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RESUMO

Titulo: Determinaciio seletiva de p-nitrofenol com eletrodo de carbono

vitreo recoberto com membrana de Nafion.

Autor : Percy Calvo Marzal
QOrientador - Prpf. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Palayras chave: eletrodo quimicamente modificado, p-nitrofenilfosfato, fosfatase
acida, voltametria de pulso diferencial.

A presente dissertaggo descreve o desenvolvimento de um eletrodo modificado
para a determinag3o seletiva de p-nitrofenol (pNF) e sua aplicagio em determinagdes
de atividade enzimética de fosfatases acidas, cujo substrato € o p-nitrofenilfosfato
(PNFF).

Inicialmente foi estudado o comportamento eletroquimico do pNF sobre a
superficie do eletrodo de carbono vitreo utilizando a técnica de voltametria de pulso
diferencial. As condigdes otimizadas para a redugdo do grupo nitro foram: amplitude
de pulso de 25 mV, velocidade de varredura de 10 mV s tampéo fosfato 0,1 mol L™
¢ pH entre 4 ¢ 6. O eletrodo apresentou uma faixa de resposta linear de 2,0 107 a
1,9 10* mol L para o pNF, com eletrodo sem modifica¢do. Entretanto, o pNFF
apresentou um potencial de redugo muito proximo do pNF, interferindo na resposta
eletroquimica. A eliminagio da interferéncia do pNFF foi obtida recobrindo a
superficie do eletrodo de carbono vitreo com uma membrana de Nafion. Um volume
de 25 uL de uma solugdio de Nafion 5% (m/v) foi suficiente para formar um filme
sobre a superficie do eletrodo para eliminar a interferéncia do pNFF. Contudo a
presen¢a da membrana de Nafion provocou uma diminuigdo na sensibilidade de 18,5
para 8,8 pA mmol” L e um aumento no limite de detecgdio de 14,86 para 17,08
pmol L™ para a determinago de pNF. Este comportamento foi atribuido 4 diminui¢io
da constante de velocidade de transferéncia de elétrons (ke), e demonstrado através do



estudo cinético com o eletrodo de carbono vitreo recoberto com membrana de Nafion
(kr = 3,34 10" cm s™) em comparagio com o eletrodo de carbono vitreo sem
membrana (ke = 7,67 10° cm s™). O eletrodo de carbono vitreo recoberto com
membrana de Nafion mostrou um intervalo de resposta linear de 2,0 10 a 2,3 10
mol L para o pNF, ajustado pela equaggo:
Ip = 0,157(20,015) + 0,0089(0,0001) [pNF]

para N = 22, com um coeficiente de correlagdo linear de 0,9984.

O eletrodo de carbono vitreo recoberto com membrana de Nafion foi
empregado para a determinagdo da atividade enzimatica da fosfatase acida de semente
de mamona sendo o valor de Ko encontrado de 0,31 mmol Lo que € da mesma

ordem de grandeza ao obtido pelo método espectrofotométrico reportado na literatura
cujo valor foi de 0,52 mmol L.



ABSTRACT

Title: Selective Determination of p-nitrophenol with glassy carbon electrode

covered with Nafion membrane.

Author : Percy Calvo Marzal
Supervisor : Lauro Tatsuo Kubota

Key-words: chemically modified electrode, p-nitrophenilphosphate, acid phosphatase,
differential pulse voltammetry.

The development of a modified electrode for the selective determination of p-
nitrophenol (pNP), as well as its application in the determination of enzyme activity of
acid phosphatase , which the p-nitrophenilphosphate (pNPP) is the substrate, is
described in this dissertation.

Initially the electrochemical behavior of the pNP on the glassy carbon electrode
surface using the differential pulse voltammetry technique was studied. The optimized
conditions for nitro group reduction were: pulse height of 25 mV, scan rate of
10 mV 57, 0.1 mol L phosphate buffer with pH between 4 and 6. The electrode
showed a linear response range of 2.0 10° a 1.9 10 mol L™! for pNP, before electrode
modification. However, pNPP showed a reduction potential peak very closed to the
PNP peak, interfering in the electrochemical response. The pNPP interference was
eliminated covering the surface with a Nafion membrane. A volume of 25 ul. of a 5%
(m/v) Nafion was enough to form a film on the electrode surface for pNPP interference
elimination. However the Nafion membrane provoked decrease in the sensitivity from
18.5 to 8.8 pA mmol™ L and an increase in the detection limit for 14.86 to 17.08
umol L™ for pNP determination. This behavior was attributed to the decreasing in the
electron transfer constant (kg), demonstrated by the kinetic study with the electrode
covered with the Nafion membrane (ke=3.34 10 cm s™) in comparison to the naked

electrode (ks = 7.67 10® em s™). The glassy carbon electrode covered with Nafion



X

_ membrane showed a linear response from 2.0 10 t0 3.3 10™ mo) L™ for pNP, adjusted
~ by the equation Ip = 0. 157(:tO 015) + 00089(:!:0 0001) [pPNF], for N = 22 with a
correlation coefficient of 0.998. ,

The modified electrode was employed for deterrmnatton of enzyme activity of
aCId phosphatase from castor bean (Ricinus communis L. ., IAC-80) found a Km value

of 0.31 mmol L, that is in agreement to that obtained ‘with specirophotomemc
method wl:uch is 0.52 mmol L™,
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Eletrodos Quimicamente Modificados 1

1. ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS (EOM).

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido por
Murray e col.[1] em 1975 para designar eletrodos com espécies quimicamente
ativas, deliberadamente imobilizadas em suas superficies, com o objetivo de pré-
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solugdo. A
modificacio da superficie do eletrodo, forma de impor e controlar sua reatividade
e/ou seletividade, possibilita o desenvolvimento de eletrodos para varios propdsitos
¢ aplicacdes.

Os primeiros trabalhos envolvendo a preparagéio de eletrodos com superficies
modificadas surgiram no inicio da década de 70. Até entdio s6 eram utilizados
eletrodos de materiais ditos “inertes” tais como carbono, ouro, platina € mercirio.

O primeiro exemplo de uma modificagdo deliberada da supetficie de um
eletrodo foi o trabalho de Lane e Hubbard[2]. Estes pesquisadores adsorveram na
superficie de eletrodos de platina varias olefinas funcionalizadas, explorando a
propensio de grupos alceno quimissorverem sobre este metal. Neste trabalho
pioneiro foram feitas observagdes importantes. Por exemplo, foi verificada a
capacidade do 4cido 3-alil-salicilico coordenar seletivamente o ferro, em fungéio do
potencial aplicado. Este fato foi a primeira indicagdo da utilidade analitica de
eletrodos quimicamente modificados, pois demonstron a capacidade de um grupo
imobilizado complexar um ion metélico, e também a possibilidade de se direcionara
coordenagdo através da escolha do potencial aplicado.

