converte o sinal bioldgico em um
sinal quantificavel®. A importancia destes dispositivos consiste em sua excelente
seletividade a qual permite a deteccdo de um analito mesmo em uma matriz
complexa®.

A interacdo seletiva entre as enzimas e 0s seus substratos tém sido
explorada na construcdo de biossensores enzimaticos, nos quais o analito reage pela
acdo catalitica da enzima, podendo gerar um ou varios produtos detectaveis. A
deteccéo destes produtos é possivel devido a presenca do transdutor de sinais o qual
converte a resposta biolégica em um sinal analitico quantificavel, o qual pode ser
um sinal térmico, 6tico, piezoelétrico ou eletroquimico’. Na FIGURA 1.1 é

apresentada uma ilustracdo dos componentes gerais dos biossensores enzimaticos.
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FIGURA 0.1-Componentes gerais dos biossensores enzimaticos. Adapatado de
MOHANTY e KOUGIANOS®,

Nos biossensores com transdutores térmicos a mudanca na temperatura
promovida pela absorcdo das espécies € registrada e relacionada com a entalpia
molar e a quantidade de reagentes e produtos ®. Os transdutores 6ticos utilizam as
mudancas nas propriedades da amostra produzidas por fendbmenos 0Oticos como
absorcdo ou fluorescéncia®. Os transdutores piezoeléctricos utilizam as
propriedades que possuem alguns materiais (como 0 quartzo) de mudar a
frequéncia de oscilagdo em funcdo da sua massa depois de experimentar
perturbacdes mecanicas’. Finalmente, o transdutor eletroquimico, como seu nome
indica, relaciona a concentracdo do analito com um sinal eletroquimico que pode
ser condutométrico, potenciométrico, impedimétrico ou
amperométrico/voltamétrico, sendo estes Gltimos os mais utilizados .

O desempenho e as aplicacbes dos biossensores enzimaticos sdo
fortemente dependentes do tipo de transdutor de sinal, da fonte da enzima e da
interacdo enzima/substrato e analito/transdutor, sendo este Gltimo de grande
importancia na estabilidade do dispositivo. Nesse contexto, diferentes métodos de
imobilizacdo das enzimas no transdutor foram desenvolvidos, entre 0s mais

importantes encontram-se: adsorcao sobre a superficie do material, aprisionamento
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fisico, ligacBes covalentes e aprisionamento cross-linking . Na FIGURA 1.2 sdo

ilustradas as diferentes técnicas de imobilizacéo.

% §
.

Aprisonamento fisco Adsor¢ao

Cross-linking ;

Covalente

FIGURA 0.2-Tipos de imobiliza¢do enzimatica.

Desde a primeira aplicacdo das enzimas em analises clinicas em 1962,°
as pesquisas envolvendo biossensores enzimaticos aumentaram notavelmente. Com
isso, houve um rapido desenvolvimento de topicos de pesquisa envolvendo o
isolamento e a utilizacdo de diferentes enzimas como componente biologico, o
estabelecimento de estratégias para a imobilizacdo das enzimas e a procura por
materiais a serem utilizados como sensores eletroquimicos. Neste Gltimo topico, o
interesse é encontrar um material que permita a construcdo de biossensores de alto
desempenho analitico por meio da melhoria das propriedades eletroquimicas do
transdutor. Este objetivo tem sido alcangado mediante a utilizacdo de diferentes

materiais (principalmente de carbono) e distintas modificacdes quimicas e fisicas”.
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1.2 Biossensores baseados em inibicdo enzimatica

A capacidade de alguns analitos de inibir a velocidade das reagdes
catalisadas por varias enzimas tém sido empregadas no desenvolvimento de
biossensores baseados na inibi¢cdo enzimatica. O principio de funcionamento destes
dispositivos baseia-se na quantificacdo do inibidor a partir de medidas da atividade
enzimatica na auséncia e na presenca do inibidor enzimético'. Na FIGURA 1.3
ilustra-se o principio de funcionamento dos biossensores amperometricos baseados
em inibicdo enzimatica. Na auséncia do inibidor a enzima catalisa a reacdo de um
substrato gerando um produto, e a reacdo do produto na superficie do eletrodo
produz um sinal de corrente que é proporcional a concentracdo do substrato. A
adicdo do inibidor ao sistema ocasiona uma diminui¢do da atividade catalitica da
enzima e, consequentemente, uma diminuicdo no sinal de corrente detectado (sinal

analitico), o qual é inversamente proporcional & concentracdo do inibidor™.

Atividade catalitica da enzima Adigéo do inibidor

@)
IE —'IE 0
Adicdo do substrgi O B o

[o

IE . Iinib

Branco

FIGURA 0.3- Esquema do principio de funcionamento dos biossensores baseados

na inibicdo enzimatica.
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O primeiro procedimento envolvendo um dispositivo baseado em
inibicdo enzimética foi reportado em 1962 quando GUILBAULT et al.'?
construiram um biossensor contendo a colinesterase para a deteccdo de agentes
inibidores do sistema nervoso. A partir deste trabalho, diferentes protocolos tém
sido desenvolvidos para a quantificacdo de analitos que vdo desde metais pesados™
até compostos organicos como pesticidas™ e acidos carboxilicos™, entre outros.

As pesquisas envolvendo biossensores baseados em inibicdo
enzimatica intensificaram significativamente na dltima década, se focando
principalmente na determinacdo de pesticidas utilizando como material bioldgico a
enzima acetilcolinesterase™. Todavia, alguns trabalhos mais recentes reportam a
aplicacdo de outras enzimas na construcdo de biossensores de inibicdo para a

determinacéo de diferentes compostos™®*"*.

1.3 Mecanismos de inibi¢cdo enzimatica

As propriedades do biossensor, assim como a suas aplicacdes
dependem da interacdo enzima-inibidor, a qual pode ser do tipo reversivel ou
irreversivel. A inibicdo irreversivel caracteriza-se pela formacdo de ligacdes
covalentes entre o inibidor e o sitio ativo da enzima resultando na perda
permanente da atividade enzimética'®. Inimeros biossensores reportados na
literatura foram baseados na inibicdo irreversivel da enzima acetilcolinesterase
pelos pesticidas organofosforados®® 2,

No caso da inibicdo reversivel, a enzima recupera a atividade inicial
ap6s lavagem com solugbes tampdo ou agua™. Os mecanismos de inibicdo
reversivel se classificam em: inibicdo competitiva, acompetitiva, ndo competitiva e

mista®, os quais sdo descritos em detalhes a seguir.
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1.3.1 Inibicdo competitiva

Na inibicdo competitiva o inibidor compete com o substrato pelo sitio
ativo da enzima, impedindo assim parcialmente ou integralmente a ocorréncia da
reacdo do substrato catalisada pela enzima. Altas concentracdes de substrato podem
deslocar o inibidor do centro ativo e, em consequéncia, a velocidade maxima da
reacdo catalisada pela enzima ndo é afetada por esta inibicdo, mas a constante de
velocidade é aumentada®. Na FIGURA 1.4 é esquematizado o mecanismo de

inibicdo competitiva.

CLESCENCH

m

&

FIGURA 0.4- Esquema do mecanismo de inibicdo competitiva. Sendo: E a enzima,
S o substrato, P o produto da reacdo enzimatica, | o inibidor, K a constante de
formacéo do complexo enzima-substrato, K, a constante de formagéo do produto e

Kia constante de inibicao.

1.3.2 Inibicdo acompetitiva

Os inibidores acompetitivos se ligam somente ao complexo enzima-
substrato (em um sitio diferete do sitio ativo da enzima) e ndo a enzima livre, como
esquematizado na FIGURA 1.5. A formacdo de um complexo cataliticamente

inativo causa mudancas na velocidade de reacdo e na constante de velocidade %.
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FIGURA 0.5-Esquema do mecanismo de inibi¢cdo acompetitiva. Sendo: E a enzima,
S o substrato, P o produto da reacdo enzimatica, | o inibidor, K a constante de
formacéo do complexo enzima-substrato, K, a constante de formagéo do produto e

Kia constante de inibicao.

1.3.3 Inibicdo ndo competitiva

No mecanismo de inibicdo ndo competitiva, o inibidor se liga tanto a
enzima livre quanto ao complexo enzima-substrato em um sitio diferente do
substrato. A formagdo do complexo inibidor-substrato diminui a formacdo dos
produtos e a velocidade de reacdo. Na FIGURA 1.6 é esquematizado 0 mecanismo

de inibicdo ndo competitiva.
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FIGURA 0.6-Esquema do mecanismo de inibicdo ndo competitiva. Sendo: E a
enzima, S o substrato, P 0 produto da reacdo enzimatica, | o inibidor, K a constante
de formacdo do complexo enzima-substrato, K, a constante de formagéo do produto

e Kja constante de inibigéo.

1.3.4 Inibi¢ao mista

Na inibicdo mista o inibidor se liga a enzima e ao complexo enzima-
substrato com diferentes afinidades por ambas espécies. Este tipo de inibidores
atuam aumentando a constante de velocidade, diminuindo a velocidade da reaco®.

Na FIGURA 1.7 é esquematizado o mecanismo de inibicdo mista.
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FIGURA 0.7-Esquema do mecanismo de inibicdo mista. Sendo: E a enzima, S o
substrato, P o produto da reacdo enzimatica, | o inibidor, K a constante de
formacéo do complexo enzima-substrato, K, a constante de formacgao do produto,
Ki1 a constante de inibicdo do complexo enzima substrato e Kj, a constante de

inibicdo da enzima.

1.4 Determinacdo de acido benzoico e/ou benzoato baseada em
inibicdo enzimatica

Os conservantes sdo reagentes geralmente adicionados em produtos
alimenticios, farmacéuticos e cosméticos com o objetivo de preservar e estender a
sua qualidade. Entre os conservantes mais utilizados encontram-se os acidos
benzoico e sorbico e os seus respectivos sais de sodio e de potassio®. Estes atuam
inibindo o crescimento de leveduras e mofo e apresentam atividade
antibacteriana®. A eficiéncia destes conservantes é limitada pela sua
permeabilidade na membrana celular, sendo que as moléculas ndo dissociadas
(protonadas) difundem-se com maior facilidade através da membrana e, portanto,
estes s&0 mais ativos em meio acido®.

Devido a sua maior solubilidade em meio aquoso (em comparagéo

com a forma &cida), o benzoato de sédio € comumente usado como conservante em
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alimentos em conserva e bebidas ndo alcodlicas como refrigerantes e sucos. Nos
Estados Unidos da América, o benzoato de sodio faz parte da lista de sustancias
consideradas seguras (Generally recognized as save, GRAS)*’, porém, alguns
estudos reportam a relacdo entre o contato cutdneo com benzoato de sodio e &cido
benzoico e o surgimento de alergias respiratérias e cutineas”. As concentracdes
permitidas deste conservante em produtos alimenticios encontram-se reguladas e
dependem da legislacdo de cada pais. No Brasil, o limite de concentragdo maxima
recomendada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é de 0,05
9/100 mg ou 0,05 g/100 mL.

