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Resumo

Bisfenol A (BPA) é uma substancia organica usado na producdo de
policarbonatos e resinas epdxi. A exposicdo humana ao BPA através de alimentos e
agua potavel pode resultar em doencas cardiovasculares, diabetes, distarbios
neuroldgicos, cancer de mama e prostata. Este trabalho visa o desenvolvimento de um
biossensor baseado na enzima tirosinase para deteccdo de BPA. Biossensores
representam boas alternativas as técnicas convencionais; eles aproveitam a
especificidade e a sensibilidade dos sistemas bioldgicos em dispositivos pequenos e de
baixo custo. Na preparacdo do biossensor, optamos pelo uso de eletrodos impressos de
carbono, que constituem células eletroquimicas descartveis. O substrato a base de
carbono consiste em uma mistura de grafite, solventes e ligantes poliméricos. Esta
superficie, rica em grupos funcionais de oxigénio, funcionou perfeitamente para realizar
a eletrodeposicdo de ouro a partir de uma solugdo de ions cloroauricos utilizando as
técnicas de voltametria ciclica e cronoamperometria independentemente. Diferentes
morfologias foram observadas por microscopia eletronica de varredura. Os eletrodos
modificados foram utilizados como suporte para a imobilizacdo da enzima tirosinase,
permitindo a preparacdo de um biossensor altamente seletivo e sensivel para a deteccao
do BPA. Além disso, o biossensor proposto mostrou estabilidade a longo prazo e foi
aplicado para um teste de recuperacdo de BPA em &gua mineral e de torneira. Os
eletrodos de grafite também provaram ser um material adequado como plataforma para
0 desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Estruturas de ouro hiper-ramificadas
resultaram da eletrodeposicao realizada sob condicdes experimentais semelhantes aos
eletrodos impressos de carbono. Além disso, estudos preliminares revelaram a potencial

aplicabilidade do eletrodo modificado para a eletrooxidacdo de BPA em meio alcalino.

Palavras-chave: Bisfenol A, tirosinase, biossensor, microestruturas de ouro, eletrodo

impresso de carbono, eletrodo de lapis grafite.
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Abstract

Bisphenol A (BPA) is an organic substance used in the production of
polycarbonates and epoxy resins. Human exposure to BPA through food and drinking
water can result in cardiovascular disease, diabetes, neurological disorders, breast, and
prostate cancer. This work aims the development of a biosensor based on the enzyme
tyrosinase for BPA detection. Biosensors represent good alternatives to conventional
techniques; they take advantage of the specificity and sensitivity of biological systems
in small and low-cost devices. In the preparation of the biosensor, we opted for the use
of carbon printed electrodes, which constitute disposable electrochemical cells. The
carbon-based substrate consists of a mixture of graphite, solvents and polymeric
binders. This surface, rich in functional groups of oxygen, worked perfectly to perform
the electrodeposition of gold from a solution of chloroauric ions using the techniques of
cyclic voltammetry and chronoamperometry independently. Different morphologies
were observed by scanning electron microscopy. The modified electrodes were used as
support for the immobilization of the enzyme tyrosinase, allowing the preparation of a
highly selective and sensitive biosensor for the detection of BPA. Additionally, the
proposed biosensor showed long-term stability and was applied for a recovery test of
BPA in mineral and tap-water. Graphite pencil electrodes also proved to be a suitable
material as a platform for the development of electrochemical sensors. Hyperbranched
gold structures resulted from electrodeposition performed under similar experimental
conditions to the carbon printed electrodes. Furthermore, preliminary studies revealed
the potential applicability of the modified electrode for the electrooxidation of BPA in

an alkaline medium.

Keywords: Bisphenol A, tyrosinase, biosensor, gold microstructures, carbon-printed

electrode, graphite pencil electrode.
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1. Introducéo

Imagem MEV das estruturas em forma de folhas de ouro eletrodepositadas sobre EIC.



1.1. Natureza e importancia do tema

O Bisfenol A, mais conhecido pela sigla BPA, é uma substancia organica,
sintetizada pela primeira vez em 1891, que comecou a ganhar relevancia a partir da
década de 1950, como matéria prima na producdo de policarbonato e resinas epoxil.
Desde entédo o seu consumo global tem aumentado expressivamente, com uma projecéo
de 10,6 milhdes de toneladas para 20222. O policarbonato possui uma ampla gama de
aplicacdes sendo utilizado na fabricacdo de diversos produtos tais como garrafas,
embalagens, e diversos recipientes para armazenamento de alimentos, entanto que as
resinas epdxi podem ser encontradas como revestimentos de protegdo em produtos
alimenticios enlatados®*. A migracdo do BPA para os alimentos a partir desses
recipientes, especialmente por efeito da temperatura, representa provavelmente a mais
importante via de exposi¢cdo humana. Varios estudos apontam gque 0 consumo e/ou a
exposicao continua a esta substancia pode ter consequéncias significativas para a satde
humana, sendo considerado um agente disruptor enddcrino, neurotdxico e
carcinogénico®®. Como a maioria desses estudos foram realizados em animais e ndo em
humanos ainda hd muita controvérsia dos efeitos deletérios do BPA em baixas
concentragfes. Perante estas incertezas hd necessidade de manter o controle e
monitoramento do BPA principalmente em agua e alimentos, o que tem incentivado a
pesquisa voltada para o desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis e confiaveis.
Na determinacdo do BPA, além das técnicas convencionais de cromatografia,
espectroscopia e eletroquimica, os biossensores vem ganhando destaque nos ultimos
tempos. Estes dispositivos analiticos representam alternativas sensiveis, seletivas, de
facil manipulacdo, rapidos, portateis para analise de rotina dos constituintes e

contaminantes dos alimentos.

Nesse contexto, esta tese visa desenvolver biossensores para determinacdo de
BPA. A motivacdo por esta area de pesquisa advém da preocupacdo do autor com a
exposicdo das criancas, que representam o segmento da populacdo mais vulneravel aos
efeitos toxicos do BPA, por possuirem menor massa corporal e por questdo de

seguranca.

Em Mocambique, pais de origem do autor, a maioria dos problemas de saude e
nutricdo durante a infancia estd relacionada com consumo alimentar inadequado e
infeccOes cronicas, sendo que essas duas condic¢des estdo intimamente relacionadas com

0 padréo de vida, que inclui problemas de acesso a alimentacdo, moradia e assisténcia a



satde. Outro fator importante é a deficiéncia no controle sanitario e falta de fiscaliza¢éo
dos alimentos comercializados e consumidos na via publica em geral e em particular nas
redondezas das escolas, onde as criancas em idade escolar ficam expostas como mostra

as fotografias da Figura 1.

Figura 1. Fotografias de posto de venda de alimentos instalado ao lado de uma Escola
em Maputo-Mogambique. Fonte: o autor.

1.2. Apresentacao e organizacao da tese

A presente tese estd organizada em seis secdes, sendo que a primeira consiste
nesta breve introducdo. A segunda secdo é composta pela revisao bibliografica, na qual
sdo apresentados de forma sucinta os principais temas abordados: o analito de interesse
(BPA), biossensores, a enzima tirosinase, nanoestruturas de ouro e lapis grafite. Na
terceira secdo estdo descritos 0s materiais, reagentes e a metodologia utilizada na
modificacdo do eletrodo e preparacdo do biossensor, além de uma breve abordagem
sobre as técnicas empregadas (voltametria ciclica, cronoamperometria, microscopia
eletrbnica de varredura, difracdo de raios X e microscopia eletrénica de transmissao).
Na quarta secdo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos. Por fim, a

concluséo e a lista das referéncias bibliograficas utilizadas.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo geral

O trabalho visa o desenvolvimento de um biossensor enzimatico para

determinagdo de BPA em meio aquoso.

1.3.2. Objetivos especificos

v

Desenvolver um biossensor eletroquimico a base de tirosinase para

determinacéo de BPA;

Realizar eletrodeposicdo de nano/microestruturas de ouro sobre o eletrodo de

trabalho com a finalidade de favorecer a imobilizacdo da enzima tirosinase;
Avaliar a resposta do biossensor em funcao do pH;
Investigar os possiveis interferentes na determinacéo do BPA;

Avaliar a aplicabilidade do biossensor na determinacdo do BPA em amostras de
agua;
Verificar a exequibilidade de utilizar lapis grafite modificado com as

microestruturas dendriticas de ouro como eletrodo para determinacédo de BPA.



2. Revisao bibliogréafica

Imagem MEYV das estruturas de ouro em face inicial de crescimento sobre EIC.



2.1. Bisfenol A

O 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano, mais conhecidos como Bisfenol A (BPA), é
uma substancia organica constituida por dois anéis fenolicos ligados por uma ponte de
metil, com dois grupos funcionais metil ligados & mesma’, tal como representado na

Figura 2.