Em 1975[3] foi publicado um trabalho descrevendo a construgdo de um
eletrodo de grafite com superficie quiral usado para eletro-sintese de 4lcoois
assimétricos a partir da redugio de cetonas. A superficie do eletrodo de grafite, que
conter grupos carboxilicos, foi modificada através da ligagio de aminodcidos
opticamente ativos via ligag3es amida, produzindo uma regifio interfacial quiral e
estavel para reagdes eletroquimicas. Também em 1975 surgiu o agora artigo classico
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de Murray e colaboradores[1] descrevendo a modificagdio quimica da superficie de
eletrodos de SnO, via organossilanos.

A partir destes trabalhos pioneiros, a preparag&o e utilizagio de EQMs tém se
expandido de forma bastante acentuada, como pode ser inferido pelo expressivo
namero de artigos publicados sobre este tema nos Gltimos anos. Além da
eletroandlise, que tem se destacado como uma das 4reas mais ativas neste campo, 0s
EQMs tém sido utilizados para outros fins que ndo analiticos, incluindo estudos
basicos de eletrocatalise, de cinética de transferéncia de clétrons, de permeagio de
membranas, sintese eletroorgénica e fotoeletroquimica.

Segundo a definigio de EQM dada pelo Compéndio de Terminologia
Quimica da IUPAC[4], EQM ¢é um eletrodo feito de um material condutor ou
semicondutor que é recoberto com um filme selecionado monomolecular,
multimolecular, iénico ou polimérico de um modificador quimico, que por meios de
reagdes faradaicas (transferéncia de cargas) ou diferengas de potencial interfacial
(nenhuma transferéncia de carga) exibem as propriedades quimica, eletroquimica
e/ou éptica do filme.

L1. ELETROANALISE.

A grande maioria das aplicagdes analiticas de EQMSs envolve técnicas
voltamétricas ou amperométricas. Entretanto também sio descritos na literatura
alguns casos de aplicagdio de EQMs como eletrodos fon seletivos.

Do ponto de vista analitico a sensibilidade e/ou seletividade de uma
determinagio deve aumentar com a utilizagio de um EQM para que seu uso seja
justificado. Isto pode ser obtido por meio de um ou mais dos seguintes fenémenos:
pré-concentragéo, eletrocatalise e exclusdo de interferentes. Em geral a obtengdo de
sensibilidades mais altas ocorre por pré-concentragdo da espécie de interesse ou por

eletrocatalise, sendo que a aplicagdo de qualquer destes principios resulta num



Eletrodos Quimicamente Modificados 3

aumento inerente da seletividade. Ganhos adicionais neste item podem ser
alcangados pela utilizagio de recobrimento com membranas pohmencas que
bloqueiam o acesso de espécies interferentes a superficie do eletrodo.

L 1.1. Eletrocatdlise.

Para compreender os fundamentos da eletrocatalise, & necessério introduzir o
conceito de sobrepotencial, uma vez que a eliminagéo dos efeitos do sobrepotencial
¢ uma meta quase universal no desenvolvimento de sensores eletroguimicos e
biossensores. Para um sistema redox perfeitamente reversivel, E,, = E’, qualquer
desvio deste comportamento ideal resultard num certo sobrepotencial (n), onde
N = E1» — E°; existira portanto, um sobrepotencial (N.gq) para uma dada voltagem,
que pode originar de uma combinagdo de quatro fontes, como o efeito de transporte
de massa (Mansferéncia masss), SObTEpoOtenciais de 1€a¢A0 (Mreacso), €feitos de resisténcia
(Nohmica) € Sobrepotenciais de ativagdo (Mativagso), Sendo que a tGltima forma
~ predomina quando eletrélitos proticos e eletrodos de trabatho de baixa resisténcia
sd0 usados.

Como em qualquer processo catalitico o objetivo da eletrocatélise & reduzir a
energia de ativagiio da reagdo, no caso uma reagdo envolvendo transferéncia de
elétrons. A oxidagdo ou redugfio de um substrato que apresenta uma cinética de
transferéncia de elétrons lenta, & superficie do eletrodo, pode ser mediada por um
sistema redox que pode trocar clétrons mais rapidamente com o eletrodo e o
substrato conforme esquematizado na Fig. I(a) e (b), reduzindo assim o
sobrepontencial de ativagdo. A Fig. I(a) mostra um esquema do processo de
transferéncia de carga eletrocatalitico para uma molécula soliivel sendo oxidada por
um mediador, que ¢ subseqiientemente re-oxidado na superficie do eletrodo. Este
mecanismo € resumido como um processo  quimico-eletroquimico.

Alternativamente, o mediador pode ser oxidado eletroquimicamente antes da sua
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reaglo com a substincia (exemplo ferroceno[5] Fig I(b)), que é conhecido como um

processo eletroquimico-quimico.

Medlador(md) Produto(OK)
() 2iezcl_pifR GOD o35 Clucose
4 \ 2Fecp,R* GOD .; luconolactona

Fig. L (a) Mecanismo da transferéncia de elétrons de uma biomolécula reduzida
para um mediador oxidado. (b) Diagrama esquemitico da oxidagdo da glucose
oxidase (GOD) mediada por ferroceno usado para a determinagéio de glucose.

Uma caracteristica comum dos processos eletroquimico-quimico e quimico-
eletroquimico € o mecanismo de regeneragdo catalitico que permite renovar o
mediador, proporcionando assim adicionais intera¢des com o substrato.

A redugdo do sobrepotencial de ativagdo aumenta a seletividade da medida
porque permite aplicagiio de potenciais de operagéio mais baixos, e a seletividade é
inversamente relacionada & magnitude do potencial aplicado. Isto porque assim fica
minimizada, ou mesmo eliminada, a possibilidade de que os potenciais de eletrélise
de outras espécies presentes sejam atingidos.

Os mediadores redox podem ser espécies orginicas (quinonas,

tetratiofulvaleno, tetracianoquinodimetano, etc.), compostos organometilicos
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(ferrocenos, flalocianinas, 6xidos de ruténio, metaloporfirinas, etc.) ou enzimas
(oxidase, déidrogenase, etc.) formando os biossensores. Estas espécies atuam em
solugdio ou no caso de EQMs, imobilizadas a superficie do eletrodo, podendo ser
utilizado mais de um mediador. Como exemplo tem-se eletrodos a base de grafite
espectroscopico, onde se tem imobilizado, covalentemente, a glucose oxidase para
determinagdo de glucose[6], o eletrodo de carbono impresso sobre PVC modificado
pela formaglio de compésito (tinta de carbono mais azul de Meldola) para
determinacdo de NADH[7], e eletrodo a base de grafite-epoxi modificado pela
formacdo de compoésito com tirosinase para a determinagdo de fenol e catecol[8].
Um biossensor ¢ um tipo de EQM ou eletrodo de fon seletivo no qual um processo
de reconhecimento bioquimico é acoplado a um transdutor eletroquimico
apropriado. A superficie do eletrodo é modificada pela fixacdo de um
biocomponente (por exemplo enzima, antigeno, anticorpo, planta ou tecido vegetal,
etc.) o qual funciona como um elemento de reconhecimento biolégico ou receptor
bioquimico.