Diferentes métodos para a quantificacdo de benzoato de sodio e acido
benzoico tém sido desenvolvidos, entre os quais destacam-se: Cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés “High Performance Liquid
Chromatography”)®, eletroforese capilar®®, espectroscopia ultra violeta® e
cromatografia gasosa >, entre outros. As principais desvantagens destes métodos
residem no elevado custo, complexidade de operacédo, grande tempo de anélise e
em alguns casos a necessidade de extracdo das amostras em fase organica®.

Recentemente, os métodos eletroquimicos para a determinacdo de
acido benzoico tém-se tornado uma alternativa promissora por serem rapidos,
econdmicos, seletivos e eficientes®®. Estes métodos baseiam-se na inibicdo da
atividade da enzima tirosinase na presenca do &cido benzoico®.

Tirosinase (Tyr) é uma metaloenzima de cobre que catalisa a
hidroxilacdo de monofendis para o-difendis e a oxidacdo de o-difenois para o-
quinonas®. O seu sitio ativo encontra-se formado por dois atomos de cobre (cada
um deles ligado a trés moléculas de histidina), os quais podem existir em trés

formas diferentes dependentes do estado de oxidacdo conhecidas como met, deoxy
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e oxy-tirosinase®. As equacdes 1 e 2 apresentam as reacdes de oxidacdo de fenol e

0-quinona catalisadas pela enzima Tyr na presenca de oxigénio.

Tyr
+ 0,4+ 3HY —_— +H,0
HO
OH

fenol
catecol

Eqg. 1

+120, — —> +H,0
=
HO N
OH

catecol o-quinona

A capacidade de diferentes analitos naturais e sintéticos de inibir a
atividade da Tyr tem sido extensivamente estudada devido ao papel fundamental
desta enzima no processo de melanogénese em mamiferos e no escurecimento de
frutas®®. Entre os principais inibidores da atividade da Tyr encontram-se os
polifenois, flavonoides, pesticidas tipo carbamatos e organofosforados,
benzaldeidos e derivados de benzoato e acido benzoico®. O mecanismo de inibicao
deste altimo grupo envolve a formacéo reversivel de quelatos com os atomos de
cobre impedindo a intera¢do da enzima com o substrato fendlico. Na FIGURA 1.8

apresenta-se 0 mecanismo de inibicdo da Tyr pelo 4cido benzoico®.
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FIGURA 0.8-Mecanismo de inibicdo da enzima Tyr pelo &cido benzoico. Adaptado
de CONRAD, et al.”’.

Diferentes biossensores para a determinacdo de &cido benzoico em
meio aquoso e organico tém sido desenvolvidos. Em 1995, REVIEJO et al.*
desenvolveram um biossensor amperométrico de Tyr para determinacdo de acido
benzoico em um sistema de analise por injecdo em fluxo e nessas condigdes foi
obtida uma curva analitica de 1,0 a 7,0 umol L™ e um limite de deteccdo de 0,5
umol L™,

MORALES et al.*® produziram um biossensor para a determinacéo de

acido benzoico em maionese e refrigerantes a base de cola utilizando como
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substrato fenol, obtendo-se um limite de deteccdo de 9,0 x 10”7 mol L™ e intervalo
linear da curva analitica de 1,0 a 40 umol L.

STREFFER et al. * apresentaram um biossensor bienzimatico de Tyr
e glicose desidrogenasse utilizando como substrato catecol. O biossensor foi
empregado para a determinacdo de &cido kojico e &cido benzoico, obtendo-se
limites de deteccfo de 100 nmol L™,

Diferentes materiais tém sido avaliados como modificadores de
eletrodos amperométricos/voltamétricos para a imobilizacdo de enzimas para
determinacgdo de 4cido benzoico. Nesse contexto, SHAN et al.** construiram um
biossensor amperométrico baseado na imobilizacdo de Tyr em nanoparticulas de
carbonato de célcio. O efeito do tipo de substrato, a concentracdo de enzima e a
espessura do filme enzimatico foi avaliado e 0s parametros experimentais
otimizados. Foram realizados estudos do mecanismo de inibicdo, encontrando-se
que o mecanismo envolvido foi do tipo reversivel competitivo por parte do acido
benzoico. O intervalo linear e o limite de deteccdo encontrados com 0 sensor
proposto foram de 5,6 x 10 " a 9,2 x 10~ e 8,0 x 10 ° mol L™, respectivamente.

SANCHEZ et al.”® construiram um biossensor de Tyr adsorvida em
um eletrodo de carbono vitreo modificado com fosfato de calcio. Estudou-se o
funcionamento do biossensor em meio aquoso e na presenca de diferentes solventes
organicos, e este foi finalmente aplicado na determinacdo de acido benzoico em
maionese e refrigerantes.

Materiais de carbono®® e nanoparticulas metalicas™ tém sido
empregados na construcdo de biossensores de Tyr para a determinacdo de acido
benzoico. No entanto, ndo ha relatos da determinacdo de benzoato de sodio ou de

potassio em amostras explorando a inibi¢do da Tyr.
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1.5 Carbon black

Um aspecto importante a ser considerado na construcdo de
biossensores eletroquimicos é a natureza do material do transdutor o qual é
encarregado de converter a resposta biolégica em um sinal analitico quantificavel.
Desta forma, o material utilizado como transdutor deve atender a certos requisitos,
como: elevada area superficial, excelente condutividade, estabilidade fisica e
quimica e a capacidade de aumentar a velocidade da transferéncia eletrbnica. Os
materiais de carbono tém sido amplamente utilizados para esta finalidade por
apresentar muitas dessas propriedades®. Exemplos de materiais de carbono bastante
explorados utilizados na construcdo de sensores e biossensores eletroquimicos
incluem o grafite”, nanotubos de carbono® e grafeno® entre outros.
Recentemente, ha um crescente interesse na utilizacdo do negro de fumo (do inglés
Carbon Black, CB) como material de eletrodo para aplicacdes eletroanaliticas em
decorréncia das suas boas propriedades eletroquimicas e baixissimo custo em
comparagdo com o0s outros materiais de carbono geralmente utilizados.

O termo negro de fumo é empregado para definir um grupo de
materiais de carbono produzidos a partir da combustdo ou decomposi¢édo térmica de
diferentes derivados do petroleo™. As propriedades fisicas do CB sdo dependentes
do processo de producdo e segundo este, pode-se classificar em trés tipos
diferentes, o negro de fumo de forno (furnace black) obtido a partir da combustéo
de Oleo na presenca de ar, 0 negro de fumo de canal (channel black) obtido pela
combustdo direita de combustiveis fosseis e finalmente o negro de fumo térmico
(thermal black) produzido pela decomposic&o térmica do metano™.

As aplicacdes do CB mudam dependendo das propriedades do material

e, portanto, do processo de producédo. Algumas das suas aplicacdes encontram-se
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na producdo de papel, téxteis, revestimentos, pigmentos, catalisadores, baterias e,

principalmente, como agente de reforco na producéo de borracha®.

1.6 Estrutura e morfologia do CB

A estrutura do CB tem influéncia direta nas suas propriedades fisico-
quimicas, e por este motivo tem sido amplamente estudada utilizando-se diferentes
técnicas como difracdo de raios X*°, espectroscopia de forca atomica’’ e
microscopia eletrénica de transmissdo®, entre outras. O CB apresenta uma
microestrutura formada por camadas hexagonais paralelas, com uma separagéo
maior do que a apresentada no grafite. Grupos de trés ou quatro camadas agrupam-
se para formar cristalitos, e estes por sua vez se combinam aleatoriamente
formando as particulas primérias®. Na FIGURA 1.9 ilustra-se a estrutura das

particulas primarias do CB.

FIGURA 0.9-Estrutura das particulas priméarias do CB.

As particulas primarias do CB possuem geometria esférica e diametros
entre 10 e 100 nm aproximadamente®. Estas particulas combinam-se formando
aglomerados de diferentes tamanhos e formas, 0s quais sd0 0s responsaveis pela
estrutura do material. Quando o CB possui agregados de grande tamanho formados

por muitas particulas, este é considerado de estrutura grande. Caso contrario,
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considera-se 0 CB de estrutura pequena®®. Na FIGURA 1.10 ilustra-se o CB de

estrutura grande e pequena.

Aglomerado

‘ Particula primaria

Estrutura pequena Estrutura grande

FIGURA 0.10-Estrutura e morfologia do CB.

O tamanho das particulas primarias assim como a sua aglomeracao
podem ser controlados no processo de manufatura e tem influéncia em

propriedades do material como area superficial e tamanho de poro.

1.7 Grupos funcionais na superficie do CB

O CB encontra-se composto predominantemente por carbono e
hidrogénio, porém, na sua composi¢cdo pode-se encontrar outros elementos como
enxofre, nitrogénio, halogénios e principalmente oxigénio. A proporcao e a forma
quimica na qual se encontram estes elementos muda de um tipo de CB para outro e
depende diretamente do tipo de hidrocarboneto empregado e do processo de
manufatura e estocagem.

Geralmente o contetdo de nitrogénio no CB € baixo em comparacao
com outros elementos, mas este também pode ser introduzido na superficie do

material atraves de tratamentos que envolvem reagentes tais como amonia e
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dimetilamina em altas temperaturas, promovendo-se a formacdo de complexos
carbono-nitrogénio. O enxofre pode-se encontrar no CB formando complexos
carbono-enxofre e como sulfetos inorganicos e organicos. Por sua vez, 0S
halogéneos sdo introduzidos através de processos que envolvem absorcdo tanto
fisica quanto quimica™.

O oxigénio é o elemento de maior influéncia sobre as propriedades
fisico-quimicas do CB, tais como: molhabilidade, dispersibilidade, atividade
catalitica, condutividade, entre outras. Estes grupos podem-se encontrar formando
ligacbes com os atomos de carbono na borda das camadas de grafite (edge plane)
ou formando sistemas heterociclicos®™. Dependendo da natureza dos grupos
funcionais, o CB pode exibir comportamento acido, basico ou neutro em dispersoes
aquosas.

Os grupos funcionais oxigenados podem ser encontrados no CB como
resultado do processo de manufatura, mas também podem ser introduzidos a partir
de diferentes tratamentos de funcionalizacdo. Os grupos acidos, sdo formados pela
funcionalizacdo com oxigénio em temperaturas altas ou pela reacdo com agentes
oxidantes, os grupos basicos se formam quando o CB é aquecido em atmosfera
inerte e apos o resfriamento deixado em contato com oxigénio e, finalmente, os
grupos neutros sdo formados pela adsorcdo de oxigénio nos sitios insaturados na
superficie do CB*. Na FIGURA 1. 11 sdo apresentados alguns dos grupos

funcionais oxigenados que podem ser identificados no CB.
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FIGURA 0.11-Possiveis grupos funcionais no CB.

A quimica superficial do CB foi extensivamente estudada
empregando-se métodos que envolvem principalmente titulagbes dos grupos
funcionais®, analises térmicas® e diferentes técnicas espectroscopicas™>*. As
aplicacdes deste material sdo diretamente afetadas pela sua quimica superficial, e
diferentes estudos demonstraram o efeito positivo da funcionalizacdo do CB sobre
as suas propriedades adsortivas para a remocao de poluentes™, o seu desempenho

55,56

como suporte na sintese de catalisadores metalicos e sobre algumas das

propriedades dos compésitos CB-polimero®, entre outros.