H,C CH;,

Figura 2. Representacdo da estrutura quimica do BPA. Adaptado da Ref. 7.

Em condi¢bes ambientais, o BPA € um sélido branco e cristalino,
comercializado na forma de granulos ou flocos, de baixas volatilidade e pressdo de
vapor®. E pouco soluvel em agua (300 mg-L), solivel em solugdo aquosa alcalina,
alcool, acetona e ligeiramente sollvel em tetracloreto de carbono®. Na Tabela 1 estdo
descritas algumas propriedades fisico-quimicas do BPA.



Tabela 1. Propriedades do Bisfenol A.

Parametros Valores
Peso Molecular 228,29 g-mol*
Férmula CisH1602
Temperatura de ebuligéo 220°C (a5 h-Pa)
Temperatura de fusdo 156° C

pKa 10,3
Solubilidade em agua* 300 mg-L?
Pressédo de vapor* 4,0x10® mmHg

* valores medidos a 25° C

O BPA é obtido através da condensacao de fenol e acetona em meio &cido ou
basicol®. A maior parte da producio de BPA ¢é destinada para a obtencdo de resinas

epoxi e plasticos de policarbonato, retardadores de chama e outros produtos especiais 1!
13

As resinas epOxi sao utilizadas como revestimentos de protecdo em
embalagens de latas, tampas de metal, pecas de automoveis, adesivos, aplicacfes
aeroespaciais € como revestimento para tubos de PVC!}*  Os plasticos de
policarbonato sdo utilizados na fabricacdo de discos compactos, lentes automotivas,
eletrodomésticos, embalagens de alimentos e garrafas de plastico, devido a sua alta
resisténcia ao impacto, dureza, transparéncia, resisténcia a temperaturas (entre cerca de
—40 °C e cerca de 145 °C) e resisténcia a muitos acidos e 6leos'”*8, O selantes dentarios
a base de resina e agentes de ligacdo tambeém contem derivados de BPA na sua

composicao®®.

A exposicdo humana ao BPA pode acontecer por via ocupacional, ambiental e

alimentar?. A exposicdo por via ocupacional, pode ocorrer em trabalhadores durante o



processo de producdo, transporte e processamento, enquanto a exposi¢cdo por via
ambiental resulta da contaminagdo atmosférica de solos, rios e lagos, devido ao grande
numero de produtos a base de resinas epdxi e policarbonato que sdo descartados e que
sofrem degradacéo liberando BPA?22, A exposicdo por via alimentar pode ocorrer por
migracdo do BPA da embalagem para os alimentos, tornando a dieta a principal fonte de
exposicao, atraves da ingestdo de alimentos enlatados e engarrafados em recipientes a
base de policarbonato®2°. A polimerizacdo incompleta, assim como a exposi¢io ao
calor, o contato com substancias acidas ou basicas pode resultar na migracdo de
pequenas quantidades de BPA das embalagens para o produto?®?’. Este tipo de
exposicdo € mais preocupante por atingir potencialmente um maior nimero de pessoas e
porque, neste caso a exposicdo pode ocorrer durante longos periodos (possivelmente

toda a vida) em pequenas doses e sem serem detectadas.

Considerado um disruptor enddcrino com atividade estrogénica, o BPA ¢
potencialmente tdxico para os organismos aquaticos. Alguns dos efeitos deletérios
reportados incluem reducdo de horménios masculinos, diminuicdo da densidade e
motilidade dos espermatozoides, inibicdo da espermatogénese e producdo de ovos,

auséncia ou atraso na ovulagio?®.

Em estudos realizados em camundongos foi evidenciado que o rim e o figado
sdo 0s Orgaos mais sensiveis para a acdo do BPA, podendo causar perturbacdes graves
na funcdo hepéatica e renal®®*°, Asahi e colaboradores investigaram as alteracdes
bioquimicas em hepatdcitos para elucidar a base molecular do dano hepético induzido
por BPA. Eles encontraram alongamento do reticulo endoplasmético e aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio em hepatdcitos tratados com BPA3L, Qutros
estudos realizados em roedores, descrevem alteraces no sistema reprodutivo masculino
e feminino, fraqueza do sistema imunoldgico, aumentando assim o risco de cancer da
glandula mamaria e de prostata®. A exposicio ao BPA em estagios iniciais de

desenvolvimento causa toxicidade neuronal durante o desenvolvimento embrionario®.

Considerando as criangas como o setor da populagdo mais vulneravel aos efeitos
toxicos dessa substancia®, o Ministério de Satde do Brasil, através da Resolugio RDC
N.° 41/2011, proibiu a importacéo e fabricacdo de mamadeiras que contenham Bisfenol

A na sua composicao®.



Ainda existem muitas ddvidas que precisam ser esclarecidas sobre o potencial
risco a salide humana associada a exposi¢do ao BPA3®. Em 2015, por precaucéo, a
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA) diminuiu o limite de
seguranca para exposicdo humana. Assim, a dose de ingestdo diaria toleravel (TDI)
baixou de 50 pg por Kg de peso corporal para 4 ng/Kg®’. Ajustado por categorias de
idade e peso, bebés com idade entre 0—3 meses (peso < 6,0 Kg), 4—6 meses (peso < 7,9
Kg), 7-9 meses (peso < 9,3 Kg) e 10-12 meses (peso < 10,3 Kg) o TDI deve ser de
24,0; 31,6; 37,2 e 41,2 ug/dia, respectivamente. Entretanto, para um adulto de 70 Kg o

consumo diario toleravel pode chegar a 280 png.

A migracdo de BPA de latas de vegetais, de férmulas infantis, de bebidas, e de
carnes e peixes em conserva vém sendo amplamente investigada nos Gltimos anos?. Por
citar alguns exemplos, Munguia Lopez e colaboradores reportaram concentracfes de
BPA que variam de 7,1 a 105,4 nug-Kg em latas de atum3. Em outro estudo foram
encontradas quantidades de BPA que oscilam entre 21,86 + 0,80 a 1858,71 + 8,24
ug-Kgt em alimentos enlatados tais como ervilhas, milho, molho de tomate, atum®.
Em 2014, na China, a ingestdo diaria de bisfenois foi estimada, em 0.646 e 0.664
ug-Kg por dia para homens e mulheres, respectivamente’®. Na Nigeria, o BPA foi
detectado em amostras de efluentes, lixiviados do solo, amostras de alimentos, agua
potavel e produtos de consumo (colheres, chaleiras, escovas de dente, etc.) ** variando
de 96,50 + 1,19 a 2880 + 8,35 pg-L~*. No Brasil, Sodré e colaboradores encontraram
0,16+0,03 pg-L~* de BPA em amostras de agua de torneira na cidade de Campinas®.
Concentrages ligeiramente superiores foram encontradas em duas das oito amostras de
agua em S&o Luis de Maranhdo®, 1,11 e 3,61 pg-L-%. Como pode ser observado, para
atingir o TDI em alguns casos requer a ingesta de uma consideravel quantidade de
alimento. O que preocupa é que apesar do grande numero de estudos sobre essa
tematica, em alguns paises da Africa, sudeste asiatico, e América do Sul e Central ha

pouco ou nenhum relato ao respeito*.

A determinacdo de BPA nos produtos alimenticios requer a utilizacdo de
técnicas altamente sensiveis e seletivas, devido aos niveis de traco em que é
frequentemente encontrado, e pela complexidade das matrizes. Varios métodos
analiticos foram desenvolvidos para sua quantificacdo, entre eles andlise por

espectrofotometria ultravioleta®®, cromatografia gasosa*, cromatografia liquida de alta



eficiéncia®’, eletroforese capilar®®, colorimetria*®. A maioria dessas técnicas apresentam
alta sensibilidade e precisdo, porém muitos deles representam custo elevado, requerem

pré-tratamentos demorados e exigem pessoal qualificado para a operacéo.

O BPA ¢é uma molécula eletroativa, por tanto, a sua identificacao e quantificagcdo
podem ser realizadas eletroquimicamente. Estudos eletroquimicos tém sido realizados
utilizando eletrodos de carbono vitreo™, eletrodos de diamante dopado com boro
(EDDB)>*2 eletrodo de pasta de carbono®. Nesses casos foram relatados a adsorgao da
molécula ou dos produtos de oxidacdo na superficie do eletrodo. A afinidade do BPA
pelo material de eletrodo pode ser aproveitada para aumentar a sensibilidade do método,
através do efeito da pré-concentracdo da espécie previa a sua oxidacdo. Por outro lado, a
adsorcdo de produtos da reacdo pode levar ao bloqueio da superficie, e

consequentemente na diminuicdo da resposta analitica.