1.1.2 Pré-Concentragdo.

A sensibilidade das técnicas voltamétricas e amperométricas é diretamente
relacionada a razéio corrente faradaica (ig)/ corrente capacitiva (i;). Os métodos que
incluem uma etapa inicial de pré-concentragio do analito, possibilitam um aumento

'na componente faradaica da corrente e portanto, elevam a sensibilidade da técnica
voltamétrica utilizada. Em geral a concentragdo da espécie acumulada é de 10 a
1000 vezes maior na superficie do eletrodo do que originalmente em solug&o[9].

A forma convencional de pré-concentragdo, principalmente para ions

metilicos, ¢ a eletrodeposi¢fo, mas sua aplicagdo em amostras reais esta sujeita a

interferentes, que sfo eletrodepositados juntamente com a espécie alvo, ou ao
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potencial de redugéio do ion de interesse, que prejudica a anilise quando for muito
negativo., |

Em um EQM o fenémeno de pré-concentragio envolve uma interagdo
quimica (complexagéo, troca i6nica, ligagio covalente) entre a espécic a ser pré-
concentrada ¢ um agente modificador imobilizado 3 superficie do eletrodo. Este
agente modificador, apresenta sob condig¢des especificas, envolvendo ou ndo a
aplicagdo de potencial, uma afinidade particular pela espécie alvo, o que confere
seletividade 4 medida voltamétrica. Alternativamente a pré-concentragdo pode ser
decorrente de um fendmeno de partigio. E o que ocorre com certas espécies
orginicas hidrofobicas que sofrem um processo de acumulacfio extrativa em
eletrodos de pasta de carbono. Por ser a pasta de carbono uma mistura de carbono
em pé com um liquido orgénico aglutinante (Nujol, Silicone, Vaselina, etc.), existe a
possibilidade de algum composto orginico eletroativo ser extraido pela pasta,
devido & sua solubilidade na fase orgénica. Ainda wma outra forma de pré-
concentragio € possivel, através da incorporagio de uma espécie anidnica em um
polimero condutor na forma oxidada carregado positivamente. Este processo,
conhecido como dopagem, ¢ induzido eletroquimicamente. Assim, podem-se citar
alguns exemplos de EQMs desenvolvidos para aplicagio em determinagdes
voltamétricas que envolvem etapa de pré-concentragio ndo eletrolitica, como o
eletrodo de pasta de carbono modificado pela formagio de compésito com silica
funcionalizada para a determinagio de Hg(Il) devido a acumulagdo por
complexagdo[10], eletrodos de pasta de carbono formando compdsito com sais
inorganicos (PbSO,) para a determinagdio de oxalato onde a acumulagiio € dada pela
troca ibnicafll], eletrodo de carbono vitreo recobertc com PVP (poli(4-
vinilpiridina) para determinar Au(Ill) também devido a acumulagiio por troca
iénica{12], eletrodo de platina modificado por adsorgdo de alilamina para a
determinagdo de ferroceno-carboxaldeido onde a forma de acumulagdo € por ligagso
covalente[13], entre outros exemplos de determinacio.
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L 1.3 Exclusdo de Interferentes.

A agdio de interferentes, inibindo on mascarando a resposta eletroquimica da
espécie de interesse, pode ser em geral devida a um ou mais dos seguintes
fenémenos:

(a) passivagio — adsorgio do interferente (espécies temsoativas ou
macromoléculas) & superficie do eletrodo, o que impede o acesso da
espécie de interesse ou reduz a velocidade de troca de elétroms, por
exemplo em fluidos blologlcos

(b) competi¢io do interferente com a espécie de interesse pelos sitios
ligantes existentes na superficie do eletrodo;

(c) eletrélise do interferente, pré-concentrado a superficie do eletrodo ou em

solugdio, em valor de potencial préximo ao potencial de eletrélise da
espécie de interesse.

Uma maneira de promover a exclusdo de interferentes, por meios fisicos, é
recobrir a superficie do eletrodo com uma membrana polimérica, que possa, com
base na carga e/ou tamanho, bloquear o acesso do interferente, sendo permedével &
espécie de interesse, Assim apenas esta chega até a superficie do eletrodo. Filmes,
tais como acetato de celulose ou Nafion®, tém sido utilizados para este fim. O
Nafion® é um ionémero perfluoro-sulfonatado poliani6nico, que tem a capacidade
de acumular cétions[14-22], e exibe permeabilidade scletiva pela acumulagdo de

' cations hidrofébicos grandes preferenciaimente do que cétions hidrofilicos
pequenos[17].

A permeabilidade seletiva do Nafion® também resulta da natureza
poliariiénica do filme, a qual faz uma barreira para anions[20] e de sua estrutura

microscépica de canais estreitos[23] que evita a penetragio de moléculas volumosas
tais como proteinas{15, 21].
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A estrutura geral do Nafion® & [24];

[(CF,CF,)5-CFCF,]_
(OCF,CF),,OCF,CF,SO;H
F;

Devido a estas propriedades, o uso do Nafion® tem permitido o
desenvolvimento de eletrodos modificados e biossensores que sdo aplicados na
determinagio seletiva de analitos especiais como por exemplo 6xido nitrico
(NOJ)[25], que é uma importante molécula bioreguladora responsavel pelo fator de
relaxamento do derivado de endotelium (EDREF). O oxido nitrico pode ser analisado
sem interferéncia do ion NO;,, devido ao processo de repulséo de carga usando um
microsensor, que foi construido com fibra de carbono e modificado com um
semicondutor tipo p de porfirina polimérica e Nafion, permitin eliminar a
interferéncia do ion NO,". Similarmente um sensor para glucose[26] para a avaliagio
in vitro ¢ in vivo do metabolismo do agiicar em cies, que foi preparado utilizando-se
como eletrodo de trabalho platina de 0,5 mm de didmetro recoberto com membranas
de poli(o-fenilendiamina) ¢ Nafion, que permitiu reduzir a interferéncia de
compostos presentes no fluido corporal. Neste caso a enzima glucose-oxidase em
uma matriz de albumina e glutaraldeido foi colocada na forma de sanduiche entre as
duas membranas. Um outro exemplo consiste na utilizagio de um eletrodo de
carbono vitreo recoberto com Nafion para a determinagio amperométrica de
' neurotransmisores catibnicos[27] sendo que seus potenciais interferentes, o acido
ascorbico e 4acido trico, foram eliminados pela repulsdo eletrostitica, j4 que estes
encontram-se carregados negativamente em pH fisiolégicos. |