1.8 Aplicagdes do CB em eletroanalises
Embora em torno de 90% da producdo de CB seja destinada para a
industria da borracha (principalmente para a manufatura de pneus de automéveis)®,

diferentes aplicacOes deste material foram exploradas com o passar do tempo.
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Alguns tipos de CB tém propriedades como grande area superficial, resisténcia a
corrosdo e alta condutividade elétrica, as quais sdo muito atraentes do ponto de
vista eletroquimico, e por este motivo tém sido exploradas na fabricacdo de
baterias®® e catalisadores para células a combustivel®.

Recentemente, o CB foi empregado como um material alternativo para
aplicacdes eletroanaliticas, e suas boas propriedades eletroquimicas combinadas
com o seu baixo custo (1 kg por 1 euro)® tém feito com que o nimero de trabalhos
utilizando CB como material para eletrodos seja cada vez maior. Um dos primeiros
trabalhos envolvendo CB como material para a construcéo de sensores foi realizado
por ARDUINI et al.®® em 2010, através da avaliacgdo do comportamento
voltamétrico de diferentes analitos frente a um eletrodo de pasta de CB N220. Os
resultados desse trabalho mostraram deslocamentos nos potenciais de pico para
valores menos positivos e incrementos nas correntes de pico para alguns dos
analitos em comparacao com o eletrodo de pasta de grafite.

Posteriormente, ARDUINI et al.®® demonstraram as vantagens da
utilizacdo de dispersdes de CB como material modificador. Foram modificados
eletrodos impressos (do inglés Screen-Printed Eletrode, SPE) com filmes de CB
obtendo-se melhoras na resposta eletroquimica de diferentes analitos em
comparacdo com o SPE sem modificagdo. A partir deste trabalho, o CB tem sido

extensivamente empregado como material para a construcdo de diferentes

62,63 16,22,64,65

sensores’~”° e biossensores
Uma contribuicdo importante ao estudo das propriedades
eletroquimicas do CB foi realizada em 2014 por VICENTINI et al. ® ao
caracterizar fisica e morfologicamente trés tipos de CB (Vulcan XC-72R, BP 4750

e E2000) e comparar o comportamento de diferentes analitos frente a eletrodos
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modificados com dispersdes poliméricas dos CBs. Os resultados mostraram um
melhor desempenho do eletrodo modificado com CB vulcan XC-72R.

O wvulcan XC-72R é um tipo de furnance black extensivamente
utilizado em eletrocatalise como suporte de catalisadores metalicos para células a
combustivel, possui area superficial especifica de 254 m* g™* e baixa resistividade
elétrica®”. Entre as propriedades deste material destaca-se a facilidade de modificar
0s grupos funcionais na sua superficie sem alterar significativamente as suas
propriedades condutoras, e isto tem sido aproveitado por pesquisadores para avaliar
o0 efeito das mudancas nos grupos funcionais sobre as propriedades dos
catalisadores® .

O efeito da quimica superficial do CB sobre as suas propriedades
eletroanaliticas ainda foi pouco estudado. Em 1997, FRYSZ e CHUNG®® estudaram
as mudancas nas propriedades eletroquimicas de eletrodos de CB (acetylene black)
apos diferentes tratamentos de funcionalizacdo térmica e eletroguimica. Os
resultados desse trabalho mostraram mudancas das areas eletrocataliticas, das
capacitancias dos eletrodos e aumentos nas constantes de transferéncia heterogénea
de elétrons para a sonda eletroquimica hexacianoferrato (1) de potassio como
consequéncia da funcionalizacdo. Estes resultados foram atribuidos as alteracdes no
tamanho de poro e nos grupos funcionais na superficie do CB.

ARDUINI et al.”* estudaram o efeito da funcionalizacdo quimica (em
meio &cido e basico) e eletroguimica do CB N220 sobre o comportamento
voltamétrico de diferentes espécies, encontrando-se uma vantagem do uso do CB
funcionalizado em meio &cido para a maioria dos analitos.

Embora pesquisas anteriores sugerem a possibilidade de melhorar as
propriedades eletroquimicas do CB para aplicacbes em eletroanalises utilizando

tratamentos de funcionalizacdo, ainda sdo necessarios estudos para compreender
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como as mudancgas estruturais e a natureza dos grupos funcionais afetam a

transferéncia eletronica.

1.9 Dihexadecil hidrogenofosfato

O dihexadecil hidrogenofosfato (DHP, do inglés ‘“Dihexadecyl
Hydrogen Phosphate”) é um surfactante hidrofobico amplamente utilizado (junto
com outros materiais) na preparacdo de sensores e biossensores eletroguimicos.
Possui uma cabeca polar com carga negativa e duas cadeias hidrofobicas longas.
Trabalhos anteriores mostraram a capacidade do mesmo de formar filmes
homogéneos e estaveis a partir da modificacdo de eletrodos com dispersdes aquosas
de DHP™ e materiais de carbono como nanotubos e CB®. Na FIGURA 1.12

apresenta-se a estrutura do DHP.

FIGURA 0.12- Estrutura do DHP.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi funcionalizar o carbon black Vulcan XC-
72R utilizando diferentes tratamentos oxidantes, avaliar o efeito da funcionaliza¢do
sobre as propriedades tanto fisicas quanto eletroquimicas do material e empregar o
CB funcionalizado na construcdo de um biossensor de tirosinase para a

determinacdo de catecol e de benzoato de sddio baseada em inibi¢do enzimatica..
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucgoes

Tyr (CAS: 2197-63-9) extraida de fungo (> 1000 unidades mg™),
dihexadecil hidrogenofosfato (CAS:9002-10-2), catecol (99 %) (CAS: 120-80-9) e
hidrocloreto de dopamina (98 %) (CAS: 62-31-7) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. O carbon black Vulcan XC-72R (CAS:1333-86-4) foi cedido pela Cabot
Corporation. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solucdes
foram preparadas em &gua ultrapura obtida num sistema Milli-Q (Millipore®,

Bedfore, MA) com resistividade superior a 18,2 MQ cm.

3.2 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula de vidro
de 10 mL com tampa de Teflon® contendo orificios para os eletrodos. Foi utilizado
um sistema de trés eletrodos, sendo que os de trabalho foram os eletrodos de
carbono vitreo modificados, como referéncia foi utilizado o eletrodo de Ag/AgCI
(KCI 3,0 mol L™) e como eletrodo auxiliar uma placa de platina. As medidas foram
realizadas utilizando-se um potenciostato HAUTOLAB Il (Ecochemie)

interfaciado a um computador e gerenciado pelo software GPES 4.9,

3.3 Funcionalizacado do CB

O CB foi funcionalizado usando diferentes tratamentos. Para isto, 50
mg de CB e 100 mL de solucdo de agente oxidante foram misturados em béqueres.
As misturas foram agitadas utilizando-se um agitador magnético durante 30 min a

temperatura controlada de 25 £ 1 °C, e ap0s este intervalo de tempo os materiais
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foram lavados com agua ultrapura até a solucdo atingir pH 7 e, posteriormente,
foram secadas em estufa a 120 °C durante 12 horas. Os diferentes agentes
oxidantes empregados foram: HNO3/H,SO,; (3:1 v:v), HNOs/H,SO, (1:1 v:v),
HNOj; concentrado, HNO; 2 mol L™! e H,0, (30 % m/v).

3.4 Caracterizacdo morfoldgica do CB

A caracterizacdo morfologica do CB foi realizada empregando-se
microscopia eletronica de varredura (MEV) de alta resolucédo, utilizando-se um
equipamento modelo Supra 35-VP (Carl Zeiss, Alemanha) com feixe de elétrons de
25 keV. Para a preparacdo das amostras, 8,0 UL de dispersbes de 1,0 mg de CB
preparadas em 1,0 mL de agua foram depositados sobre placas de carbono vitreo e

deixado secar durante 2 h antes dos experimentos.

3.5 Caracterizacao espectroscopica do CB

A caracterizagdo espectroscopica do CB foi realizada empregando-se a
espectroscopia Raman, utilizando-se um espectrofotometro Raman Horiba/Join
Yvon Labram com lazer de 540 nm. Para a preparacdo das amostras, 8,0 uL de
dispersdes de 1 mg de CB preparadas em 1 mL de agua foram depositadas sobre
placas de silicio, e as amostras foram deixadas secar durante 2 h antes dos

experimentos.

3.6 Medidas de angulo de contato

As medidas de angulo de contato com &gua deionizada foram
realizadas utilizando-se um goniémetro HTM Reetz GMBH modelo DSAHT-12
(Kross) com o software DSA 3 Image. Para a preparacdo das amostras, 8,0 pL de
dispersbes de 1,0 mg de CB preparadas em 1,0 mL de agua foram depositadas
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sobre placas de carbono vitreo, e as amostras foram deixadas secar durante 2 h
antes dos experimentos. Para as medidas de molhabilidade, foram depositados 3,0
UL de &gua sobre as superficies das placas de carbono vitreo contendo os filmes de
CB.

3.7 Modificacdo dos eletrodos de carbono vitreo

Para a modificacdo do eletrodo de carbono vitreo (do inglés, glassy
carbon electrode, GCE) foi preparada uma dispersdo de 1,0 mg de CB
funcionalizado e 1,0 mg de DHP em 1,0 mL de agua ultrapura, e a mistura foi
dispersada em ultrassom durante 30 minutos.

Antes da modificacdo, 0 GCE de 3 mm de diametro foi polido com
alumina e lavado com agua ultrapura e alcool isopropilico em um ultrassom
durante 2 minutos. Posteriormente, 8,0 pL da dispersdo foram depositados sobre a
superficie do eletrodo e o solvente foi deixado evaporar durante 2 h. Na TABELA
3.1 é apresentada a nomenclatura empregada para os eletrodos modificados com

cada tipo de CB funcionalizado.
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TABELA 3.1- Tratamentos das amostras de CB e nomenclatura empregada

Tratamento Amostras Eletrodos

— CB CB-DHP/GCE

HNO; 2 mol L™ CB-HNOz2 mol L™ CB-HNO; 2 mol L™*-
DHP/GCE

HNO; concentrado CB-HNO; CB-HNO3;-DHP/GCE

H,0, 30% (m/v) CB-H,0, CB-H,0,-DHP/GCE

HNO,/H,SO, 1:1 CB-HNOs/H,S0O, 1:1 CB-HNO3/H,SO, 1:1-

(v:v) DHP/GCE

HNO3/H,SO, 3:1 CB-HNOs/H,SO, 3:1 CB-HNOs/H,SO,  3:1-

(v:v) DHP/GCE

3.8 Imobilizacéo da enzima Tyr

Para a imobilizacdo da enzima Tyr no GCE modificado utilizou-se o
método da ligacdo covalente cruzada (cross linking) com glutaraldeido como
reagente reticulante. Foram misturados sobre a superficie do eletrodo modificado
com CB e DHP, 3,0 L de solucdo estoque de Tyr de concentracdo 60 U pLem
tampéo fosfato pH 7,0; 2,0 uL de solucdo de glutaraldeido 0,25% (v:v) em &gua e
2,0 pL de solucdo de albumina de soro bovino (BSA) 0,1% (m:v) em tampéo
fosfato pH 7,0. O eletrodo foi deixado secar durante 12 h em um dessecador. Na
FIGURA 3.1 apresenta-se o0 esquema da imobilizacdo da enzima Tyr na superficie
do GCE modificado com CB.
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FIGURA 3.1- Esquema da fabricacdo do biossensor de Tyr e CB funcionalizado.