Para melhorar a sensibilidade e reprodutibilidade, tém sido incorporados
materiais nanoestruturados nas superficies dos eletrodos, o que tem permitido um
aumento significativo da resposta do eletrodo, além de promover uma diminui¢do no
sobrepotencial de oxidacdo do BPA. Alguns exemplos incluem eletrodo de carbono
vitreo modificado com nanoparticulas de carbono®, eletrodo de carbono vitreo
modificado com grafeno®, eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de
carbono e nanoparticulas de ouro®, eletrodo de lapis grafite modificado com
nanoparticulas de ouro e polivinilpirrolidona®, eletrodo de platina modificado com

grafeno®®, entre outros.

Em meio aquoso, foi sugerido que o processo de oxidacdo consiste na
transferéncia de dois elétrons e de dois prétons conduzindo a formacdo de uma

bisdienona®*8, como mostra a Figura 3.
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Figura 3. Representacao da reacéo de oxidacéo do bisfenol A.
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O mecanismo eletroquimico para a oxidacdo do BPA pode ser considerado
semelhante a oxidacdo de fendis em geral. A Figura 4 mostra que o processo inicial
consiste na perda de um elétron para formar um cation radical de fenol, seguido de uma
desprotonacao para formar um radical neutro, e por fim uma oxidacdo adicional para
formar o cétion dienona (h& alguma incerteza sobre se as reagfes ocorrem
consecutivamente ou se a transferéncia de protons pode ocorrer de forma concertada

com a transferéncia de elétrons)®°.

= U
HO OH +1e” HO OH
+H ‘“' -H*
HO O- +1e” ‘ ‘
HO O
+H ‘“' -H*

— JJ
'O O O (@]

Figura 4. Mecanismo proposto para oxidagao eletroquimica de BPA, adaptado da
Ref.59.

Biossensores eletroquimicos a base da enzima tirosinase também tem
mostrado Otimo desempenho na determinacdo do BPA. Neste caso, a enzima

imobilizada no eletrodo é responsével pela oxidacdo da substancia a qual é reduzido

11



posteriormente no eletrodo gerando o sinal analitico. A Figura 5 mostra a oxidagao
enzimética do BPA pela tirosinase produzindo a bisdienona, a qual é reduzida

eletroquimicamente. A corrente gerada é proporcional a concentracdo do BPA.

HsC CHg
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Figura 5. Representacao das reacgdes descritas para os biossensores a base de

tirosinase para determinagdo de BPA. Fonte: o autor.

Varios exemplos podem ser encontrados na literatura, entre eles um biossensor
construido através da imobilizacdo sobre eletrodo de carbono vitreo de um
nanocomposito a base de nanotubos de carbono de parede simples (SWCNTS),
polilisina e tirosinase®. Em outro trabalho, a enzima foi aprisionada em uma matriz de
sol-gel de TiO., modificada com nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNTS), polimero policationico poli(cloreto de dialildimetilaménio) (PDDA), e
Nafion®l. Outro biossensor altamente sensivel para determinagio de BPA foi construido
a partir da imobilizacdo da enzima tirosinase sobre um eletrodo de diamante dopado
com boro funcionalizado com sal de diazonio modificado com MWCNTSs®2. A enzima
tirosinase também foi imobilizada sobre eletrodo de carbono vitreo através de nanfolhas

de 6xido de grafeno reduzido funcionalizado com liquido ionico®. Outro exemplo é um

12



biossensor amperométrico fabricado pela imobilizacdo da tirosinase sobre um eletrodo
de carbono vitreo modificado com um composito constituido de MWCNTS, ftalocianina

de cobalto (CoPc) e fibroina de seda®.

2.2. Biossensor

2.2.1. Defini¢do, constituicdo e classificagdo

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo analitico que incorpora
um material biol6égico, que podem ser enzimas, anticorpos, antigenos, organismos,
tecidos animal e vegetal, células e organelas, conectado a um transdutor o qual converte
um sinal biolégico em sinal analitico mensuravel®®. Na Figura 6 é apresentado um

esquema mostrando os principais componentes de um biossensor.

Analito Sinal
Bioreceptor Transdutor mensuravel
(substrato)
1 I l (_L\
{ | o ‘
AN N >
. Enzima Z> Corrente
. N i 5 > Potencial
. D Anticorpo Eletroquimico
("] ) .D_ Antigenos Z> Condutividade
. 2 células Z:: pH
( . . Fluorescéncia
Y membranas \
. .D_ Organelas Z> Ressonancia L
. . . ::> plasménica de 1 >Otico
[ 3 (] 2> Microrgamsmo superficie (SPR)
Tecids . .
4 . .D_ Fees > Calor — % Calorimétrico
Oligonucleotidios Massa Pieelétrico

Figura 6. Representacdo esquematica demonstrando os principais constituintes da

configuracdo basica de um biossensor, adaptado da Ref. 66.

O principio de funcionamento de um biossensor esta baseado no reconhecimento
do analito pelo componente bioldgico ativo, e a subsequente transducdo do sinal e
leitura. Para isso, o material biolégico é imobilizado em um suporte ou membrana
adequada, que ¢é acoplado a superficie do transdutor, o qual ird monitorar a resposta

devido a presenca ou auséncia da substancia de interesse ou substrato®’.

Os biossensores podem ser classificados em fungdo do mecanismo de interagao

do material biolégico com o analito, em biocataliticos ou de bioafinidade®®. Os
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primeiros estdo constituidos principalmente de enzimas ou células, onde ha um ciclo
catalitico de regeneracdo do centro redox da enzima, diretamente ou através de um
mediador redox imobilizado. Por outro lado, os biossensores de afinidade sdo baseados
na interacao entre o elemento de reconhecimento bioldgico e o elemento em anélise,

como a reacdo de antigeno-anticorpo por exemplo.

Os biossensores, também, podem ser classificados quanto ao tipo de transdutor
utilizado, em: eletroquimicos, 6ticos, calorimétricos, piezoelétricos, magnéticos®.Entre
0s detectores eletroquimicos mais utilizados encontram-se os potenciométricos (no qual
mede-se a diferencia de potencial entre o eletrodo indicador e o eletrodo de referéncia),
e 0s amperométricos (através do qual é medida a corrente gerada pela oxidagdo e/ou
reducdo da espécie eletroativa através da aplicacdo de um valor fixo de potencial), e
voltamétricos (no qual a corrente é gerada através da varredura de potencial no eletrodo
de trabalho)®®. Em todos os casos, hda uma dependéncia do sinal gerado com a
concentracéo do analito.

As propriedades da amostra e o tipo de sinal mensuravel irdo determinar a
escolha do material bioldgico e do transdutor. Muitos biossensores utilizados em analise
de alimentos sdo baseados em sistemas enzimaticos combinados a transdutores

eletroquimicos’®, que constitui especial interesse para este trabalho.

Como ja foi salientada, a selecdo do material do eletrodo € muito importante na
construcdo de um biossensor eletroquimico, uma vez que o tipo de eletrodo geralmente

determina a escolha do método de imobilizacdo e o custo do biossensor.

2.2.2. Métodos de imobilizacéo

No caso das enzimas, os métodos de imobilizacdo podem ser divididos nas
seguintes categorias: oclusdo em gel, método que envolve o confinamento
(aprisionamento) da enzima dentro dos espacos intersticiais das ligacGes covalentes
cruzadas de um polimero insollvel; microencapsulagédo, envolve o confinamento da
enzima em pequenas esferas (microcapsulas) de membranas semipermeaveis, com poros
variando de 5 a 300 um, que permitem somente a livre movimentagdo de substratos e
produtos da reacdo enzimaética; adsorcdo fisica e/ou quimica, ocorre geralmente em
interacdo do tipo i6nico, polar, ligaces de hidrogénio, ou hidrofébicas de enzimas em

suportes que possuem superficie ativa e funcionam como excelentes adsorventes;
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ligacdo covalente, neste tipo, a imobilizacdo ocorre através da ligagdo covalente dos
grupamentos aminos e carboxilicos da enzima a grupos reativos na superficie do suporte
e ligacdo covalente cruzada (cross-linking), através da utilizacdo de reagentes
bifuncionais tais como glutaraldeido, acido bisdiazobenzidina, tricloro-o-triazina, entre

outros’?. Na Figura 7 sdo representados alguns dos métodos de imobilizago citados.

P [ K=
l lﬂl‘} \/,/;“ Q
| ' %5 A g

- J —

adsorgdo ligagdo covalente aprisionamento cross-linking

Figura 7. Representacao de alguns métodos de imobilizagdo, adaptado da Ref.73.

O Nafion® € um polimero, trocador de cétions sulfonado perfluorado, que tem
sido amplamente utilizado na construgdo de sensores e biossensores devido a sua
estabilidade quimica e térmica, resisténcia mecénica e propriedades anti-incrustantes’,
A estrutura do polimero é apresentada na Figura 8, a mesmo estd constituida
basicamente de trés regides: a cadeia principal hidrofdbica de tetrafluoroetileno (TFE),
grupos sulfénicos &cidos terminais hidrofilicos, e uma regido interfacial constituida de
radicais laterais de éter vinila perfluorados. Essa caracteristica estrutural, juntamente
com a sua estabilidade e insolubilidade em meio aquoso, faz do Nafion® um polimero

bastante utilizado para imobilizacdo de enzimas na construgdo de biossensores”.
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Figura 8. Estrutura quimica do Nafion®, adaptada da Ref. 76.