‘Ja as membranas de acetato de celulose, atuam com base no tamanho das
espécies envolvidas e igualmente ao Nafion apresentam permeabilidade
seletiva[28-31]. A aplicacgdo de tais membranas deu origem ao principio do sensor

Yellow Springs Instrument, que foi o primeiro biossensor comercial para a medida
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de glucose em sangue[28). A seletividade foi alcangada através de uma membrana
ativada de acetato de celulose — glucose oxidase localizada sobre um 4nodo de
platina sensivel a H;0,, sendo que apenas as moléculas pequenas de H,0,, liberadas
via a reagdio especifica enzima — substrato, poderiam alcangar a superficie do
eletrodo e originar um sinal. Esta configuragio é amplamente considerada como um
método de referéncia para a determinagéo seletiva de glucose.

L2. PREPARACAO DE EQM.

A utilizaggo de EQMs ¢ uma 4rea em franco desenvolvimento e a cada dia
novos meétodos de preparagdo sdo descritos. Aqui sera feita apenas uma rapida
“abordagem deste topico, procurando-se dar uma visio bem geral dos métodos de
preparagdo mais comuns.

L.2.1. Eletrodo Base.

A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofreri a
modificagdo, é um aspecto muito importante da preparagio de um EQM. Este
eletrodo base deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também
ser adequado para o método de imobilizagdo selecionado. Entre os materiais
‘convencionais estfio o ouro, platina, carbono vitreo, mercurio na forma de filme,
pasta de carbono ¢ fibras de carbono. Carbono vitreo reticulado, polimeros,
condutores ¢ vidros condutores, estio incluidos entre os materiais menos usuais para

o eletrodo base.
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1.2.2. Métodos de Imobilizacdo do Modificador.
Adsorgdo

Adsorgdo ou mais apropriadamente quimissorgdo, foi 0 processo pioneiro ¢ é
a maneira mais simples de fixar um modificador ao substrato do eletrodo base.
Consiste na dissolugio do agente modificador em um solvente apropriado, e na
exposi¢do, em geral por imers#o, do eletrodo a esta solugio. Pode também envolver
a dispersdo desta solugio, por exemplo com o auxilio de uma micro-pipeta, sobre a
superficie a ser modificada, com posterior evaporagio do solvente. Embora os
primeiros estudos envolvendo adsorgdo[2](Lane e Hubbard) tenham utilizado
eletrodos de platina, a maioria dos trabalhos subsequentes com adsorgiio foram
realizados com eletrodos de grafite e carbono vitreo. Fletrodos de carbono
apresentam uma capacidade particular de quimissorver reagentes que possuam
sistemas de elétrons © extendidos, como por exemplo compostos orgénicos
aromaticos. Esta adsor¢8o ¢ devida a forte interagdio entre o plano basal do eletrodo
de carbono e o sistema de elétrons n da molécula aromatica.

Embora simples, esta técnica apresenta a desvantagem de produzir EQMs
com no maximo uma monocamada do modificador imobilizado, o que limita a faixa
de resposta linear. Além disso, em se tratando de fendmeno de adsor¢o é um
processo de equilibrio, inevitavelmente ocorrera dessorgdo do modificador para o
meio durante sua utilizag3o, o que redunda em perda de reprodutibilidade, reduzindo
- portanto a vida atil do EQM assim preparado.

Formacgdo de compdsitos
O eletrodo de pasta de carbono é um exemplo de um eletrodo compésito, uma

mistura de componentes. Os eletrodos de pasta de carbono séo preparados por uma

mistura de carbono em pé com um aglutinante apropriado tais como parafina
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liquida, 6leo mineral ou graxa de silicone. A incorporagdo de um reagente quimico a
mistura produz um eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado. Uma das
vantagens do eletrodo de pasta de carbono ¢ a facilidade de renovagio da superficie.
Outros tipos de eletrodos compésitos sdo os de grafite-epxi, “screen-printed” e
pastilhas.

Formacdo de Liga¢do Covalente

O modificador pode também ser ligado covalentemente ao substrato do
eletrodo. Sdo empregadas por exemplo reagbes de silanizagiio, envolvendo
organossilanos e 6xidos presentes a superficie do eletrodo. A maioria dos eletrodos
metalicos, quando oxidados em meio acido, sdo recobertos com uma camada fina de
0xido, bastante reativa em relagfio a silanos. Portanto, um metal apés ser oxidado,
pode ser silanizado e posteriormente reagir com outra molécula, contendo o grupo
funcional que se queiré imobilizar. O silano atuaré como um tipo de ponte para fixar
um grupo funcional especifico i superficie do eletrodo.

Superficies de carbono, apresentam grupos funcionais oxigenados tais como
alcoois (fendis), acidos carboxilicos, cetonas (quinonas) e anidridos, resultantes da
oxigenagdo de 4tomos de carbono do plano vertical, contendo ligagSes incompletas.
Estas fungbes, cuja concentragio pode ser aumentada através de reagoes de
oxidagdo, sdo passiveis de derivatizagiio. Portanto a modificagio de superficies de
carbono, via ligagdo covalente do modificador, tem sido em grande parte baseada na
manipula¢io da reatividade destes grupos funcionais, frente a reagentes como
aminas, organossilanos, cloreto de tionila e cloreto cianirico, entre outros.
Entretanto, também tem sido explorada a possibilidade de modificar covalentemente
superficies de carbono livres de oxigénio. Nestes casos as reagdes envolvem os
proprios 4tomos de carbono do plano vertical. Tratamentos como abrasio mecénica

ou fratura sob atmosfera inerte, “decapagem” por plasma de argbnio ou termoélise
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sob vacuo, sdo capazes de gerar superficies livres de 6xidos, com grande reatividade
frente a uma ampla variedade de reagentes.