3.9 Preparacéo das amostras

Foi realizada a determinacéo de catecol em amostras de agua natural e
de torneira. A amostra de agua natural foi coletada da represa da universidade
Federal de Sdo Carlos (UFSCar) e posteriormente filtrada. A amostra de agua de
torneira foi utilizada sem qualquer pre-tratamento. Aliquotas de 920 uL de agua
natural e 920 pL de &gua de torneira foram fortificadas com catecol, e 100 pL de
cada aliquota foram adicionados na célula contendo 10 mL de solucdo de tampéo
fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5) para obter uma concentraco de catecol de 8,0 x107°
mol L. A determinacdo de benzoato de sddio foi realizada em uma amostra de
cebolas em conserva obtida comercialmente. Uma aliquota de 950 pL de agua de
conserva foi fortificada com benzoato de sédio e 100 pL foram adicionados na
célula contendo 10 mL de solucdo de tampdo fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5) e uma
concentragdo de catecol de 5,0 x10°° mol L™ para obter uma concentracdo de

benzoato de sédio de 5,0 x10 ® mol L™
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao do CB funcionalizado

4.1.1 Caracterizacdo morfoldgica

As propriedades eletroquimicas dos materiais de carbono sao
fortemente dependentes da sua estrutura. A estrutura do CB é formada por
particulas primarias as quais sdo combinadas formando agregados de varios
tamanhos e formas’’. Com o objetivo de estudar as possiveis mudancas
morfologicas provocadas pelos diferentes tratamentos, avaliou-se por MEV a
morfologia do material antes e depois de cada tratamento realizado. Na FIGURA
4.1 sdo apresentadas as imagens de MEV obtidas para as amostras de CB
submetidas aos diferentes agentes de funcionalizacéo, (a) CB, (b) CB-HNO;2 mol
L™, (c) CB-HNOj3, (d) CB-H,0, (e) CB-HNOs/H,SO, 1:1, e (f) CB-HNOs/H,SO,
3:1. Como pode ser observado, o CB apresentou a morfologia tipica de uma
estrutura grande, sem mudancas aparentes na estrutura do material como
consequéncia da funcionalizacdo com acidos. Resultados similares foram obtidos
por LAZARO et al.*®®, encontrando que os tratamentos de oxidacdo em meio acido
do carbon black a temperatura ambiente e por curtos periodos de tempo nédo

causaram modificacdes visiveis na sua morfologia.
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FIGURA 4. 1- Imagens de MEV obtidas para as amostras: (a) CB, (b) CB-HNO; 2
mol L™, (¢) CB-HNO; (d) CB-H,0, (e) CB-HNOs/H,SO, 1:1 e (f) CB-
HNO3/H,SO, 3:1. Magnitude: 100 000.

No caso do CB funcionalizado com H,0, 30% (m/v) foram observadas
mudancas significativas na morfologia como consequéncia da funcionalizagcdo. Na
FIGURA 4.2 séo apresentadas as imagens de MEV do CB néo funcionalizado e do
CB-H,0, para uma amplia¢do menor (3 um). No caso da amostra funcionalizada, é
possivel observar a apari¢do de buracos como resultado das mudancas na estrutura
dos aglomerados do CB e, esse comportamento pode ser atribuido a formacéo de
grupos funcionais carregados na superficie das nanoparticulas de CB, os quais

aumentam o grau de dispersdo entre os aglomerados™.
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S 0 L

FIGURA 4. 2-Imagens de MEV obtidas para as amostras: (a) CB e (b) CB-H,0,.

Magnitude: 40 000.

Os resultados da caracterizagdo morfologica permitiram concluir que
com excecdo da funcionalizagdo com peroxido de hidrogénio, ndo foram
observadas mudancas significativas na morfologia do CB como consequéncia da

funcionalizacéo.

4.1.2 Caracterizacao por espectroscopia Raman
O efeito da funcionalizagdo sobre o grau de desordem estrutural tem
sido estudado para diferentes materiais de carbono utilizando-se a espectroscopia

Raman’>"3,

Na FIGURA 4.3 apresenta-se o0 espectro Raman do CB ndo
funcionalizado, e se observa a presenca da banda G ao redor de 1625 cm™,
relacionada com as vibracBes das ligagdes duplas carbono - carbono (sp?), e a
banda D ao redor de 1366 cm™, relacionada com a presenca de desordem e

defeitos’.
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FIGURA 4.3-Espectro Raman do CB néo funcionalizado.

A relacdo entre as areas das bandas D e G (Ap/Ag) € comumente
utilizada como uma estimativa do grau de desordem em materiais de carbono e, é
esperado um incremento do valor desta relacdo como consequéncia do aumento do
nimero de defeitos no material e a diminuicdo no tamanho dos cristalitos. Na
FIGURA 4.4 sdo apresentados os espectros Raman de todas as amostras na faixa de
1200 a 1700 cm™, os valores de Ap/Ac foram calculados como: 1,84; 2,00; 2,18;
2,19; 2,40 e 2,18 para as amostras CB, CB-HNO3z 2 mol L' CB-HNO;, CB—H,0,
CB-HNO3/ H,SO, 1:1 e CB-HNO,/H,SO, 3:1, respectivamente.
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FIGURA 4.4- Espectros Raman na faixa de 1100-1700 cm * das amostras: (a) CB,
(b) CB-HNO; 2 mol L™, (c) CB-HNO;, (d) CB-H,0,, (¢) CB-HNO4/H,S0, 1:1 e
(f) CB—HNO3/HQSO4 3:1.

Como era de se esperar, o0 valor da relacdo Ap/Ag foi maior para todas
as amostras de CB funcionalizado em comparacdo com o CB sem funcionalizacéo,

e este resultado pode ser atribuido ao incremento do nimero de defeitos no material
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devido a introducdo de grupos funcionais oxigenados na borda das camadas de
grafeno. Resultados similares tém sido observados para materiais de carbono como

nanofibras, nanotubos e grafite”.

4.1.3 Estudo de molhabilidade

O efeito da funcionalizagdo do CB sobre a sua hidrofilicidade foi
estudado a partir de medidas de angulo de contato com agua. Na FIGURA 4.5 sdo
apresentadas as imagens obtidas para as diferentes amostras e 0s respetivos valores
dos angulos (a média entre os angulos dos dois extremos). A FIGURA 4.5 (a)
corresponde a amostra de CB ndo funcionalizada, e o valor obtido (40,1°) € menor
em comparag¢do com os valores encontrados na literatura para outros materiais de
carbono sem pré-tratamento’. Esse comportamento pode ser devido a introdugéo
de grupos oxigenados durante o processo de fabricacdo do CB Vulcan na presenca

de oxigénio (furnace black).

(@) I (b) ©) I
(@ l (e) I ®

FIGURA 4.5-Angulo de contato das amostras: (a) CB, (b) CB-HNO3; 2 mol L™,

(C) CB-HNOs, (d) CB-H,0,, (€) CB-HNO4/H,S0, 1:1 e (f) CB-HNO3/H,S0,3:1 .

Foi observado a diminui¢do nos angulos de contato das amostras de

CB funcionalizado em comparagédo com o CB néo funcionalizado, o que pode ser
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atribuido ao aumento na hidrofilicidade pela introducdo de grupos funcionais
polares durante os tratamentos de funcionalizacdo. O carater hidrofilico das
amostras de CB obedeceu a seguinte ordem: CB-HNO3/H,SO,4 1:1 > CB-HNO; >
CB-HNO4/H,S0,3:1 > CB-H,0,> CB-HNO; 2 mol L™*>CB.

4.1.4 Estudo de dispersao

A dispersabilidade do material € uma das propriedades mais
importantes a ser levada em consideracdo na preparacao de filmes para modificacéo
de eletrodos. Os grupos funcionais presentes no CB exercem uma grande influéncia
sobre a dispersabilidade deste material e, assim, alguns trabalhos ja foram
reportados na literatura onde foi avaliado o efeito dos grupos funcionais sobre a
dispersibilidade do CB em diferentes meios, principalmente poliméricos™®"”.

O efeito da funcionalizacdo sobre a dispersabilidade do CB foi
estudado em trés solventes diferentes: agua, dimetilformamida (DMF) e hexano.
S@o apresentadas na FIGURA 4.6 as imagens das dispersdes de CB e CB-
HNOs/H,SO, 3:1 v/iv em hexano. Como esperado, observou-se uma diminuicéo
significativa no grau de dispersabilidade como consequéncia da funcionalizacao,
uma vez que a introducdo de grupos funcionais polares sobre a superficie do
material diminui a interacdo desta com um solvente de menor polaridade como o

hexano.
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FIGURA 4.6- Dispersdes das amostras (a) CB e (b) CB-HNO3/H,SO4 3:1 em

hexano.

Na FIGURA 4.7 sdo apresentadas as imagens das dispersdes das
diferentes amostras de CB em agua e DMF. Ndo foram observados efeitos
negativos da funcionalizacdo sobre a dispersabilidade nos dois solventes que tém
sido mais utilizados na preparacdo de dispersdes de CB para modificacdo de

eletrodos®®°?.

FIGURA 4.7-Dispersdes em (A) agua e (B) DMF das amostras: (a) CB, (b) CB-
HN03 2 mol L_l , (C) CB—HNOg, (d) CB—Hzoz, (E) CB—HNOg/HzSO4 1:1e (f) CB-
HNOs/HZSO4 3:1.
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4.2 Caracterizacao eletroguimica

A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos foi realizada por
voltametria ciclica com a sonda eletroquimica Fe(CN)s*"*". Na FIGURA 4.8 s&o
apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos para 0 GCE, o GCE modificado
com dispersdo de DHP (DHP/GCE) e os eletrodos modificados com as diferentes
dispersées de CB, em solucdo de KzFe(CN)g 1,0 x 10> mol L™ em KCI1 0,1 mol L™
para uma velocidade de varredura de 100 mV s*. Todos os voltamogramas
apresentam um par de picos bem definidos, e sdo observadas diferencgas tanto nas
intensidades de corrente quanto nas separacfes dos potenciais de pico anodico e
catdédico. A maior intensidade de corrente foi obtida para o eletrodo preparado
empregando CB modificado com a mistura de acidos nitrico e sulfurico 1:1 ( v/v)
(CB-HNOs/H,SO, 1:1-DHP/GCE), seguido por CB-H,O0,-DHP/GCE, CB-
HNO3/H,SO, 3:1-DHP/GCE, CB-HNO3;-DHP/GCE, CB-DHP/GCE e, finalmente,
CB-HNO; 2 mol L. Observou-se um incremento nas correntes de pico como
consequéncia da funcionalizagdo do CB, com excecao do eletrodo CB-HNO3; 2 mol

L™, que acarretou uma diminuicao das correntes de pico.
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FIGURA 4.8-Voltamogramas ciclicos dos diferentes eletrodos modificados com
CB, obtidos para a solugdo de KsFe(CN)s 1,0 x 10 mol L™ em KCI 0,1 mol L™, v
=100 mVs™.