2.2.3. Fatores de desempenho dos biossensores

Entre as principais caracteristicas almejadas num biossensor encontram-se:
possuir excelente estabilidade, a qual esta diretamente relacionada com o tipo de
imobilizacdo da camada do material bioldgico; apresentar bom tempo de respostas, que
pode ser controlado por vérios fatores quimicos (concentracdo do biocatalisador,
concentracdo do substrato, pH da solucdo, disponibilidade de cofatores, ativadores
enzimaticos e inibidores enzimaticos), fatores fisicos (temperatura, espessura da camada
do biocatalisador, velocidade de agitacdo, espessura e permeabilidade da membrana
externa) e fator instrumental (tempo de resposta do transdutor). Basicamente, 0
substrato deve difundir do seio da solucdo até a superficie do biossensor, atravessar a
membrana externa se houver, e reagir com o sitio ativo do material bioldgico, e ainda,
os produtos formados devem difundir-se até a base do sensor para serem detectados.
Outras caracteristicas importantes no biossensor sdo: baixo limite de deteccdo e boa
seletividade. Assim, diversos parametros do biossensor devem ser investigados, como
por exemplo: pH de operacdo, composicdo do tampdo, concentracdo do material
bioldgico imobilizado, espessura e tipo de imobilizacdo da camada bioldgica,

temperatura, efeito de ativadores, inibidores e interferentes.

2.3. Enzima tirosinase

A tirosinase (EC 1.14.18.1) (Tyr) é uma enzima oxidase, também designada por

fenol oxidase, catecolases, fenolase, catecol oxidase ou ainda polifenol oxidase que

16



pode ser encontrada abundantemente na natureza, em plantas, fungos e animais’’. Ela
contém o cobre como grupo prostético que é essencial para a atividade bioldgica dessas
proteinas. A enzima possui dois sitios ativos, 0s quais consistem cada um de dois
atomos de cobre coordenados com histidinas, conforme a estrutura mostrada na Figura
9.

subunidade 2 subunidade 1

Figura 9. Representacéo tridimensional da tirosinase de Bacillus megaterium
(adaptado da Ref. 78). Os sitios de cobre estdo assinalados pelas setas.

De acordo com Ramsden e Riley, durante o ciclo catalitico podem ser
identificados quatro estados de oxidagdo do sitio ativo: meta, desoxi, oxi e inativa’.
Como mostra a Figura 10, na forma meta, um ion hidroxila esté ligado por dois Cu (I1),
nesta forma a enzima catalisa a reacdo de oxidagdo do o-difenol a o-quinona, através da
atividade difenolase. Essa reacdo leva a reducéo de Cu (I1) a Cu (I) formando a desoxi-
tirosinase, a qual reage rapidamente com o oxigénio (O) produzindo a oxi-tirosinase, na
qual os dois atomos de oxigénio se ligam aos ions cobre. A oxi-tirosinase, por sua vez,
pode oxidar fendis por um mecanismo de monofenolase e oxidar catecOis por um
mecanismo de difenolase. Assim, na presenca de O, tanto fendis como catecois sdo

oxidados pela oxi-tirosinase em orto-quinonas atraves de ciclos oxidativos separados.
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Ocasionalmente, uma molécula de catecol pode ser oxidado por um mecanismo de

monofenolase levando a formag&o irreversivel da forma inativa, na qual um dos 4&tomos

de cobre é reduzido a Cu (0), e acaba difundindo para fora do centro ativo, provocando

a inativacdo da enzima. As reacgdes sdo apresentadas na Figura 10.
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Figura 10. Estados de oxidacao do sitio ativo da tirosinase e as reacoes de oxidagdes

de fendis e catecdis, adaptado da Ref. 79.

Diferentes tirosinases obtidas a partir de varias fontes biolégicas possuem

caracteristicas estruturais e funcionais semelhantes. S&o de importancia central em

processos como a pigmentacao de vertebrados e o escurecimento de frutas e vegetais e

encontram-se amplamente distribuidas em microrganismos, plantas e animais’’.

Concentrada nos melandcitos, a tirosinase é responsavel pela sintese da melanina a

partir da oxidacao da tirosina; a melanina por sua vez, € responsavel pela pigmentacao

da pele, cabelos e olhos nos mamiferos®®. A tirosinase obtida a partir de cogumelos, é a
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utilizada na maioria dos estudos com biossensores, por serem de facil obtencdo em

quantidade relativamente grandes e de baixo-custo®!.

2.4. Nanoestruturas de ouro

2.4.1. Propriedades e métodos de sintese

As nanoestruturas de ouro sdo fascinantes por suas propriedades &pticas,
eletronicas e quimicas e encontram aplicagdes no desenvolvimento de sensores e
biossensores tantos Opticos como eletroquimicos®?84. Eletrodos modificados com
diferentes tipos de nano ou microestruturas de ouro tém se mostrado eficazes como

plataforma para imobilizacdo de diversos biocomponentes especialmente enzimas®.

Muitas configuragdes de biossensores utilizam dispersdes coloidais de ouro na
modificacdo da superficie dos eletrodos devido a sua alta biocompatibilidade, que é
necessaria para reter a estrutura nativa e a atividade enzimatica de proteinas ou
enzimas®. A inclusdo de nanoparticulas de ouro (AuNPSs) na interface proteina/eletrodo
cria um microambiente favoravel para a imobilizacdo de proteinas, mantendo a
atividade catalitica e eletroquimica®®. Além de elevada &rea superficial e boa
estabilidade quimica, as superficies modificadas podem favorecer uma orientacédo
preferencial da proteina minimizando a distancia entre o centro eletricamente ativo das

enzimas e a superficie dos eletrodos®’.

Tendo em consideracdo que as propriedades Oticas, elétricas, e cataliticas
dependem em grande parte do tamanho e da forma das nanoestruturas®, é relevante
estabelecer condicBes de sintese que permitam regular a morfologia e o tamanho das

mesmas.

A sintese de nanoparticulas de ouro em solucdo aquosa, bem como em solventes
organicos esta bem estabelecida®® *°, visto que as solucdes de ouro coloidal vém sendo

utilizadas desde os primérdios para fins decorativos devido a suas propriedades 6ticas®.

Os primeiros relatos de sintese datam de 1857, em que a reducdo da solucéo de
tetracloroaurico pelo fosforo foi realizada em dissulfeto de carbono®. Em 1951,
Turkevich propds o método do citrato®, que foi melhorado por Frens em 1973%, e

depois por Giersing e Mulvaney em 1993%. Outros métodos também foram reportados
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nas ultimas décadas tais como o método bifasico (Brust-Schiffrin) e o crescimento por

sementes, o qual levou a aplicacOes bastante promissoras®.

Na formacdo das nanoparticulas de ouro a partir da reducdo quimica de ions
Au®* € indispensavel a presenca de um agente estabilizador, que pode ser o proprio
redutor, surfactantes, tiois, polimeros, que permitem estabilizar e funcionalizar as
nanoparticulas formadas®’ . Geralmente, espécies carregadas adsorvidas na superficie
das nanoparticulas evitam a sua aglomeracdo através de um simples efeito de repulsédo

de cargas.

No que diz respeito a modificacdo de eletrodos, a eletrodeposicdo representa
uma alternativa facil e rdpida para formacdo e deposicdo de diferentes tipos de
nanoestruturas diretamente na superficie do eletrodo®. Variaveis experimentais tais

como tempo, corrente, potencial, sdo facilmente controlaveis e regulaveis.

2.4.2. Nanoestruturas dendriticas

A palavra “Dendrimero” surge da combina¢do duas palavras gregas “Dendron”
que significa arvore ou ramos e “meros” que significa parte’®’. Os dendrimeros também
pode ser chamado de “arboris” por apresentarem estruturas hiper-ramificadas

semelhantes as “arvores” ou ainda de “moléculas em cascata”%%,

Os dendrimeros sdo macromoléculas sintéticas com estruturas bem definidas,
monodispersas e homogéneas, que frequentemente adotam morfologias tridimensionais
globulares constituidos de bracos ou ramos semelhantes a arvores!®?, Estas estruturas
podem apresentar trés partes principais: um ndcleo iniciador, camadas interiores
compostas por unidades repetidas e radialmente conectadas ao nucleo, e a camada
externa, onde geralmente sdo geradas funcionalidades que possibilitem a adicdo de

compostos para aplicacéo especifical®.