Os eletrodos modificados via ligagdo covalente sdo mais estéveis em relacdo
aos obtidos pelos demais métodos, entretanto sfio mais dificeis de preparar. Da
mesma forma que a modificagio por adsorgio, esta metodologia também gera

coberturas com no maximo uma monocamada imobilizada.
Recobrimentos com Membranas poliméricas

Outra técnica bastante atrativa para a preparagio de eletrodos modificados é o
recobrimento da superficie do eletrodo com filmes poliméricos, que devem ser
condutores ou permedveis ao eletrolito suporte ¢  espécie de interesse. Ao contrério
da modificagdo por adsor¢do ou por formagiio de ligagdo covalente, a modifica¢io
com membranas poliméricas permite a imobilizagiio de muitas monocamadas (1 a
20000) da espécie ativa na superficie modificada, o que resulta na ampliagdo da
resposta eletroquimica. Dependendo da aplicagdo pode ser escolhido um polimero
eletroativo (se o objetivo é uma eletrocatilise), quimicamente ativo (propriedades
ligante ou de troca inica para pré-concentra¢do), ou inerte (apenas exclusio de
interferentes). Os filmes eletroativos se subdividem em duas categorias principais,
dependendo de como o centro redox ¢ imobilizado: polimeros redox, se o centro
redox € parte do esqueleto polimérico; e polimeros de troca iénica se o componente
redox ativo é um contra-fon de um filme poli-iénico como polivinilpiridina ou
Nafion®.

A cobertura polimérica pode ser obtida a partir de solugdes de polimeros pré-
formados, ou através de polimerizagdo in situ a partir de unidades monoméricas.
Neste' ultimo caso, o recobrimento polimérico pode ser obtido via
eletropolimeriza¢éo ou por meio de métodos ndo eletroquimicos como por exemplo:
polimerizagdo ativada por plasma, foto-induzida por UV ou polimerizacdo de
organossilanos.
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Os eletrodos recobertos com membrana polimérica podem ser adicionalmente
subdivididos pelo processo usado na aplicagiio do filme:

(1) Recobrimento por imersdo. Este procedimento consiste em emergir o
material do eletrodo na solugdio do polimero por um periodo suficiente para a
formagdo espontinea da membrana para que ocorra adsorgdo. A quantidade de
membrana neste procedimento pode ser aumentada pela retirada do eletrodo da
solugdo e permitindo a secagem do polimero sobre o eletrodo.

(2) Evaporagdo do solvente. Uma gota de uma solugdo de polimero &
aplicada na superficie do eletrodo e o solvente ¢ evaporado. Uma maior vantagem
deste passo € que a cobertura do polimero pode ser conhecida a partir da
concentragio da solugdo original ¢ do volume gotejado.

(3) Recobrimento por rotagdo. Também chamado de fus3o por rotagdo, uma
gota de uma solugdo diluida de polimero ¢ aplicado na superficie do eletrodo
rotatério. O excesso de solugéo € eliminado da superficie ¢ a membrana polimérica
fina que permanece ¢ deixada secar. Camadas maltiplas so aplicadas da mesma
forma até que a espessura desejada seja obtida. Este procedimento tipicamente
produz membranas finas livres de defeitos.

(4) Deposicdo eletroquimica. Também chamada deposigio redox, este
procedimento conta com a variag#o da solubilidade do polimero com estados de
oxidagéo (e i6nico), de forma que ocorrera a formagio da membrana, muitas vezes
irreversivelmente, quando um polimero é oxidado ou reduzido para seu estado
menos solivel.

(3) Polimerizagdo eletroquimica. Uma solugiio de mondmero ¢ oxidada ou
reduzida para uma forma ativada que polimeriza para formar uma membrana
polimérica diretamente sobre a superficie do eletrodo. Este procedimento resulta em
poucos defeitos, j& que a polimerizagédo j)odc ser acentuada em sitios expostos
(defeito) na superficie do eletrodo. A menos que a prépria membrana polimérica
seja redox ativa, ocorrerd passivagdo do eletrodo e adicional crescimento da

membrana € prevenido.
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(6) Polimerizagio por radiofregiiéncia. Neste método vapores de mondmero
sdo expostos a radiofreqiiéncia (RF) de descarga plasmadtica. As altas energias de
descarga de RF podem resultar em perigos quimicos, desse modo produzindo
funcionalidades e modificagSes estruturais desconhecidas no polimero.

(7) Ligagdes cruzadas Uma etapa quimica planejada para acoplar
componentes quimicos de uma membrana sobre um eletrodo para conferir algumas
propriedades desejaveis A membrana tais como aumento de estabilidade, diminui¢io
da permeabilidade, ou alteragiio das caracteristicas de transporte de elétrons. As
membranas sio freqiientemente formadas por copolimerizagio de mondmeros
bifuncionais e polifuncionais. As ligagdes cruzadas podem ser ativadas quimica,
elétrica, fotolitica, radiolitica ou termicamente.

Em todos os casos acima mencionados, a por¢iio redox (mediador de
transferéncia de elétrons ou eletrocatalisador) pode ser ligada a0 mondmero ou
polimero antes da aplicagio da membrana no eletrodo, ou a membrana polimérica
pode ser derivatizada (funcionalizada) subsequente & aplicagdo da membrana,

Ha varios motivos para recorrer a modificagdo de polfmeros: a imobilizagdo é
tecnicamente mais ficil do que trabalhar com monocamadas; as membranas sio
usualmente mais estdveis; e, por causa das multiplas camadas de sitios redox, as
respostas eletroquimicas sdo maiores. Entretanto algumas questdes permanecém:
como ocorrem as reagdes eletroquimicas de camadas multimoleculares de sitios
eletroativos numa matriz polimérica, por exemplo, processos de transporte de massa
e transferéncia de elétrons pelos quais as multicamadas trocam elétrons com o
- eletrodo e com espécies reativas: moléculas e fons na solugdo [32, 33]. Muitos
destes resultam incertamente de uma falta de conhecimento suficiente sobre a
estrutura e propriedades de filmes do polimero e as mudangas morfoldgicas que eles
sofrem quando sujeitos a vérios processos quimicos, eletroquimicos e fisicos durante

O uso.
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II. O p-NITROFENOL

O p-nitrofenol (pNF) € um composto especialmente importante, pois trata-se de
uma substincia extremamente toxica, exibindo aprecidvel efeito cumulativo, que
bloqueia a fosforilagdo oxidativa em células[34]. Sendo assim, sua determinagio e
controle ¢ importante uma vez que os nitrofendis s#o constituintes basicos de
estimulantes de crescimento de plantas. Também sdio constituintes de pesticidas como
o paration que sio empregados em vegetais e apresentam como principais metabélitos
o paraoxon ¢ o p-nitrofenol[35]. Exposi¢Ses prolongadas ao p-nitrofenol devem ser
evitadas, pois este atua diretamente no sistema sangiiineo afetando o transporte de
oxigénio, provocando febre, fortes dores de cabega, fadiga, além de acelerar os
batimentos cardiacos.