Os potenciais de pico anddico e catdodico e os valores de AE,
(separacdo entre os potenciais de pico anoddico e catddico) obtidos a partir dos
voltamogramas ciclicos da FIGURA 4.8 séo apresentados na TABELA 4.1. Para o
eletrodo DHP/GCE foi observado um aumento no valor de AE, em comparagao
com o GCE, o que sugere que o DHP bloqueia a superficie do eletrodo diminuindo
a velocidade de transferéncia de elétrons.

Para todos os eletrodos modificados com CB foi observada a
diminui¢do no valor de AE, em comparacdo com o GCE, sugerindo o incremento
na velocidade de transferéncia de elétrons " com a introducdo do CB. Além disso,
obtiveram-se valores menores de AE, para todos os eletrodos de CB

funcionalizados em comparacdo com o eletrodo preparado com CB sem tratamento,
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mostrando-se a melhora na transferéncia de elétrons entre o hexacianoferrato (111)

de potassio e os eletrodos como consequéncia da funcionalizacdo do CB.

TABELA 4.1- Comparagdo dos resultados da voltametria ciclica obtidos para
diferentes eletrodos para uma solucdo de KsFe(CN)g 1,0 mmol L™ em KCI 0,1 mol
Ltv=100mV s

E E AE |
Eletrodo b e P b
(mv) (mv) (mV) (LA)
GCE 3188 103,1 2157 8,519
DHP/GCE 4192 32,86  386,3 8,526
CB-DHP/GCE 2788 1476 1311 10,26
CB-HNO; 2 mol L
2589 1849 1010 7,205
DHP/GCE
CB-HNO,;-DHP/GCE 267,2 180,7 96,50 13,32
CB-H,0,-DHP/GCE 2550 1960 59,00 17,04
CB-HNO; /H,SO, 1:1-
2653 1800 85,30 23,81
DHP/GCE
CB-HNO4/H,SO, 31—
2550 184,0 71,00 15,95
DHP/GCE

Estudos de voltametria ciclica em diferentes velocidades de varredura
foram desenvolvidos para avaliar o comportamento das correntes de pico em
funcdo da velocidade de varredura. Na FIGURA 4.9 apresentam-se o0s
voltamogramas registrados para os eletrodos (a) CB-DHP/GCE e (b) CB-HNO;
/H,SO,4 1:1-DHP/GCE em solugdo K3;Fe(CN)g 1,0 x 1023 mol L' em KCI 0,1 mol

L. Os gréaficos inseridos correspondem ao comportamento das correntes de pico
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1/2

em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (v7™°) e o

log -lpc vs. log v.
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FIGURA 4.9. Estudo da velocidade de varredura de potenciais empregando-se 0s
eletrodos (A) CB-DHP/GCE e (B) CB-HNO3;-H,SO, 1:1-DHP/GCE, obtidos em
solucdo de KsFe(CN)g 1,0 x 10 mol L™ em KCI 0,1 mol L™, v=10-500 mV s ™.

Gréficos inseridos (a) log I vs. log v e (b) 1, vs. vV* .
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Para todos os eletrodos foram observadas relagoes lineares entre I, e

112 . - . . ~ e
v e todos os coeficientes angulares das retas de linearizacédo dos graficos log Iy
vs. log v estiveram proximos ao valor tedrico de 0,5 para os processos controlados
por difusdo. Conhecendo-se o controle difusional, foram estimadas as areas
eletroativas dos eletrodos, empregando-se a equacdo de Randles-Sevcik para

sistemas controlados por difusao (Equacao 3).
lp = + (2,69 x 10°) n*? A D¥2 C v*"2 Eq.3

Sendo I, a corrente de pico anodico ou catodico, n o nimero de
elétrons envolvidos no processo, A (cm?) area eletroativa do eletrodo, D (cm®s %) o
coeficiente de difusdo da espécie, C (mol cm™) a concentracdo do analito e v (V
s 1) a velocidade de varredura. Considerandon=1,D=7,6 x 10°cm®’s e C=1,0
x 10 mol L. Na TABELA 4.2 apresentam-se os valores dos coeficientes
angulares dos graficos de I vs. v2e os valores estimados das &reas eletroativas.

Na maioria dos casos foram obtidos aumentos na area eletroativa como
consequéncia da funcionalizacdo do CB. O eletrodo CB-HNO,/H,SO, 1:1-
DHP/GCE apresentou a maior area eletroativa (0,0926 cm?), cerca de trés vezes
maior do que a obtida para 0 CB-DHP/GCE. Os resultados sugerem uma vantagem
do uso do eletrodo CB modificado com &cido nitrico e sulfarico na razéo 1:1 v/iv

sobre os outros eletrodos em termos de sinal analitico.
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TABELA 4.2- Resultados do estudo de velocidade de varredura de potenciais dos
diferentes eletrodos em solucdo de KsFe(CN)s 1 mmol L™ em KCI 0,1 mol L™ e
valores de area eletroativa (média das areas eletroativas obtidas pelas curva de

corrente de pico anddica e catddica)

Coeficiente Area
Eletrodo angular eletroativa

(A/(VsH'™) (cm?)
GCE 2,37x107° 0,0289
CB-DHP/GCE 2,68x107 0,0322
CB-HNO;2 mol L™ ~DHP/GCE 2,04x107 0,0288
CB-HNO;-DHP/GCE 3,42x107 0,0478
CB-H,0,~DHP/GCE 6,28x107° 0,0837
CB-HNO,/H,S0, 1:1-DHP/GCE 6,51x107° 0,0926
CB-HNO,/H,S0, 3:1-DHP/GCE 4,78x10°° 0,0667

A partir dos resultados da caracterizacdo eletroquimica pode ser
observado que ha um grande efeito da funcionalizacdo do CB sobre as propriedades

eletroquimicas frente & sonda Fe(CN)g" ">

, @ qual é consideravelmente sensivel aos
defeitos e grupos funcionais na superficie dos eletrodos’®. Resultados similares
foram observados por FRYSZ e CHUNG * em 1997 e por ARDUINI et al.®* em
2010 para os CB acetylene black e N220, respectivamente, e foram atribuidos a

introducdo de grupos oxigenados na superficie do CB.

4.3 Aplicacg0es eletroanaliticas dos eletrodos de CB funcionalizados
A resposta dos diferentes eletrodos frente a quatro analitos de interesse

(paracetamol, dopamina, hidroquinona e catecol) foi avaliada por voltametria

ciclica em solucio de tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0). Na FIGURA 4.10 est#o
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apresentados o0s voltamogramas ciclicos obtidos para (a) paracetamol, (b)

dopamina, (c) hidroquinona e (d) catecol.
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FIGURA 4.10- Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se os eletrodos: (=)
GCE, (—) CB-DHP/GCE, (— ) CB-HNO;3; 2 mol L™, () CB-HNOs, (— ) CB-
H,0,~DHP/GCE, (—) CB-HNOs/H,SO, 1:1-DHP/GCE e (—) CB—HNOs/H,SO,
3:1-DHP/GCE em solugdo 1,0 x 10 *mol L™ de (a) paracetamol, (b) dopamina, (c)

hidroquinona e (d) catecol em tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0, v =100 mV s
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Foram observadas melhoras na resposta voltamétrica dos analitos (em
termos de separacdo dos potenciais de pico e sinal de corrente) como consequéncia
da funcionalizagdo do CB na maioria dos casos. Se observou um efeito da natureza
do analito no comportamento nos diferentes eletrodos. As respostas obtidas para
catecol e hidroguinona foram semelhantes entre si e diferentes do comportamento
observado para paracetamol e dopamina. Isto pode ser atribuido a existéncia de
interacOes entre as moléculas avaliadas e os grupos funcionais, 0s quais podem
mudar dependendo do tratamento de funcionalizagdo. Como era esperado, 0 maior
sinal analitico em todos os casos foi obtido empregando-se 0 CB-HNO,/H,SO, 1:1
vIv—DHP/GCE e assim esse eletrodo foi selecionado para estudos posteriores. Os
resultados obtidos podem ser atribuidos a maior hidrofilicidade e maior area
eletroativa observadas para este eletrodo.

A resposta dos eletrodos GCE, CB-DHP e CB-HNO3/H,SO, 1:1-
DHP/GCE frente a adicdo de diferentes concentracfes de dopamina em tampao
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) foi avaliada empregando-se voltametria ciclica. Na
FIGURA 4.11 apresentam-se a resposta voltamétrica dos trés eletrodos em solucéo
de dopamina 1,0 x 10* mol L™ e as curvas analiticas correspondentes. As
sensibilidades das curvas analiticas (método voltamétrico) foram 0,334; 3,65; e
6,54 A cm 2 mol™ L para os eletrodos GCE, CB-DHP e CB-HNO,/H,SO, 1:1-
DHP/GCE, respectivamente. Esses resultados mostram um aumento significativo
na sensibilidade como consequéncia da funcionalizacdo do CB (1,8 vezes maior),
sugerindo uma vantagem sobre o uso do material sem modificacdo para aplicac6es
eletroanalitica. Sendo assim, o CB-HNO/H,SO, 1:1-DHP/GCE foi selecionado

como eletrodo para o desenvolvimento do biossensor.
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FIGURA 4.11- (a) Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se GCE, CB-
DHP/GCE e CB-HNO4/H,SO, 1:1-DHP/GCE em soluc&o de dopamina 1,0 x 10
mol L™ em tamp&o fosfato 0,1 mol L™; pH 7,0; v = 100 mV s . (b) Curvas de

calibracdo apds diferentes concentracfes de dopamina.
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4.4 Estudos da resposta eletroquimica do catecol

A enzima Tyr foi imobilizada sobre a superficie do eletrodo CB-
HNO3/H,SO, 1:1-DHP/GCE utilizando-se o método das ligacdes covalentes
cruzadas com glutaraldeido e BSA. O glutaraldeido foi empregado para promover
ligacGes covalentes entre os grupos amino da Tyr e a BSA. Na FIGURA 4.12 séo
apresentados os voltamogramas ciclicos do biossensor Tyr—-CB—HNO5/H,SO,4 1:1-
DHP/GCE e do biossensor construido com CB ndo funcionalizado (Tyr-CB-
DHP/GCE) obtidos em solucéo de catecol 1,0 x 10 mol L™ em solucéo de tamp&o
fosfato 0,075 mol L™, pH 7,5.