Na obtencdo das estruturas dendriticas sdo empregados dois métodos principais,
denominados de divergente e convergente'®. No método divergente, a sintese comegca a
partir de um ndcleo multifuncional (&tomo ou grupo de atomos) ao qual os bragos sdo
ligados e estendidos para o exterior através de uma sequéncia de reacfes quimicas. Cada
etapa da reacdo deve ser concluida para evitar que alguns ramos sejam mais curtos do
que outros. A principal desvantagem dessa abordagem € o surgimento de reagdes

colaterais que originam crescimento incompleto que derivam na formacdo de
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dendrimeros irregulares e com poucas ramificacfes. Para minimizar estas reacdes e
imperfeig0es colaterais, recomenda-se a utilizagdo de um grande excesso de

reagentes'®?,

O metodo convergente segue um processo inverso ao divergente, isto €, 0s
bragos ou ramos individuais séo sintetizados a partir da superficie para o ndcleo ou
ponto focal, o qual se torna o braco mais externo do dendrimero final. Neste método
torna-se muito mais facil eliminar impurezas e galhos mais curtos ao longo do caminho,
de modo que o dendrimero final fique mais dispersol®>!%, No entanto, esses
dendrimeros ndo chegam a ser tdo ramificados quanto os produzidos pelo método
divergente, devido a efeitos estéricos'®’. A Figura 11 apresenta as etapas na formacio

dos dendrimeros pelos dois métodos.

Método Divergente

.

Método Convergente

. = niicleo e = grupo funcional

Figura 11. Formacéo de estruturas dendriticas pelos métodos convergente e

divergente, esquema adaptada da Ref. 104.

Estas estruturas ramificadas possuem grandes areas de superficie que podem ser
funcionalizadas modificando assim suas propriedades fisico-quimicas ou biologicas,
possibilitando uma ampla gama de possiveis aplicacdes'®-1%2, Devido a isso tem sido
observado um crescente interesse na sintese controlada de estruturas dendriticas e o
estudo das suas propriedades magnéticas, Opticas e eletrbnicas decorrente

principalmente da orientacédo espacial e disposi¢do dos nanocristais.

Os métodos mais utilizados para obtencdo de nanoestruturas dendriticas de ouro,

envolvem a utilizagdo de agentes direcionadores estruturais (templates) e metodos
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eletroquimicosi®1%, A eletrodeposicdo representa um método simples, réapido e
econdmico para a preparacdo de estruturas dendriticas'?’. Ele também oferece um alto
grau de liberdade na alteracdo da interacdo entre a taxa de crescimento do cristal e a
taxa de transporte de massa, 0 que o0 torna um método ideal para estudar

sistematicamente o crescimento dendritico de materiais inorganicos'®,

2.5. Eletrodos de Lapis grafite
2.5.1. Grafite

O grafite foi descoberto em 1564 em Borrowdale na Inglaterra e, pelas suas
carateristicas, pensava-se que era uma espécie de chumbo (do inglés lead)®.
Consequentemente, foi chamado de chumbo preto (black lead) ou plumbago (do latim,
minério de chumbo). Foi neste contexto que muitas pessoas ficaram com a ideia de que

a grafite no lapis é chumbo, apesar de ndo conter este elemento quimico.

O grafite, apresenta uma estrutura cristalina na qual os atomos de carbono
(unidos por ligacdo covalente) formam aneis hexagonais planos (folhas de carbono),
sobrepostos uns aos outros que se mantem unidos por forcas de Vander Waals'°, Essas
forcas por serem fracas, permitem uma espécie de deslizamento ou deslocamento dos
planos, este efeito € facilmente observado na escrita do l1apis em que camadas de grafite
sdo transferidos no papel. Esta caracteristica também confere ao p6 de grafite
propriedades lubrificantes. A Figura 12 apresenta a estrutura lamelar do grafite.
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Figura 12. Estrutura do grafite na qual sdo ilustradas a posicdo dos atomos, as

ligacBes quimicas e a disposicdo das folhas de grafite, adaptado da Ref. 111.

Nos anéis hexagonais, o carbono assume uma hibridagdo sp?, onde apenas trés
dos quatro elétrons de valéncia do carbono formam ligagdes covalentes (ligagdes o)
com os atomos de carbono adjacentes, as ligacdes dentro dos planos da camada,
apresentam forcas de ligacdo quimica fortes. O quarto elétron ressoa entre as ligacOes de
valéncia da estrutura, formando ligacdes m conjugadas'?. Estas ligacGes sdo mais
fracas, permitindo a migracdo de elétrons entre os planos, e por tanto responsaveis pela
conducdo elétrica que constitui uma das principais caracteristicas e aplicacbes do
grafite. Desse modo, as ligacdes entre os planos tém energias de ligacdo de cerca de 2%

daquela dentro dos planos.

Em virtude de suas propriedades tais como inércia quimica, estabilidade térmica,
alta condutividade elétrica e lubricidade, o grafite torna-se adequado para muitas
aplicagdes industriais, incluindo eletronica, lubrificantes, metalurgia e fabricagdo de
aco''3. Misturado com argila em diferentes proporcdes forma parte da composicio do

lapis, com diversos graus de dureza.

2.5.2. Lapis grafite

O grafite do lapis detém na sua composicdo grafite e argila em diferentes
proporgdes, e um aglutinante (cera, resinas ou polimero), os quais sdo misturados com

agua e sometidos a pressdo a altas temperaturas para produzir finos bastdes. Este
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método, amplamente utilizado pelos fabricantes de lapis, foi desenvolvido pelo francés

Nicolas-Jacques Conté em 179514,

De acordo com a “escala de graus” europeia, lapis grafite sdo identificados com
letras que derivam de palavras em inglés, H (Hard que significa duros), HB (hard and
black), F (Fine Pointe que significa ponta fina) e B (Black que significa
escuro/carregado) e, com numeros que variam de 1 a 9, para indicar o grau de dureza ou
macies e 0 grau de tonalidade do mais claro ao mais escuro!'>'®, Como mostrado na
Figura 13, os lapis do tipo H, sdo mais duros, tem mais argila e apresentam um tom
mais claro enquanto escrevem e nem deixam uma marca no papel. Os l&pis do tipo B
sd0 mais suaves, contém mais grafite e apresentam um tom mais escuro. O lapis HB
contém partes iguais de grafite e argila, 0 que da uma densidade de linha média durante
a escrita. E facil de apagar, e é por isso que é usado por criancas para melhorar sua
caligrafia na escola. No entanto, o lapis F, bastante semelhantes por natureza ao HB,

tem um ponto mais fino e mais duro.

CVERFEREERE
L VRV EREFEREEREREEEDS

9H 84 7H 6H 5H 4H 3H 2H H F HB B 2B 3B 4B 5B 6B 78 8B 9B

mais duro mais macio

Figura 13. Tonalidade dos diferentes tipos de lapis, imagem adaptada da Ref. 117.

Os tons dos lapis sdo baseados na quantidade de argila e grafite usadas em sua
produgdo. Se a quantidade de grafite for maior, o l&pis terd uma ponta mais macia,
enquanto, se a argila for maior, o lapis terd uma ponta mais dura. Embora essa relacéo
dependa do fabricante, para fins comparativos, a Tabela 2 mostra a composicdo de

grafite, argila e aglutinante para os lapis da marca Staedler2,
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Tabela 2. Composicédo dos lapis grafite da marca Staedtler.

rpo % % %%

grafite argila  aglutinante grafite argila  aglutinante
9H 41% 53% 5% F 66% 28% 5%
8H 44% 50% 5% HB 68% 26% 5%
H 47% 47% 5% B 71% 23% 5%
6H 50% 45% 5% 2B 74% 20% 5%
S5H 52% 42% 5% 3B 76% 18% 5%
4H 55% 39% 5% 4B 79% 15% 5%
3H 58% 36% 5% 5B 82% 12% 5%
2H 60% 34% 5% 6B 84% 10% 5%
H 63% 31% 5% 7B 87% 07% 5%

2.5.3. Aplicagdes como eletrodos

Recentemente, o lapis grafite vém, ganhando popularidade como material de
eletrodo, recebendo a denominagdo de “Eletrodos de Lapis Grafite” (do inglés Pencil
Graphite Eletrode - PGEs)!*®. Comparado com outros eletrodos a base de carbono, tais
como eletrodo de carbono vitreo e pasta de carbono, PGEs sdo mais baratos, podendo
ser descartaveis, apresentam boa rigidez mecénica que permite seu polimento para
renovar a superficie do eletrodo, fornecendo resultados reprodutiveis!!®.

Os primeiros relatos de utilizacdo de lapis de grafite para producéo de eletrodos
sdo datados de 1931'%°. Neste, o grafite, de aproximadamente 2,6 mm de didmetro e 2
cm de comprimento, foi removido do lapis 4B, inserido dentro de um tubo de vidro,
selado com ajuda de uma cera e em seguida preenchido com mercurio, e utilizado na

determinacéo de quinidrona.