Por outro lado, o p-nitrofenol é gerado no organismo através de uma reagéio
enzimatica entre as enzimas fosfatase acida ou alcalina e o substrato p-nitrofenilfosfato
(pPNFF)[36, 37]. Neste caso, a determinagdo de p-nitrofenol permite avaliar a atividade
enzimatica, o que apresenta utilidade em anlises clinicas, em pesquisas bioquimicas e
odontoldgicas.

1L 1. Métodos de Determinagdo.

Muitos métodos para a determinagdio de p-nitrofenol sfo descritos na
 literatura[24], tais como os métodos eletroforéticos[37], espectrofotométricos[38],
técnicas cromatogréaficas como cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo
ultravioleta e cromatografia gasosa com espectrometria de massas (CG-MS) ou
detecgdo por ionizagio em chama[39-41], cromatografia liquida de alta eficiéncia[42-
45], cromatografia de papel[46], cromatografia em camada delgadaf[42]. Entretanto,
estas técnicas ndo permitem um monitoramento adequado, pois s&o caras, necessitam

de operadores bem treinados, ¢ em alguns casos, requerem etapas de extragio[47],
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adsor¢do ou cromatografia de coluna de troca iénica para sua purificagfio, aumentando
o risco de perda de amostra. Também existem algumas técnicas eletroanaliticas
incluindo polarografia, polarografia a.c., voltametria ciclica e voltametria adsortiva por
redissolugio[48-50].

Existe uma grande tendéncia em substituir as técnicas polarograficas, nas quais
sdo empregados eletrodos de merciirio, devido aos danos ambientais que este pode
gerar. Nesse sentido os métodos voltamétricos estio sendo empregados com diferentes
materiais de eletrodos, que sdo particularmente adequados para a analises de

compostos organicos,

I1.2. Comportamento Eletroquimico do p-nitrofenol,

O comportamento ¢letroquimico do p-nitrofenol pode ser monitorado através da

redugdo do grupo nitro segundo a equagio (1):

OH OH
+ 6H'Y + 6e = + 2H,0 (O
NO, NH, \
4-nitrofenol 4-aminofenol

Entretanto é esperado que outros mnitrofendis sejam interferentes na resposta
eletroquimica do p-nitrofenol na maioria dos materiais de eletrodos. Dai o grande

interesse no desenvolvimento de um método para ‘determinagdo seletiva de
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p-nitrofenol, usufruindo das vantagens propiciadas pela modificagio de superficies de
eletrodo. Especificamente no caso da determinagdo de p-nitrofenol, gerado
enzimaticamente conforme mostrado na equagdio (2), o interferente potencial nesta
andlise € o p-nitrofenilfosfato, devido a similaridade entre as estruturas destes dois

compostos, como pode ser observado na equagdo (3).

PO;H, OH |
+ H,0 ZEnzmay @ + H;PO, @
4-nitrot§1(1)i%fosfato 4-nig<?ftzenol
PO;H, PO;H,
é + 6H' + Ge#é + 2H,0 (3)
NO, NH,

4-nitrofenilfosfato 4-aminofenilfosfato
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III. FOSFATASES ACIDAS.

As fosfatases acidas ou ortofosfato monoéster fosfoidrolases (E. C3.13.2)
pertencem a uma classe de enzimas que catalisam reagdes de hidrélise de uma
grande variedade de ésteres ortofosfato e reagbes de transfosforilagido[51], como
esquematizado a seguir:

Hidroélise
ROPO3H; + H,0 —Enzima . ROH + H,PO,
Transfosforilagdo

ROPO;H; + R,OH' —=NZMa _  CoH + R.OPO3H,

* Aceptor de fosfato

A fosfatase acida foi inicialmente observada em eritrécitos por Roche[52] em
1931, sendo capaz de hidrolisar a ligagdo éster do fosfato do monofenilfosfato e
monoalquilfosfato, com pH 6timo entre 5,0 e 6,0, ao contrario da fosfatase de
globulos brancos que catalisava esta reagdo com um pH 6timo de 8,8 a 9,0.

A distingdo entre as fosfatases 4cidas e fosfatases alcalinas, inicialmente era
baseada somente no pH 6timo para atividade enzimatica. Posteriormente outras
caracteristicas relacionadas com o mecanismo de reagfio ajudaram a diferenciar estas
duas classes de enzima. Neuman[53] em 1968 observou que as fosfatases alcalinas
além da hidrélise dos substratos usuais, catalisavam também a hidrélise de
monoésteres S-substituidos de acido fosfotidico RSPO;Na, do tipo S-P, produzindo
ortofosfato e o tio-alcool correspondente. J4 as fosfatases acidas, por sua vez,

catalisam a hidrélise de monoésteres O-substituidos de 4cido fosfotidico do tipo
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ROPO,SKH, produzindo o dlcool e o tiofosfato. Estes fatos nos permitem visualizar
mecanismos de reagdes diferentes para as duas enzimas, uma vez que a fosfatase
acida requer para sua atividade um oxigénio entre o radical e o fosfato. Chaimovich
e Nome em 1970 observaram a insensibilidade das fosfatases acidas a presenca de
cations mono e bivalentes no meio de reagéio, ao contririo das fosfatases alcalinas

que requerem metais, principalmente o Mg**, para sua atividade[54].

I 1. Distribuicdo das fosfatases dcidas.

As fosfatases acidas encontram-se distribuidas em diferentes partes da
natureza. Nos organismos vivos, especificamente nos tecidos animais[36) h4 pelo
menos trés tipos de fosfatases 4cidas com uma distribuigio extremamente variada,
podendo ser encontradas em secregdes como saliva[55], leite[56], s€émen[57], onde é
de grande importincia em medicina legal na identificagdo de manchas suspeitas[58],
e em diversos outros érgdos tais como prostata[59], placenta[60], testiculo[61],
cérebro[62], figado[63], tiredide[64], coragdo[65], rim[66], bago[67], glandulas
salivares[68], osso[69], dente[70], periodonto[71], gengiva[72], pele, nervos[73],
ginglios nervosos[74] ¢ na cauda de girino onde parece estar relacionado com a
metamorfose[75]. No sangue esta enzima pode ser detectada tanto nos eritrdcitos,
leucdcitos[52] como no plasma, onde algumas vezes é utilizada como meio de
diagnéstico para algumas doengas[37] tais como osteoporoses, hipofosfatasia,
hiperparatiroidismo, hipocalcemia, doengas tumorais[76], etc.