A enzima imobilizada na superficie do eletrodo catalisa a oxidacdo de
catecol para o-quinona. A o-quinona produzida na reacdo enzimatica € reduzida
eletroquimicamente a catecol na superficie do eletrodo ° aumentando o sinal de
corrente de reducdo para ambos 0s casos. Pode-se observar que o melhor
desempenho em termos de intensidade do sinal de corrente de reducdo foi obtido
para o biossensor construido com CB funcionalizado. A corrente de pico catddica
aumentou de —10,5 pA no Tyr-CB-DHP/GCE para —15,6 uA no caso do Tyr—CB-
HNO/H,SO, 1:1-DHP/GCE. Este comportamento pode ser atribuido a maior area

superficial e maior hidrofilicidade do CB funcionalizado.
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FIGURA 4.12-Voltamogramas ciclicos dos eletrodos contendo tirosinase
(biossensores) em solucdo de catecol 1,0 x 10 *mol L™, tampé&o fosfato pH 7,5;
v=100mVs ™,

4.4.1 Estudo do efeito da velocidade de varredura de potencial

O efeito da velocidade de varredura de potencial na resposta
eletroguimica do catecol para o biossensor Tyr—CB-HNOs/H,SO, 1:1-DHP/GCE
foi avaliado em tampéo fosfato 0,075 mol L™'. Na FIGURA 4.13, s&o apresentados
0s voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (10 até
200 mV s, a partir dos quais é possivel se verificar o aumento das correntes de
pico anodico e catodico e da separacdo dos potenciais de pico com 0 aumento da
velocidade de varredura. As correntes de pico apresentaram uma dependéncia

1/2

linear com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (v™°) indicando
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que o processo redox foi controlado pela difusdo do catecol até a superficie do
eletrodo. Trabalhos anteriores reportaram uma resposta similar do catecol frente a

biossensores de Tyr®.

0-
=.
~~
—7 -
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1 4_
200 4 8 12 16
_ 1 4 ] v'% vs. Ag/AgCl (mvs ™)™

400 -200 O 200 400 600
E vs. Ag/AgCIl / mV

FIGURA 4.13-Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de
varredura de potencial (10-200 mV s ') para o eletrodo Tyr—-CB—HNO; /H,SO,
1:1-DHP/GCE em solugdo de catecol 1,0 x 10™* mol L™ em tampéo fosfato 0,075

mol L™, pH 7,5. Gréfico inserido —l,. vs. v'*2.

4.4.2 Efeito do pH e da concentracgéo do eletrolito suporte
A atividade catalitica das enzimas é fortemente dependente do pH do
meio e, portanto, a influéncia do pH na reducéo de catecol utilizando-se biossensor

proposto foi avaliada para valores de pH entre 5,5 e 8,0. Para este estudo foi
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empregada a voltametria ciclica e solucéo de catecol 1,0 x 10 mol L™ em tampé&o
fosfato 0,1 mol L. Os voltamogramas ciclicos registrados sdo apresentados na
FIGURA 4.14. A faixa de pH estudada foi escolhida considerando-se trabalhos
prévios na literatura sobre a atividade da enzima tirosinase®. No gréfico inserido da
FIGURA 4.14 apresenta-se o comportamento da corrente de pico catdédico em
funcéo do pH, e observou-se que a corrente atingiu seu valor médximo em pH = 7,5

e, portanto, este pH foi selecionado para os estudos posteriores.

55 60 65,70 75 80
PH

400 O 400 800
E vs. Ag/AgCIl/ mV

FIGURA 4.14-Voltamogramas ciclicos obtidos para o Tyr—CB-HNO3/H,SO, 1:1-
DHP/GCE em solugdo de catecol 1,0 x 10 mol L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™

com pH variando no intervalo 5,5 — 8,0. Grafico inserido —I, vs. pH.

A influéncia da concentracdo do tampéo fosfato na reducdo de catecol
foi avaliada no intervalo entre 0,010 e 0,15 mol L. Na FIGURA 4.15 observa-se 0
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aumento da corrente com 0 aumento da concentracdo de tampé&o fosfato até 0,075
mol L™, e ap6s essa concentracdo foi observado uma diminuicdo do sinal analitico.
Este resultado tem sido observado para biossensores de tirosinase e € atribuido a
inibicdo da enzima na presenca de concentracBes altas de fosfato™. Portanto, a
solucdo de tampdo fosfato pH 7,5; 0,075 mol L™ foi selecionada como eletrélito

suporte para estudos posteriores.
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< —0,15mol L™
=
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FIGURA 4.15-Voltamogramas ciclicos obtidos para 0 Tyr—-CB-HNO3/H,SO, 1:1-
DHP/GCE em solucio de catecol 1,0 x 10 mol L™ em tamp#&o fosfato pH 7,5 com
concentragdo variando no intervalo 0,01 — 0,15 mol L™ . Grafico inserido —I,. Vvs.

concentragéo de tampéo fosfato.
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4.4.3 Otimizacao do potencial de trabalho

O efeito do potencial de trabalho empregado nas medidas
amperométricas sobre a intensidade do sinal de corrente foi estudado na faixa de
—0,30 V a +0,10 V em solucdo de catecol 1,0 x 10~ mol L™ em tamp&o fosfato
0,075 mol L™ (pH 7,5) e velocidade de agitacdo de 450 rpm. Na FIGURA 4.16 é
apresentado o comportamento da corrente catédica em funcdo do potencial de
trabalho aplicado. Observou-se 0 aumento da corrente a partir de potenciais mais
negativos até¢ —0,20 V, e a partir deste valor de potencial houve uma diminui¢ao na
corrente. Considerando estes resultados, para a construcdo da curva analitica o

potencial de trabalho selecionado foi igual a —0,20 V.

o
0,0 . . . . .
-03 -02 -01 00 01

E vs. Ag/AgCIl/V

FIGURA 4.16-Influéncia do potencial de trabalho sobre a reducdo de catecol.
Estudos realizados em solucdo de catecol 1,0 x 10~ mol L™ em tampéo fosfato
0,075 mol L™ (pH 7,5). Velocidade de agitacdo de 450 rpm.
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4.5 Determinagédo amperométrica de catecol

Uma vez encontradas as melhores condi¢bes experimentais, foi construida uma
curva analitica para a determinacdo de catecol empregando-se amperometria. Na
FIGURA 4.17 ¢é apresentado o amperograma obtido para a adicdo de diferentes
concentracdes de catecol, e os graficos inseridos correspondem a magnitude de
corrente em funcdo da concentracdo de catecol e a respectiva curva analitica. A
equacao que representa a curva analitica é: Al, (WA) = —0,21 + 5,39 x 10° [catecol]
(mol L™). O limite de deteccdo (calculado como sendo trés vezes o desvio padrdo

do branco (n = 10) dividido pela sensibilidade, ou seja, o coeficiente angular da

curva analitica) foi calculado como 8,7 x 10 ®mol L™.

catecol em tampdo fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5), potencial aplicado —0,2V e

velocidade de agitacdo 450 rpm. Graficos inseridos: (a) resposta da corrente em

0 10 20 30 4

[Catecol]/1x10” /mol L

| (b) i

0 5 10 71'5 2'01
[Catecol]/1x10™" / molL™

400

800
t/s

FIGURA 4.17-Amperograma obtido para adicdo de diferentes concentracdes de

1200 1600

funcdo da concentracdo de catecol e (b) curva analitica.
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Na TABELA 4.3 é apresentada uma comparagdo entre os parametros
analiticos obtidos para o biossensor de Tyr e CB funcionalizado e os encontrados
na literatura para diversos biossensores contendo a Tyr na determinacédo de catecol.
Se observa que o biossensor Tyr—CB-HNO3/H,SO, 1:1- DHP/GCE apresentou um
menor limite de deteccdo e maior sensibilidade analitica em relacdo aos obtidos

pela maioria dos biossensores reportados *%628384

, Nos quais sdo utilizados
materiais mais custosos (como nanotubos de carbono) e arquiteturas mais

complexas.
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TABELA 4.3- Comparacdo dos parametros analiticos para diferentes biossensores de tirosinase

Biossensor Intervalo linear Limite de Sensibilidade Referéncia
) deteccao )
(umol L) (mA mol - L)
(umol L™)

Nafion—Tyr-ZnO/GCE 10-1000 4.0 2,14 82
Tyr—-MWCNT-PPyY/GCE 3,050 0,67 8,0 83
Tyr—-IL-MWCNT-DHP/GCE 4,9-1100 0,58 32,8 81
Tyr/IMWCNTs/AuNPs/AEP/Au 1,0-500 0,80 150 84
Tyr—Nafion-MWCNT/GCE 1-23 0,22 346 79
Tyr—-CB-HNO3/H,SO, 1:1- 1-20 0,087 539 Este trabalho
DHP/GCE

Tyr-PAMAN-GO-CMC/GCE 0,002-0,4 0,00090 630 85
Tyr—-MWCNT-ZnO-Nafion/GCE 0,03-32 0,030 1890 86

MWCNT: nanotubos de carbono de paredes multiplas; PPy: polipirrol; IL: liquido idnico; AuNPs: nanoparticulas de ouro; AEP: Acetona extraida de propolis; Au: eletrodo de ouro;

PAMAN: poliamidoamina, GO: o6xido de grafeno, CMC: carboximetilcelulose. Estudo do comportamento cinético do catecol sobre o biossensor de Tyr.
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O comportamento cinético do catecol na superficie do biossensor Tyr—
CB-HNO; /H,SO,4 1:1-DHP/GCE foi estudado a partir dos valores da constante
aparente de Michaelis-Menten (Ky*), a qual corresponde a constante de
velocidade da dissociacdo do complexo enzima-substrato e € uma estimativa da
afinidade da enzima pelo substrato. O valor de K™’ foi estimado utilizando-se a

equacao de Lineweaver-Burck (Eq. 4).

=—+ X Eq. 4

sendo I a corrente no estado estacionario medida para o produto da
reacdo enzimatica e I, a corrente maxima do sistema obtida para condi¢des de
saturacdo da enzima.

Na FIGURA 4.18 é apresentado o grafico de Lineweaver-Burck para o
biossensor Tyr—CB-HNO; /H,SO,4 1:1-DHP/GCE. A reta obtida segue a equacéo:
1/1; (WA= 0,0095 + 1,87 x 10°° /[catecol] (mol L™ ) (coeficiente de correlagdo
0,999). O valor de Ky obtido a partir destes resultados foi igual a 2,0 x 10> mol
L,
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FIGURA 4.18-Grafico de Lineweaver-Burck obtido para o biossensor Tyr—-CB-

HNO; /H,SO,4 1:1-DHP/GCE a partir de medidas de amperometria para diferentes

concentragdes de catecol em tampao fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5), potencial

aplicado —0,2V e velocidade de agitagao 450 rpm.