A partir desse artigo, varios outros foram surgindo nos ultimos tempos,
conforme mostra o grafico da Figura 14, resultante da pesquisa na base de dados
SCOPUS (acessado no dia 20/06/2018 as 16:58), utilizando as palavras chave: Pencil
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Graphite Electrode. Como pode ser observado, houve um crescimento quase-

exponencial a partir do ano 2000.

120 —

100

Nr de Publicacaes
3 S
| |
|

e
=
1

Mo
]
1

; . mmrﬂrmﬂ_ﬂ

L
1996 2000 2008 2012 2016

Ano

Figura 14. Histograma do namero de publicacdes indexadas no SCOPUS sobre
“Pencil Graphite Electrode " desde 1995, acessado no dia 20/06/2018 as 16:58.

Seguidamente serdo apresentados alguns trabalhos que utilizaram lapis grafite

como eletrodo de trabalho na construgdo de sensores e biossensores eletroquimicos.

O renomado professor Joseph Wang, e seus colaboradores, demonstraram em
um estudo publicado em 2000, a elevada sensibilidade dos lapis B, F, HB, H, 4H, e 6H
para medicdo direta de ADN (&cido desoxirribonucleico) e ARN (&cido ribonucleico)
por potenciometrial?*, Os mesmos autores relataram um ano depois que essas
superficies sdo passiveis de modificacdo. Assim, a partir da imobilizacdo de um
oligonucleotideo na superficie do eletrodo construiram um biossensor para deteccdo

eletroquimica de hibridizagio de ADN%,

Outro biossensor foi construido para detec¢do da mutagdo de fator V Leiden em

2003. Desta vez, nanoparticulas de ouro (AuNPs) conjugadas com um dos
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oligonucleotideos, permitiu a confirmagéo da hibridizacdo atraves do sinal de oxidacdo
do ouro no PGE*%,

Filme de poli(amaranto) sintetizado eletroquimicamente sobre eletrodo de
grafite demonstrou ser sensivel e seletivo na determinacdo de dopamina na presenca de
acido urico'?. Ainda fazendo uso do método de eletrodeposicdo foram obtidas
estruturas granulares pouco definidas de ouro na superficie de lapis grafite 2B; essa
superficie foi entdo empregada para quantificar L-Dopa e acido ascorbico em extratos

de folhas e sementes de Mucuna pruriens'?>,

A maioria dos trabalhos reportados na literatura descrevem melhorias
significativas no desempenho dos eletrodos de lapis grafite com a utilizacdo dos
nanomateriais. Em decorréncia do pequeno tamanho, essas estruturas, geralmente,
conferem uma maior area eletroativa, promovem reacdes de transferéncia de elétrons,
diminuem sobrepotenciais, e ainda favorecem a reversibilidade de alguns processos.
Assim, um biossensor a base de ADN e AuNPs foi construido para deteccao de Bacillus
cereus (uma das bactérias causadora de intoxicacio alimentar)'?s. Outro sensor
eletroquimico ultrassensivel para determinacdo do Bisfenol A foi desenvolvido
modificando a superficie de PGE com AuNPs/polivinilpirrolidona®’.

Além das AuNPs, os nanotubos de carbono também tém sido amplamente
utilizados para modificar PGEs. Um sensor eletroquimico ndo-enzimatico para glicose
foi preparado modificando o eletrodo com (E)-4-((5-metiltiazol-2-il)diazenil)-N-
fenilanilina (MDPA) e nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWNTS)!?.
MWCNTs também foram utilizados com polianilina (PANI) e a enzima lacase na

construcio de eletrodos para biocélulas a combustivel enzimaticas (EBFCs)*?8,

Em 2018, Stradolini e colaboradores avaliaram 20 diferentes composicdes de
lapis grafite a fim de determinar o melhor desempenho para oxidacdo de propofol
(farmaco utilizado como anestésico geral). Nesse estudo eles demonstraram que ao
aumentar o teor de grafite melhora a sensibilidade do eletrodo, mas por outro lado, ao
aumentar a quantidade de argila diminui o efeito de adsor¢do da molécula na superficie

o que consequentemente melhora a repetibilidade entre as medidas'?.

Diante do exposto, lapis grafite modificado ou sem modificar se mostra

adequado como material de eletrodo para um grande nimero de analitos. Eles fornecem
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boa sensibilidade e reprodutibilidade, e representam uma alternativa viavel a outros
eletrodos como ouro, carbono vitreo, platina, devido as suas propriedades elétricas
comparaveis, mas principalmente por seu baixo custo e facil disponibilidade,

possibilitando aplicacdes descartaveist%13t,
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3. Parte Experimental

Imagem MEV das estruturas de ouro eletrodepositadas sobre EIC.
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3.1. Reagentes

Todos os reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram de grau
analitico (P. A.). Ouro em po, cloreto de potassio (KCI), hexacianoferrato (I11) de
potassio (KsFe(CN)s), hexacianoferrato (1) de potassio (KsFe(CN)s), 2,2-bis (4-
hidroxifenil) propano (Bisfenol A, BPA), solucdo de Nafion® 117 (~5% m/v), etanol
(>99,9%), e a enzima tirosinase (Tir) extraida de cogumelos foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Dihidrogenofosfato de sodio anidro (NaH2PO4) e hidrogenofosfato de
sodio heptahidratado (Na2HPO4-7H20), utilizados na preparagcdo da solugdo tampéo
fosfato (TF) foram obtidos da empresa Tedia Brazil. As solu¢bes aquosas foram
preparadas utilizando agua ultrapura, obtida a partir de um sistema de purificacdo Milli-
Q da marca Millipore (resistividade > 18,2 MQ-cm a 25 °C). A solucdo de &cido
clorodurico (HAuCIy) foi preparada a partir da dissolucéo de ouro em pé de 99,99 % de
pureza em agua regia, e posterior diluicdo para obter uma concentracéo de 6 g-L~! (= 30
mmol-L). O pé liofilizado da enzima tirosinase foi dissolvido em solugdo tamp&o

fosfato 0,1 mol-L%, pH 7,0, numa concentracéo de 8,66 mg-mL~! ou 834 pkat-mL1.

3.2. Técnicas utilizadas na preparacdo e caracterizacao do biossensor

3.2.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é a técnica mais comumente utilizada para adquirir
informacgdes sobre os processos eletroquimicos. O perfil do voltamograma revela
informacBes sobre a termodindmica de processos redox, a cinética de reacOes
heterogéneas de transferéncia de elétrons, a presenca de reacdes quimicas acopladas e a

influéncia de processos adsortivos!®2,

Durante o experimento de VC, uma varredura de potencial na forma de uma
onda triangular é aplicada sobre o eletrodo de trabalho estacionario mantido em repouso
na solucdo eletrolitica'®®. Essa onda triangular produz a varredura no sentido direto e
depois no sentido inverso como mostra a Figura 15A. O potencial no qual ocorre a
reversdo € chamado de potencial de inversdo. Dependendo da informacdo desejada,
podem ser realizados ciclos individuais ou maultiplos ciclos consecutivos. Durante a
varredura do potencial, 0 potenciostato registra a corrente que é gerada como funcgéo do

potencial aplicado, esse grafico é conhecido como voltamograma (Fig. 15B).
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Figura 15. A) Sinal de excitacéo de potencial versus tempo empregados na voltametria

ciclica. B) Voltamograma obtido para um sistema reversivel.

O tipo de voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox da espécie
de interesse, o que faz da voltametria ciclica uma ferramenta valiosa para estudos de
mecanismos. Existem dois componentes principais que determinam as reacdes que
ocorrem no eletrodo: o transporte difusional do analito do seio da solucdo para a
superficie do eletrodo, e a transferéncia heterogénea de carga entre o analito e o

eletrodo. Em alguns casos ainda podem ocorrer rea¢es quimicas acopladas.

Os parametros a serem considerados em um voltamograma ciclico sdo o
potencial de pico catddico (Epc), o potencial de pico anddico (Epa), a corrente de pico

catddica (ipc), e a corrente de pico anddica (ipa).

Para cinéticas de transferéncia de elétrons rapidas, a constante (Ks > 10!
cm-s1), o processo se torna reversivel, ou seja, os picos de corrente catodico e anddico
sdo aproximadamente iguais em valores absolutos, mas com sinais opostos!®*. Nesse
caso a diferenca entre os potenciais de pico (AEp), deve ser proximo a 0,059/n (que
provém da equacgdo de Nernst), onde n é o nimero de elétrons envolvido na reagéo. As
informagBes quantitativas sio obtidas a partir da equagdo de Randles-Sevcik!®, que a

25 °C consiste em:

ip = (2,69x10%) n?3 ADoY2C, V12 (Eq. 1)
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Onde n é o ndmero de elétrons envolvidos no processo, A é a area do eletrodo (cm?), Do
é o coeficiente de difusdo (cm?-s), Co é a concentragido da espécie em solucdo
(mol-cm?) e v é a velocidade de varredura (V-s). De acordo com essa expresséo, para
um processo reversivel controlado por difusdo, a corrente aumenta proporcionalmente

com a raiz quadrada da velocidade de varredura.