Similarmente, esta ampla distribui¢@io também ocorre no reino vegetal onde a
fosfatase acida ¢ detectada em plantas superiores[77] folhas de trigo[78], tabaco[79],
milhof80], tubérculo de batata doce[81], no latex de Hevea brasiliensis
(seringueira)[82], na membrana tilacoide de Sorghum vulgare (sorgo)[83], em
escutela de semente de milho em fase de germina¢io[84], no polén de Brassica

campestris (mostarda) e Lilium regale (lirio)[85], na cama aleurdnica de grios de
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arroz[86] e de cevada[87], em sementes de amendoim{88], de girassol[89], de
algodio[90], de soja[91], coledptiles da cevada[92], e em culturas de endosperma de
milho[93]. A importincia do estudo das fosfatases 4cidas em plantas decorre
principalmente da sua possivel participagio no metabolismo do fosforo, o qual é
importante para o crescimento normal e para o desenvolvimento dos érgdos das
plantas[88].

II1.2. Importincia da determinagdo das Fosfatases Acidas em diagnésticos
clinicos.

Devido 4 ampla distribuigdo e a facilidade em demonstrar a atividade das
fosfatases 4cidas, estas apresentam grande importincia em diagnésticos clinicos,
apesar do pouco que se conhece a respeito das suas fungdes fisiologicas. Diversos
autores t€m tentado estabelecer relages entre determinados estados patolégicos e o
nivel de atividade da fosfatase acida nas células{94].

A fosfatase acida costuma se apresentar com a atividade aumentada, em
fenémenos bem diferentes, tais como:

a) na saliva de pessoas com céancer de boca[95];

b) na gengiva de pacientes com periodontopatias{71];

c) mo soro de pacientes com desordens renais tais como: nefiite aguda,

sindrome nefrética, calculo renal e hidronefrose[96];

d) no soro de ratos nos primeiros estagios de artrite provocada[97];

¢) mo liquido sinovial de pacientes com artrite reumatoide[98];
f) nos leucécitos durante os primeiros estagios de hepatite infecciosa[99];
g) nos leucécitos de mulher durante a ovalagio[99];

h) no testiculo de cobaias com hiper-vitaminose C[100];

i) nas folhas de aveia apés o corte ou injaria[101];
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J) no soro de pacientes com carcinoma de prostata[102];

k) no figado de rato com leucemia transplantada[103];

) no figado de rato castrado e tratado com estradiol[104];

m) no figado de pacientes com muco polissacaridose[105];

n) em calo 6sseo de ratos apos a consolidagio da fratura[69];

o) no plasma de pacientes com a doenga de Leroy[105];

p) no plasma de patos apés tratamento com tetracloreto de carbono[106];
q) no soro de ratos em jejum de 72 horas[107];

r) no figado e epididimo de ratos diabéticos[107];

s) mo testiculo de ratos tratados com etionina[108];

t) nos nervos de pacientes com lepra73].



IV. OBJETIVOS.

Tomando-se conhecimento do interesse por parte de pesquisadores da drea
bioquimica, médica e clinica em avaliar a atividade enzimética da enzima fosfatase,
uma nova metodologia que fosse simples, ripida e confiavel para determinar a
atividade desta enzima contribuiria para obterem maiores informagdes sobre a real
fungdio fisiolégica desta enzima. A reagio enzimatica entre a fosfatase 4cida e o
substrato p-nitrofenilfosfato (pNFF) gera p-nitrofenol (pNF) ¢ acido fosférico. Os
métodos de monitoramento de pNF descritos na literatura sdo baseados em técnicas
cromatograficas que requerem etapas prévias de separagio € purificagio, ou
metodos espectrofotométricos que necessitam paralisar a reagdo pela adigio de
hidréxido de sédio formando entdio o p-nitrofenolato de sédio, que é monitorado em
405 nm. Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia
utilizando eletrodo de carbono vitreo para monitorar PNF ¢ determinar a atividade
da fosfatase dcida, sem que a reacio enzimatica seja paralisada. Como o pNFF,
substrato da enzima, e o pNF sdo eletroativos e apresentamn estruturas semelhantes,
poderia ser empregada as vantagens da modificagdo de eletrodo para eliminaggo de
interferentes. Nesse sentido a metodologia proposta consiste em recobrir o eletrodo
de carbono vitreo com membrana de Nafion buscando eliminar a mnterferéncia do
PNFF na resposta do pNF.
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V. PARTE EXPERIMENTAL.

V.1. Reagentes e Solucées.

O p-nitrofenol foi adquirido da Merck, p-nitrofenilfosfato foi doado pelo
professor Hiroshi Aoyama do Instituto de Biologia da UNICAMP para estudo deste
composto como interferente, fosfato de sédio foi adquirido da Labsynth e
ferricianeto de potéssio da Ecibra. Todos os outros reagentes empregados foram de
grau analitico e recém preparados em dgua deionizada em sistema milli-Q antes de
sua utilizagdo. Utilizou-se também suspensiio de alumina com granulometria de
0,1 um para limpeza do eletrodo de carbono vitreo (polimento mannal) e etanol.

Para a eliminag¢do do interferente empregou-se solugéio de Nafion 5% (m/v)
obtida da Aldrich e a eliminagio de oxigénio (0,) dissolvido foi feita pelo
borbuthamento de Argdnio (Ar) nas solugdes por 15 minutos antes das medidas.

A enzima fosfatase icida da mamona também foi doada pelo professor
Hiroshi Aoyama do Instituto de Biologia.

V.2. Aparelhagem.

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato
PGSTAT20 da Autolab ECO CHEMIE, acoplado a um microcomputador com
software GPES 4.5 para controle de potencial, aquisic#o e tratamento de dados,
usando-se célula de trés eletrodos (Fig. V.1), com 5 mL de capacidade, sendo o
eletrodo de referéncia o eletrodo de calomelano saturado (SCE) com KCl14mol L™,
o eletrodo auxiliar uma espiral de platina ¢ o de trabalho o eletrodo de carbono
vitreo (Metrohm®) com didmetro de 3 mm e 4rea de 0,071 cm? Empregou-se um
pH/Analisador de ions Corning modelo 350 (30,1 mV) com eletrodo combinado de
vidro Coming para medidas de pH.
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Para o estudo do comportamento cinético empregou-se a técnica de
voltametria de varredura linear, utilizando-se um eletrodo de disco rotatério de
carbono vitreo de 5 mm de didmetro ¢ area de 0,196 cm?, sem e com a membrana de
Nafion. O eletrodo de disco rotatério foi acoplado a um sistema de rotagéo e
controlador de velocidade MSRX da PINE Instrument Company

Um frasco lavador contendo amélgama de Zn(Hg) em solugdo acida (HC1 2
mol L") com Cr** foi utilizado para remogdo de O, eventualmente presente no
cilindro contendo argénio.

Aparelho de ultra-som (Thornton) modelo T14 foi empregado para auxiliar na
remogdo de particulas de alumina da superficie do eletrodo de trabalho.