Na TABELA 4.4 apresenta-se os valores de Ky* encontrados na
literatura para diferentes biossensores de Tyr. Para o biossensor Tyr—-CB-HNO;
/H,S0, 1:1-DHP/GCE foi obtido um valor de Ky* menor do que o obtido para a
Tyr livre®’, e para a enzima imobilizada em diferentes superficies como nanotubos
de carbono® e nanoparticulas de 6xido de zinco®. Estes resultados indicam uma
grande afinidade da enzima imobilizada no eletrodo de CB funcionalizado pelo

catecol.
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TABELA 4.4-Valores de Ky*" para diferentes biossensores de Tyr

: Ky P A
Biossensor (mol L_l) Referéncia
Tyr-PPy/Pt 1,0 x 10" 88
Tyr livre 4,0 x 10" 87
Nafion-Tyr-ZnO/GCE 17%10° 82
Tyr-IL-MWCNT-DHP/GCE 19%10 81
Tyr-Nafion-MWCNT/GCE 2610 ° 79
;§;$36§N03/H2804 1:1- 2,0 x 10 N Este trabalho
Tyr-MWCNT-ZnO-Nafion/GCE 20%10 ° 86
Tyr-PAMAN-GO-CMC/GCE 72 %10 ° 85

4.5.1 Estudo da estabilidade do biossensor

Com o objetivo de avaliar a estabilidade do biossensor Tyr—CB-HNO;
/H,SO,4 1:1-DHP/GCE, foram realizados estudos de repetibilidade intra-dia (n = 5)
e inter-dias (n = 3) a partir do monitoramento do sinal de corrente para uma
concentragdo de catecol de 5,0 x 10 °mol L™ em solucéo de tamp&o fosfato 0,075
mol L™ (pH 7,5). Foram obtidos valores da porcentagem de desvio padréo relativo
(% RSD) de 3,3% e 3,8% para os estudos intra e inter-dias, respectivamente, o que
sugere uma boa estabilidade da resposta do biossensor proposto. Os estudos de
repetibilidade inter-dias foram realizados utilizando-se um biossensor novo em
cada dia. Os resultados obtidos nesse estudo mostram uma boa reprodutibilidade da

preparacdo do dispositivo.
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4.5.2 Estudo de interferentes

O efeito de alguns possiveis interferentes na determinacéo de catecol
em amostras de aguas naturais foi estudado por amperometria em solucdo de
catecol 5,0 x 10 °mol L™ em tampé&o fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5) na presenca
dos possiveis interferentes em potencial na concentracdo de 5,0 x 10 mol L. Os
resultados da comparagdo das correntes na auséncia e na presenca dos compostos
concomitantes (KCI, MgCl,, Caz(PO,), e Na,CO3) mostraram uma variagédo inferior

a 4,63% indicando a auséncia de interferéncia significativa.

4.5.3 Aplicacdo do biossensor proposto na determinacdo de catecol

em amostras de aguas naturais e de torneira

A aplicabilidade do biossensor Tyr—CB-HNO; /H,SO,4 1:1-DHP/GCE
proposto na determinacdo de catecol em amostras de agua foi avaliada a partir de
estudos de adicdo e recuperacdo do analito. Para isto, aliquotas de 920 pL de agua
natural e 920 pL de &gua de torneira foram fortificadas com catecol, e 100 pyL de
cada aliquota foram adicionados na célula contendo 10 mL de solucdo de tampéo
fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5) para obter uma concentracdo de catecol de 8,0 x10°°
mol L. Foram obtidos porcentagens de recuperacio de 106 % e 94,8% para as
amostras de agua natural e agua de torneira , respectivamente. Desta forma,
mostrou-se que nao houve interferéncia significativa das matrizes de cada amostra

sobre a determinacéo de catecol utilizando o biossensor proposto.
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4.6 Comportamento do biossensor de Tyr frente a adicdo de
benzoato de soédio: determinacdo por inibicdo enzimatica de

benzoato de sodio

A resposta voltamétrica do biossensor Tyr—-CB-HNO; /H,SO, 1:1-
DHP/GCE para solucdes de benzoato de sddio (NaBz) em concentracdes crescentes
em uma solucdo de catecol foi estudada utilizando-se amperometria. Na FIGURA
4.19 apresenta-se 0 amperograma obtido para a adi¢do de diferentes concentracoes
de NaBz entre 4,9 x 10" e 9,4 x 10> mol L™" em soluc#o de catecol 5,0 x 10~® mol
L™ em tampéo fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5). A adicdo da solucéo de catecol no
eletrdlito suporte causa um aumento da corrente catddica de reducdo da o-quinona
formada na reacdo do catecol com oxigénio catalisada pela enzima imobilizada no
biossensor. A medida que vai sendo adicionada concentragbes crescentes de
solucdo de NaBz, a atividade dessa enzima diminui e, consequentemente, a
concentragdo de o-quinona gerada na reacdo enzimatica diminui, decrescendo
assim o sinal analitico, como mostrado na figura. Assim, 0 NaBz inibi a atividade
catalitica da enzima Tyr proporcionalmente a sua concentracdo, sendo desta forma

determinado.
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FIGURA 4.19- Amperograma obtido para a adicdo de diferentes concentracdes de

NaBz em solucdo catecol 5,0 x 10° mol L™ em tampé&o fosfato 0,075 mol L™ (pH
7,5), potencial aplicado —0,2V, velocidade de agitagao 450 rpm. Concentracfes de
NaBz entre 4,9 x 10 "€ 9,4 x 10° mol L™.

4.6.1 Estudo do efeito da concentracdo de catecol e da enzima na

determinacao de benzoato de sodio
O efeito da concentragdo da enzima imobilizada no biossensor Tyr—
CB-HNO3/H,SO, 1:1-DHP/GCE na determinacdo de NaBz foi estudado
utilizando-se amperometria. Na FIGURA 4.20 apresenta-se as porcentagens de
inibicdo na resposta analitica em funcéo da concentracdo do inibidor NaBz para 0s

biossensores preparados com diferentes concentracbes de enzima (30, 60 e 120
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unidades). As curvas foram obtidas para adi¢cOes de concentracdo crescente de
NaBz em solucdes de catecol 5,0 x 10° mol L™ em tamp4o fosfato 0,075 mol L™
(pH 7,5).

Os valores da porcentagem de inibicdo foram calculados a partir dos
dados dos amperogramas (FIGURA 4.20 gréafico inserido) utilizando-se a Equacéo
5.

—Lipi
0 - ® %100
0 Eq.5

sendo I, 0 valor de corrente na auséncia do inibidor e l;,, a corrente

% Inibicao=

obtida para a adicdo de uma concentrag&o conhecida do inibidor?.

No gréafico inserido da FIGURA 4.20, observa-se um aumento do sinal
analitico para a reducdo de o-quinona a catecol com o aumento da concentracdo da
enzima de 30 para 60 unidades. Porém, para concentraces de enzima muito altas
(120 unidades) houve uma diminuicdo do sinal de corrente, a qual pode ser
atribuida a formacdo de filmes espessos que limitam a difusdo da o-quinona

produzida na reacdo enzimatica até a superficie do eletrodo.
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FIGURA 4.20-Estudo do efeito da concentracdo da enzima. Gréafico inserido:
amperogramas obtidos para o0s biossensores preparados com diferentes
concentragdes de enzima (30, 60 e 120 unidades) em solucdo de catecol 5,0 x 10°°
mol L™ em tampéo fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5), potencial aplicado —0,2 V e
velocidade de agitacdo 450 rpm. Faixa de concentracdo de NaBz para 30 unidades
de enzima: 5,8 x 10°- 9,2 x 10 mol L™, 60 unidades: 4,9 x 107" - 9,2 x 10* mol
L ‘e 120 unidades: 4,9 x 107"-9,2 x 10 “mol L™,

Na TABELA 4.5 sdo sumarizados alguns parametros de desempenho
analitico para determinacdo de NaBz extraidos das curvas apresentadas na

FIGURA 4.20, obtidas para os biossensores preparados com diferentes
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concentragdes da enzima Tyr. Como pode ser observado, houve um aumento da
sensibilidade analitica com o acréscimo da concentracdo de enzima de 30 para 60
unidades. Todavia, como era de se esperar, para uma concentracdo de enzima de
120 unidades houve uma diminuicdo da sensibilidade, atribuida as limitacGes na
difusdo tanto da o-quinona até a superficie do eletrodo, quanto do NaBz até o sitio
ativo da enzima®. Levando-se em consideraco estes resultados, selecionou-se para

0s estudos posteriores uma concentracdo enzimatica de 60 unidades por eletrodo.

TABELA 4.5-. Efeito da concentracdo de enzima Tyr utilizada para preparacéo do
biossensor sobre os parametros analiticos para a determinacdo de NaBz. Resultados
extraidos das curvas da FIGURA 4.20

Concentracao de

_ Intervalo Inibicdo Sensibilidade
enzima Lineal méxima 4
_ Yo mol
(unidades) (mol L) (%) (% )
30 58x10°-94x10° 84,7 93777
60 49%x107-19%x10° 78,3 819657
120 49%x107-38x10"° 66,2 475341

Posteriormente, avaliou-se o efeito da concentracdo do substrato
(catecol) sobre a determinacdo de NaBz utilizando-se o biossensor Tyr-CB-
HNO3/H,SO, 1:1-DHP/GCE preparado com concentracdo fixa de enzima de 60
unidades por eletrodo. Na FIGURA 4.21 sdo apresentadas as curvas de inibicéo
obtidas para trés concentracdes diferentes de catecol (1,0 x 107°, 5,0 x 10 °e 1,0 x
10° mol L™) em solucéo de tampéo fosfato 0,075 mol L™* (pH 7,5).
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FIGURA 4.21-Estudo do efeito da concentracdo do substrato. Grafico inserido:
amperogramas obtidos para o biossensor Tyr-CB-HNOs/H,SO, 1:1-DHP/GCE
preparado com concentracdo fixa de enzima (60 unidades) em solucdo de tampéo
fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5) contendo catecol em diferentes concentragdes (1,0 x
10°% 5,0 x 10°e 1,0 x 10~ moL ™), potencial aplicado —0,2 V e velocidade de
agitacdo 450 rpm. Faixa de concentracdo de NaBz para concentracdo de catecol de
1,0x10°mol L™ 9,5%x10°-9,2x 10 “mol L ™; 6,0 x 10 °mol L™: 4,9 x 107"~
9,2x10*mol L e 1,0x10°mol L™ 9,7x10"-9,2x 10 *mol L™

Na TABELA 4.6 sdo sumarizados alguns parametros de desempenho
analitico para determinacdo de NaBz obtidos a partir das curvas apresentadas na
FIGURA 4.21. Assim, foi verificado um aumento da sensibilidade como

consequéncia do aumento da concentracdo de catecol. Além disso, pode-se
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observar o efeito da concentracdo do substrato sobre as concentragdes minimas
detectaveis do inibidor (analito). Para a menor concentracdo de catecol estudada
(1,0 x 10°® mol L™), a menor concentracdo de NaBz que ocasionou uma mudanca
perceptivel de corrente foi de 9,5 x 10° mol L™, e este valor é alto em comparacio
com o obtido para a concentracdo de catecol de 5,0 x 10° mol L™. Este efeito
pode ser atribuido a baixa corrente de reducdo da o-quinona obtida para
concentracdes de catecol baixas (Ver amperogramas apresentados no gréafico
inserido da FIGURA 4.21).