Outros critérios para avaliar a reversibilidade sdo a razdo da corrente de pico
anodica e catodica (ipa/ipc) igual a unidade e independente de v, e a ndo variagdo do
potencial de pico (Ep) com a velocidade de varredura, a razdo ip/vt? se mantem
constante e independe de v*.

A auséncia de pico na varredura reversa € a principal caracteristica de sistemas
irreversiveis, isto geralmente acontece quando a cinética de transferéncia de elétrons é
lenta (Ks < 10~° cm-s1). Neste caso, o coeficiente de transferéncia denotado pela letra
“o” ¢ incluido na expressdo da corrente (o valor de a oscila entre 0,3 - 0,7; pode ser

utilizado 0,5 quando o valor exato n&o for conhecido)*34,

ipc = (2,99x10%) n(an)*? ACo DY2 v1/2 (Eq. 2)

Outra caracteristica de processos irreversiveis é o deslocamento do pico com o
aumento da velocidade de varredura. De acordo com a teoria de Laviron'®, o potencial

de pico € proporcional a velocidade de varredura como expressa a seguinte equacao:

E,=E% — %

p ongF

K° angFv\1/2
[0,78—lnD1/2 +ln( o ) ] (Eq. 3)

F, R e T sdo a constante de Faraday, constante de gases e temperatura,

respectivamente.

Para uma reacdo eletrodica quase reversivel (101> Ks > 10~° cm-s™), a corrente
é controlada tanto pela etapa de transferéncia de massa como pela etapa de transferéncia
de carga'®. Neste caso, o pico na varredura no sentido inverso esta presente, porém

AEp excede o valor de 0,059/n.
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Nesta tese, a técnica de voltametria ciclica foi utilizada para realizar a
eletrodeposi¢éo do ouro sobre o eletrodo impresso de carbono, e para avaliar a resposta

do biossensor na oxidacao do BPA.

3.2.2. Cronoamperometria

A cronoamperometria (CA) é uma técnica eletroquimica que mede a corrente
gerada, pela oxidacao ou reducao de espécies devido a um potencial aplicado em funcgéo
do tempo (t)*3¢. O potencial no eletrodo de trabalho parte de um valor no qual nenhuma
reacdo faradaica ocorre (E1) a um potencial no qual o analito serd oxidado ou reduzido
(E2), (ver Fig. 16).

=3

E;

1

0 tempo

Figura 16. Degrau de potencial aplicado no eletrodo de trabalho, adaptado da
Ref.136.

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato da
marca Autolab (modelo PGSTAT128N) controlado pelo software NOVA 2.0.1.

3.2.3. Difracao de raios X
A difratometria de raios X (XRD) é uma das principais técnicas utilizadas na
caracterizagdo de materiais cristalinos. Ela é utilizada principalmente para identificacéo

da fase do cristal e pode fornecer informagdes sobre as dimensdes da célula unitaria®’.
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Os raios X sdo uma forma de radiacdo eletromagnética de alta energia, entre 100
eV até 100 keV, numa faixa de pequenos comprimentos de onda, entre 0,01 a 10

nanémetros, 0s quais correspondem a ordem dos espacamentos atdmicos nos solidos'*,

Quando um feixe de raios X, de comprimento de onda, A, incide sobre um
material sélido com um certo angulo (6), uma fracdo desse feixe serd difratada pelos
elétrons que estdo associados a cada &tomo ou ion que se encontra na trajetoria do feixe,

como mostra a Figura 17.

raios X incidentes raios X difratados

.

"

.
B
t'.
.
.
o‘.

o

2dsend

seno

Figura 17. Fendmeno da difracdo de raios X em um cristal, adaptado da Ref. 137.

Quando é gerada uma interferéncia construtiva dos feixes que sdo difratados

se cumpre a Lei de Bragg'®, que pode ser expressa segundo a equagio:

nl=2dsen0 (Eq. 4)

Essa equacéo relaciona o comprimento de onda da fonte de raios X utilizado (a
fonte mais usada é de cobre, Cu, A = 0,154184 nm) com a distancia interplanar (d) entre
os planos cristalinos determinados pelos indices de Miller (hkl). Onde n é um numero

inteiro.

Na Figura 18 é apresentada as partes principais de um difratbmetro, o qual esta
constituido basicamente de uma fonte de raios X, um porta-amostra, um goniémetro, e
um sistema detector. A fonte € mantida fixa, enquanto a amostra gira a 6°/min e o

detector gira a 26°/min. A intensidade dos raios X difratados é gravada continuamente a
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medida que a amostra e o0 detector giram através de seus respectivos angulos. Um pico
de intensidade ocorre quando o material contém planos de redes com espagamentos “d”

apropriados para difratar raios X naquele valor de 6.

O detector faz uma varredura dos angulos em torno da amostra, a fim de coletar
e medir a posicdo e a intensidade dos feixes difratados. A posi¢do angular (20) ¢ a
intensidade do feixe difratado produzem um padrdo bidimensional, o difratograma, que

é caracteristico de cada material (impresséo digital).

80¢ 100°

Figura 18. Diagrama esquematico do difratdmetro de raios X, adaptado da Ref. 138.

Neste trabalho, as medic¢Ges de difracdo de raios X das amostras em po foram
realizadas no equipamento Siemens Kristalloflex D500, usando radiagdo com o
comprimento de onda da linha Ka do cobre, & = 0,15418 nm, com tenséo de 40 KV e
corrente de 17,4 mA, monocromador de grafite no feixe secundario. As medig¢des foram
realizadas a temperatura ambiente, com angulo inicial de 30° e angulo final de 80°, A20
= 0,05° e um incremento de 0,03° a cada segundo. Com fenda de divergéncia = 1,0 mm

e fenda receptora = 0,15 nm.
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3.2.4 Microscopia eletronica de varredura

A resolugdo do olho humano é de aproximadamente 0,2 mm a uma distancia
padrdo de 25 cm, o que significa que, a 25 cm de distancia, o olho humano é capaz de
discriminar linhas claras e escuras alternadas distantes entre si 0,2 mm. O limite de
resolucdo dos microscépios Opticos estd entorno de 0,2y, cerca de 1000 vezes em
relacdo ao olho humano. Com o desenvolvimento do microscépio eletrénico, o poder de
resolucéo foi aumentado para cerca de 100 mil vezes em relacdo ao olho humano. Esse
aumento significativo na resolucdo dos microscopios eletrénicos é devido a utilizacdo
de feixe de elétrons ao invés da luz utilizada nos microscopios épticos. O comprimento
de onda associado ao elétron € muito menor (0,005 nm) comparado ao comprimento de
onda da luz (0,55 nm).

Em forma geral as imagens de microscopia eletrénica sdao consequéncia das
interagdes dos elétrons acelerados com a matéria, e da inerente carga elétrica do elétron.
Os microscopios eletronicos usam feixes de elétrons proveniente de uma fonte de
emissdo, filamento de tungsténio (W) ou uma fonte de hexaboreto de lantanio (LaBs),
com certa intensidade e comprimento de onda definido, que gera diversos tipos de
sinais, que quando captadas corretamente irdo fornecer informacGes caracteristicas
sobre o material analisado. Como representado na Figura 19, quando um feixe primario

incide sobre a amostra diferentes sinais podem ser emitidos°.

FEIXE INCIDENTE

. elétrons elétrons
elétrons L
lhad secundarios Auger
Catodoluminescéncia  retroespalhados
T .
2 Raios X
/ o e|etr0""5
espalhamento inelastico absorvidos
elastico

Feixe transmitido

Figura 19. Representacé@o esquematica das interacOes do feixe de elétrons com a
amostra no microscoépio eletrénico, adaptado da Ref. 140.
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Na microscopia eletrénica de varredura (MEV) os sinais de maior interesse para
a formacéo da imagem sdo os elétrons secundarios e os retroespalhados, sendo estes
ultimos os de maior energia. Os elétrons secundarios, com energia inferior a 50 eV, sao
produzidos a partir de interacdes inelasticas. A emissdo de elétrons secundarios no
MEV proporciona informacdo detalhada sobre a topografia da amostra, uma vez que a
maioria do sinal esta confinado a uma regido da superficie proxima do feixe incidente.
Por outro lado, os elétrons retroespalhados possuem alta energia e sdo originados de
interacdes de espalhamento eldstico com os atomos da amostra. Os elementos com
namero atdbmico elevado refletem os elétrons mais intensamente que os elementos com
baixo nimero atbmico, portanto, aparecem mais brilhantes na imagem, deste modo os
eletrons retroespalhados sao utilizados para detectar contraste entre areas com diferentes

composicdes quimicas.