Para a concentracdo de catecol maior (1,0 x 10~ mol L™), a menor
concentracdo de inibidor detectada também foi alta em comparagcdo com o
resultado obtido para a concentracdo de catecol de 50 x 10° mol L™. Este
resultado sugere que concentracdes altas do substrato interferem na interacdo do
inibidor com a enzima. Levando-se em consideracdo os resultados dos estudos de
concentracdo de enzima e substrato, selecionou-se como condicao de trabalho uma
concentracdo enzimatica de 60 unidades por eletrodo e concentracdo de catecol 5,0

x 10 *mol L.
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TABELA 4.6- Efeito da concentracdo de catecol sobre os pardmetros analiticos

para a determinacdo de NaBz. Resultados extraidos das curvas da FIGURA 4.21

Intervalo Inibicao

[Catecol] Sensibilidade
-1 Lineal maxima . -1
(mol L. ) (mol L™) (%) (% L mol )
1,0X10 9.5 10 - 9.4 %10 59,3 192415
50%10 49%10 ~1,9%10 78,3 819657
-5 =7 -6
1,0x 10 9,7%x10 -9,5x 10 69,5 843209

4.6.2 Estudo cinético e mecanismos de inibicdo para a determinacéao
de NaBz

E conhecido que a natureza do transdutor de sinal e do tipo de
imobilizacdo da enzima pode ter influéncia sobre o comportamento cinético do
inibidor e, consequentemente, sobre 0 mecanismo de inibicdo®. O mecanismo de
inibicdo do biossensor Tyr—-CB—-HNO; /H,SO, 1:1-DHP/GCE foi avaliado a partir
dos graficos de Lineweaver-Burk na auséncia e na presenca do inibidor. Na
FIGURA 4.22 sdo apresentados os graficos de Lineweaver-Burk obtidos em
solucdo de tampdo fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5) para a adicdo de concentracdes
crescentes de catecol na auséncia do inibidor e na presenca de uma concentragdo de
NaBz de 5,0 x 10 °mol L™,
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FIGURA 4.22-Gréficos de Lineweaver-Burk obtidos para catecol na auséncia e na
presenca de NaBz em concentracdo de 5,0 x 10> mol L™ em tampéo fosfato 0,075
molL™ (pH 7,5).

Os interceptos e inclinacbes das retas estdo relacionados com os
valores de |, € Ky* a partir da equacdo de Lineweaver-Burk (Equagdo 4).
Quanto maior o coeficiente linear da reta obtida maior o valor da constante e,
menor a afinidade da enzima pelo substrato. Observa-se que para este caso ndo
houve mudancas significativas nos interceptos das retas (1/1,,a), porém, houve um
aumento no valor de Ky* como consequéncia da introducdo do inibidor no
sistema. Este comportamento corresponde ao esperado para mecanismos de

inibicdo reversivel competitiva, onde o substrato e o inibidor competem pelo
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mesmo sitio ativo da enzima e a presenca do inibidor diminui a afinidade da
enzima pelo substrato®.

Os graficos de Dixon sdo comumente utilizados para identificar o
mecanismo de inibicdo e estimar o valor das constantes de inibicdo aparentes
(KPP). Na FIGURA 4.23 apresentam-se os gréaficos de Dixon os quais relacionam
0 comportamento dos reciprocos das correntes em funcdo da concentracdo do
inibidor para duas concentracdes diferentes do substrato catecol (5,0 x 10 e 5,0 x
10° mol L™!). Novamente, observou-se o comportamento tipico de um processo de
inibicdo enzimatica competitiva, o qual envolve a diminuicdo do coeficiente
angular da reta como consequéncia do aumento na concentragdo do substrato,
indicando que para concentracOes do substrato infinitas a inclinacdo tende a zero e

ndo havera efeito do inibidor2.
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FIGURA 4.23-Gréafico de Dixon obtidos para benzoato de sodio em solucdes de
catecol de concentragdo 5,0 x107° e 1,0x10™° mol L' em tamp&o fosfato 0,075
molL™* (pH 7,5).

A constante de dissociacdo do complexo enzima-inibidor (constante de
inibicdo aparente Kiapp) pode ser estimada a partir do cruzamento entre os graficos
de Dixon. O valor de K" obtido neste trabalho foi de 82 umol L™. Na TABELA
4.7 sdo comparados os valores de K;"”P encontrados na literatura para diferentes
biossensores de Tyr usados na determinacdo de acido benzoico com o resultado
obtido neste trabalho. Observa-se que o valor de K;"”” encontrado neste trabalho é

maior do que relatado na literatura para a determinacdo de acido benzoico, podendo
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isto ser atribuido a grande afinidade pelo catecol apresentada pela enzima

imobilizada no CB funcionalizado®.

TABELA 4.7- Comparacdo das constantes de inibicdo para diferentes biossensores

de Tyr utilizados na determinacdo de acido benzoico

KPP

Biossensor (umoIL‘l ) Referéncia
Tyr-CB-HNO3/H,SO, 1:1- -
DHP/GCE 82 Este trabalho
Tyr/nano—CaCO, 17 32
Graphite—Teflon-Tyr 16 39
Tyr—PPO-CaHPO, 7,2 40

*Determinacéo de NaBz.

4.7 Determinacdo amperometrica de NaBz baseada em inibicéo
enzimatica
Uma vez encontradas as melhores condicbes experimentais e
identificado o mecanismo de inibicdo, foi construida a curva analitica para a
determinacdo de NaBz empregando-se amperometria. Na FIGURA 4.24 ¢
apresentado o amperograma obtido para a determinacdo baseada na inibicao
enzimatica. Observa-se a diminuicdo do sinal de corrente como consequéncia da

adicdo do NaBz.
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FIGURA 4.24-Amperograma obtido para a adicdo de diferentes concentragcdes de
NaBz (faixa de concentrages: 4,9 x 10" — 9,2 x 10 mol L™). Concentracéo de
catecol 5,0 x 10° mol L™ em solucdo de tamp&o fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5),

potencial aplicado —0,2V e velocidade de agitacdo 450 rpm.

Na FIGURA 4.25 apresenta-se 0 comportamento da porcentagem de
inibicdo em funcdo da concentracdo do NaBz, e o grafico inserido corresponde a
curva analitica. A equacao que representa a curva analitica €: Inib(%) = 1,27 + 8,19
x 10° x [NaBz] (mol L™). O limite de detec¢fo (calculado como sendo trés vezes o
desvio padrdo do intercepto da curva analitica dividido pela sensibilidade da

curva)"*"® foi calculado como 2,1 x 10 "mol L.
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FIGURA 4.25-Relacéo entre a porcentagem de inibicéo e a concentracdo de NaBz.

Grafico inserido: curva analitica.

Na TABELA 4.8 ¢ apresentada uma comparacao entre os parametros
analiticos obtidos para o biossensor de Tyr e CB funcionalizado e os encontrados
na literatura para diversos biossensores de Tyr dedicados a determinacdo de acido
benzoico. Esta comparacdo é realizada levando em consideracdo que nas condicdes
nas quais foram realizados estes trabalhos (pH entre 6,0 e 7,5) a espécie dominante
em solucéo ¢ o NaBz e ndo o &cido benzoico. Por exemplo, em solugdo com pH

igual a 6,0; 98,6% das espécies se encontram na forma de NaBz considerando-se o
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pK, do é&cido benzoico igual a 4,20. Observa-se que o biossensor Tyr—-CB-
HNO3/H,SO, 1:1-DHP/GCE apresentou um limite de deteccéo inferior ao obtido
para o biossensor a base de Tyr imobilizada em uma matriz de grafite e Teflon®, e
o limite de deteccédo foi maior em comparagdo com 0s outros biossensores. Pode-se
atribuir isto a grande afinidade entre o substrato catecol e o biossensor de Tyr e CB
funcionalizado, e este e outros parametros do método podem ser melhorados a
partir da utilizacdo de substratos que apresentem menor afinidade pelo
dispositivo®. Ademais, 0 biossensor proposto tem vantagens em termos de custo e

facilidade de preparacéo frente aos outros dispositivos encontrados na literatura.

TABELA 4.8- Comparacdo dos parametros analiticos para diferentes biossensores

de tirosinase na determinacéo de benzoato de sodio

Biossensor Intervalo Limite de Referéncia
linear deteccédo
(umol L™) (umol L™)
Graphite-Teflon- 1-40 0,90 39
tyrosinase
Tyr—-CB-HNO3/H,SO, 0,49-19 0,21 Este
1:1-DHP/GCE trabalho
Tyr/nano—-CaCQO; 0,56-92 0,08 32
Tyr-PPO-CaHPO, 0,030-3,0 0,03 40

Finalmente, a aplicabilidade do biossensor proposto na determinacao
de NaBz em amostras de cebolas em conserva foi avaliada a partir de estudos de
adicdo e recuperacdo do analito. Para isto, uma aliquota de 950 pL de agua de
conserva foi fortificada com NaBz e 100 pL foram adicionados na célula contendo
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10 mL de solucio de tamp&o fosfato 0,075 mol L™ (pH 7,5) e uma concentragdo de
catecol de 5,0 x10° mol L™ para obter uma concentracéo de benzoato de sédio de
5,0 x10° mol L™. A concentracdo de NaBz foi determinada trés vezes e a media e
0 desvio padrdo foram calculados. Foi obtida uma porcentagen de recuperacéo de
91,2%, desta forma, mostrou-se que ndo houve interferéncia significativa da matriz

da amostra sobre a determinacdo de NaBz utilizando o metodo proposto.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho o CB Vulcan XC-72R foi funcionalizado mediante a
aplicacdo de diferentes tratamentos de oxidacdo. Como consequéncia da
funcionalizacdo foram observadas mudangas nas propriedades fisicas do material
(como hidrofilicidade e grau de desordem) as quais tiveram uma influéncia
significativa nas suas propriedades eletroquimicas. Os estudos mostraram uma
vantagem do uso do CB funcionalizado com a mistura de &cido nitrico e sulfarico
1:1 v/v para aplicacbes em eletroanalises, e esta vantagem vé-se refletida
principalmente no incremento da sensibilidade.

O melhor tratamento de funcionalizacdo foi selecionado para a
constru¢cdo do biossensor Tyr-CB-HNO; /H,SO, 1:1-DHP/GCE, e este foi
aplicado na determinagdo de catecol utilizando-se amperometria. Foram obtidos
melhores resultados (em termos de limite de deteccdo e sensibilidade) aos
encontrados na literatura para outros biossensores de Tyr preparados utilizando
materiais mais custosos. O biossensor foi aplicado na determinacdo de catecol em
amostras de agua obtendo-se bons resultados.

Finalmente, foram realizados estudos do comportamento cinético do benzoato de
sodio frente ao biossensor Tyr-CB—-HNO; /H,SO,4 1:1-DHP/GCE, encontrando-se
que a inibicdo segue o mecanismo reversivel competitivo conforme ao encontrado
na literatura para o acido benzoico. O biossensor foi aplicado na determinacéo de
benzoato de sddio e observaram-se respostas lineares na faixa de 4,90x10" a
1,92x10™° mol L™ e limite de deteccfo de 2,1 x 10" mol L. Estes resultados
mostram a possibilidade de utilizar o CB funcionalizado na preparacdo de
biossensores enzimaticos para a determinacdo tanto de substratos quanto de
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inibidores enzimaticos, com vantagens frente aos materiais geralmente utilizados

em termos de custo e/ou simplicidade de preparacao.
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