Através da emissdo de raios X é possivel obter a composicéo quimica elementar,
a nivel semi-quantitativo, além de mapear a presenca dos elementos em determinadas

regibes da amostra.

A Figura 20 mostra os componentes basicos de um microscopio eletrdnico de
varredura. Como pode ser observado, antes de incidir sobre a amostra, o feixe de
elétrons passa por um conjunto de lentes eletromagnéticas: as lentes condensadoras, que
permitem diminuir o didametro do feixe, e as lentes objetivas que tem por finalidade
ajustar o foco do feixe sobre a amostra. Entre as lentes condensadoras e objetivas estdo
localizadas, em geral, dois pares de bobinas de deflexdo eletromagnéticas (bobinas de
varredura), que movem o feixe de elétrons nas direcdes “x” e “y” sobre a superficie da
amostra coletando as informacg6es devido as interacfes elétron-amostra em cada ponto
incidente da superficie. O sistema estd constituido ainda de um detector que envia a

informacdo ao sistema de visualizacao.
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Figura 20. Esquema genérico de um microscopio eletrénico de varredura, adaptado da
Ref. 138.

Neste trabalho, os eletrodos modificados foram caracterizadas utilizando um
microscopio eletrénico de varredura marca JEOL JSM 6060, usando voltagem de 10 a
20 KV, corrente de filamento de 2.72 A, e vacuo no intervalo de 10 - 102 Pa.
Também foi utilizado o microscépio Eletrénico FEB-SEM Auriga, usando voltagem de
15 KV na coluna Gemini®, com resolucdo nominal de 1 nm, e tensdo entre 4 pA - 20
nA. As amostras em p6 foram fixadas na superficie de um stub (porta-amostra de
aluminio), com auxilio de uma fita de carbono dupla face. Na preparacdo das amostras
de lapis foi necessario um cuidado especial ao cortar a porcéo de grafite, especialmente
aqueles que detém maior porcentagem de grafite na sua composi¢do, pois sdo mais

moles, macios e esfarelam facilmente.

3.2.5. Microscopia eletronica de transmissao

Enquanto a microscopia eletronica de varredura cria a imagem detectando
elétrons refletidos, a microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) usa elétrons
transmitidos (elétrons que passam pela amostra) para criar a imagem*. Como
resultado, o0 MET oferece informacdes valiosas sobre a estrutura interna da amostra,

como a estrutura cristalina, relagcbes de orientacdo entre fases, a morfologia, defeitos,
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enquanto o MEV fornece informagdes sobre a superficie da amostra e sua composicao.
A preparacdo da amostra, por tanto, também é diferente, ela deve ser extremadamente
fina para MET, para que os elétrons possam atravessa-la facilmente, interagindo
levemente com ela. Pequenas telas metalicas (ou grids), de 3 mm de diametro, sdo
utilizadas como suporte.

Um microscopio eletrénico de transmissdo estd constituido de uma coluna
mantida a alto vacuo (10 mm Hg), na qual estdo contidos um canhéo de elétrons, um
sistema de lentes condensadora, uma lente objetiva, lentes intermediarias e lente

projetora, como representado na Figura 21A.

Um sistema de alta tensdo com grande estabilidade, fornece uma corrente
necessaria para as lentes, as quais podem ser de tipo eletromagnético ou magnético. A
fonte de elétrons pode vir de uma fonte de emisséo termi6nica, de uma fonte de emisséo
de campo (field emission) o de uma fonte mista, sendo acelerados por um potencial da
ordem de dezenas de KV em vécuo, e com uma densidade de corrente no intervalo de 5
x 10*a 10° A-m™2,

Os elétrons ao sairem da fonte, passam pelo sistema de lentes do condensador
em duas orientagdes, a paralela e a desfocada. No caso do feixe incidindo paralelamente
a amostra, esta ilumina uma maior area da amostra e consequentemente produz uma
intensidade menor. No entanto, o feixe desfocado ilumina uma regido menor da amostra
mais com uma intensidade maior. Apds atravessar a “grid” contendo a amostra, o feixe
transmitido passa pela lente objetiva, a qual fornece uma imagem inicial ampliada do
objeto no plano da imagem intermediaria 1; uma lente intermediaria fornece uma
segunda imagem ampliada, no plano da imagem intermediaria 2. Finalmente, 0s
elétrons transmitidos passam pela lente projetora e atingem uma tela fluorescente
formando uma imagem nitida e ampliadal*. A combinagdo de condicbes de apertura
das lentes possibilita ajustar a incidéncia do feixe na amostra, que permite o ajuste do
angulo de convergéncia, intensidade e coeréncia. A Figura 21A mostra o trajeto dos

raios para a formacéo da imagem do objeto.

Para obtencéo de padrdes de difracdo, ver Figura 21B, as lentes intermediarias e
projetora devem ser removidas, permitindo que o plano focal anterior a primeira

imagem seja projetada na tela fluorescente. Dessa forma, é possivel a obtencdo de
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informacdo local cristalografica, como a indexacdo dos planos de difracdo, alem da

determinacéo da direcdo de crescimento da amostra®4°,

Lente objetiva

Abertura da objetiva s,

Imagem
Intermediaria I1

Imagem final

A ~gf———  Espécime —"%
b I
< Aaith 1o "t
|
Imagem o)
Intermediaria I [——YN ﬁ - —-—1
Mudanga de ’ } :.\
intensidade /
i
J
4.0
Pl /C W) =
intesidade /
fixa tl
/-padrﬁo de
- Tela difragio

Sae

Figura 21. A) Representacao do trajeto do feixe para a formacéo da imagem do objeto.

B) Representacdo do trajeto para formar a imagem de difracdo, adaptada da Ref. 140.

Neste trabalho, as imagens de microscopia eletrénica de transmissdo foram

obtidas em um equipamento JEOL JEM 2010 operado a uma tensdo de 200 KV. As
amostras foram depositadas sobre grids de cobre de 300 mesh e de 3 mm de diametro,

as quais estdo recobertas por um filme fino de carbono de aproximadamente 15 nm de

espessura.
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5. Conclusoes

Imagem MEV das estruturas de ouro eletrodepositadas sobre EIC.
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Com base nos experimentos realizados, chegaram-se as seguintes conclusoes:

A eletrodeposicdo de ouro sobre eletrodo impresso de carbono, aplicando um
potencial constante de — 0,6 V durante 600 segundos, permitiu a formacdo de
microestruturas semelhante a folhas bem definidas. Por outro lado, quando a reducéo do
acido cloroaurico foi conduzida através da técnica de voltametria ciclica a 200 mV-s™,
as estruturas adquiriram formas diferentes, mais globulares, distribuidas uniformemente,

porém isoladamente na superficie do eletrodo.

Utilizando o par redox Fe(CN)s*/Fe(CN)s*, foi constatado que as estruturas em
forma de folhas na superficie do eletrodo aumentaram significativamente a intensidade
de corrente, devido ao aumento da area superficial. A separacdo dos potenciais de pico
(AEp) também foi afetada, foi evidenciada uma diminuicdo para valores mais proximos
do valor tedrico de 59 mV para processos reversiveis, 0 que denota que essas estruturas
além de fornecer maior area efetiva, melhoraram significativamente a reacdo de

transferéncia de elétron.

As nanoestruturas serviram de plataforma para a imobilizacdo da enzima
tirosinase, a qual, concomitantemente com a morfologia do ouro criou um ambiente

favoravel para a adsorcdo do BPA.

Nafion/Tir/Au/EIC apresentou boa faixa linear, baixo limite de deteccao,
excelente estabilidade e reprodutibilidade. Manteve sua atividade por aproximadamente
6 meses, demonstrando que o processo de preparacdo foi eficiente, uma vantagem do

biossensor proposto para deteccdo de BPA.

O estudo com possiveis substancias interferentes no sinal de oxidacdo do BPA
(KCI, KNO3, NaCl, glicose, dopamina, e acido ascorbico), mostrou que, apesar da
dopamina apresentar um ligeiro aumento na intensidade de corrente, por apresentar pico
de oxidacdo préximo ao do BPA, ndo houve variacdo significativa na corrente, com
desvio padrao relativo abaixo de = 5%, demostrando, deste modo, que o0 biossensor

mostrou-se eficaz.

O biossensor mostrou uma aplicacdo pratica na determinacdo do BPA em
amostras de agua pelo teste de recuperagdo em amostras de agua mineral e da torneira.
Com uma taxa de recuperacdo média e desvios padrdo relativos aceitaveis, estes
resultados indicam a potencialidade do biossensor desenvolvido para a detec¢do de BPA

em amostras de agua.
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A eletrodeposicdo de ouro sobre o lapis grafite, levou a formacdo de
microestruturas dendriticas, as quais mostraram-se promissoras para a eletrooxidacéo do

BPA em meio bésico.
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