&85
L\_/I 5 =
1 2m 3
\
Celade
r:iEletmdms

Fig. V.1. Célula de trés eletrodos utilizada nas medidas eletroquimicas. A = entrada
de Ar, B=saida de Ar, C= eletrodo de referéncia — SCE (1), D= eletrodo indicador ~
carbono vitreo (2), E= eletrodo auxiliar — espiral de Pt (3), F = orificio para adig8o

de solugdes com micropipeta.
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V.3. Limpeza do Eletrodo de Trabalho.

A limpeza da superficie do eletrodo de carbono vitreo foi feita por polimento
manual (movimentos circulares) com flanela suportada em uma placa de vidro,
embebida em suspensdo de alumina (0,1 pm). Apés a lavagem com agua destilada, o
eletrodo foi ultrasonificado por 30 segundos em égua deionizada, seguido de outros
30 segundos em etanol para eliminar eventuais particulas na superficie[109]. O
procedimento adotado previne a formagdo de planos na superficie do eletrodo, o que
poderia danifica-lo. Para verificar a limpeza do eletrodo, realizou-se uma varredura
ciclica em tampdo fosfato 0,1 mol L™ a pH 5, seguida de uma varredura ciclica em
solugdo de K3Fe(CN)s a uma concentragdo de 2,0 102 mol L™, na faixa de potencial
de -0,3 a 0,6 V vs. SCE, com velocidade de varredura de 20 mV s\,

V.4. Comportamento Eletroquimico do p-nitrofenol.

A redugdo do composto p-nitrofenol foi monitorada com o eletrodo de
carbono vitreo por voltametria de pulso diferencial em potenciais positivos maiores
20,2V, na faixa de 0,2 a -0,9 V e potenciais mais negativos de -0,9 V vs. SCE em 5
mL de tampdo fosfato 0,1 mol L, pH 7, com uma concentragio fixa de 5,0 10°
mol L" de pNF, utilizando-se diferentes velocidades de varredura: 5,10, 20 e 50
mV s” e amplitude de pulso de 25 mV.

V.5. Estudo do Efeito do pH.

No estudo do efeito de pH na resposta do eletrodo preparam-se solugdes de
fosfato de sédio (Na,HPO,/NaH,PO,) 0,1 mol L™ com o pH variando de 4 a 8,
ajustado com HCl e NaOH respectivamente, utilizando-se um potenciémetro
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Corning 350. As medidas foram realizadas 4 velocidade de varredura de 10 mVs™ e

amplitude de pulso de 25 mV para as concentragdes de p-nitrofenol de 7,0 107 ¢
1,0 10* mol L,

V.6. Obtengdo da Curva Analitica.

Para obter a faixa linear de resposta foram adicionados aliquotas de 20 ul de
PNF 2,5 10° mol L™ na célula contendo 5 mL de tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 5,
variando assim a concentragdo desde 1,0 10° mol L a 1,0 103 mol L. Apos cada
adi¢do de analito a solug#io foi agitada por 30 segundos ¢ a resposta eletroquimica
foi registrada numa faixa de potencial de -0,5 V a -0,9 V vs. SCE, com velocidade
de varredura de 10 mV s™ e amplitude de pulso de 25 mV.

V.7 Estudo da Interferéncia do pNFF.

Para verificar a resposta do eletrodo frente a0 pNFF, que é o principal
interferente na determinagdo de pNF na anilise da atividade da fosfatase acida,
foram realizados ensaios de voltametria de pulso diferencial na faixa de -0,5 a -0,9
V, adicionando-se aliquotas de 20 ulL de pNFF 2,5 10™ mol L na célula contendo
somente 5 mL de tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 5, obtendo-se concentragGes na
faixa de 1,0 10 a 3,0 10® mol L. Igualmente para verificar a interferéncia de
PNFF na resposta do pNF, foi fixado a concentragiio de pNF em 10 mol L e
variado a concentragdo de pNFF de 1,0 10°a 5,0 10* mol L.,
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V.8. Preparagdo do Eletrodo de Carbono Vitreo com Membrana de Nafion.

Com o objetivo de eliminar o interferente pNFF na anélise de pNF o eletrodo
de carbono vitreo foi recoberto com uma membrana de Nafion conforme esquema
representado na Fig. V.2, Sobre o eletrodo de carbono vitreo previamente tratado
para ativacdo e limpeza de sua superficie como € explicado em (V.3), foi disperso
diferentes volumes de solugdo de Nafion (10, 15, 20, 25 e 30 uL) em diversas
concentragdes (2%, 4%, 4,5% e 5% m/v) ¢ deixou-se secar por 30 minutos a

temperatura ambiente.

Solugiio de
Nafion Membrana
\ de D‘I}ﬁon

Carbono __

Vitreo Secagem por 30 min.

Fio Condutor—

Eletrodo de Carbono Vitreo

Fig. V.2. Preparagiio do eletrodo de carbono vitreo com a membrana de Nafion.

Com o eletrodo assim modificado foram realizados experimentos de
voltametria de pulso diferencial para comprovar « possibilidade de eliminar a
mnterferéncia do pNFF na resposta de pNF. Uma no:{ra curva analitica foi obtida para

avaliar possiveis mudangas na sensibilidade e no limite de detecgio do eletrodo.
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V.9. Estudo Cinético.

Foi realizado um estudo cinético para verificar o comportamento da constante
de transferéncia de elétrons com o eletrodo sem e com membrana de Nafion, com a
finalidade de verificar as etapas envolvidas no processo do eletrodo e os seus efeitos
nos pardmetros analiticos na determinagdo de pNF. Numa célula contendo 10 mL de
tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 5, foram adicionados volumes de 30,50,60,70,80¢
90 uL de pNF 0,1 mol L™ para obterem concentragdes de 3, 5, 6, 7, 8 ¢ 9 10
mol L, e foram feitas varreduras numa faixa de potencial de -0,5 a -0,9 V com uma
velocidade de varredura de 10 mV s™, sendo que para cada concentragdo de pNF,

variou-se a velocidade de rotagdo do eletrodo desde 0 a 900 pm.

V.10. Aplicagdo do Eletrodo na Determinacdo da Atividade da Fosfatase dcida da

semente da mamona.

Para determinar a atividade da fosfatase acida da mamona foi empregado
tampéo acetato de sédio, visto que a enzima apresenta maior atividade neste meio.
Além disso, devido a quantidade de enzima disponivel ser muito pequena (1ug), foi
necessario modificar o tamanho da célula, para um volume final de 2 mL, bem como
adaptar um eletrodo de Ag/AgCl como referéncia, o qual foi preparado no
laboratério. Este eletrodo consiste de um fio de prata, no qual foi depositado uma
camada de AgCl por eletrélise em solugdo de KCl saturado, aplicando-se um
potencial de 200 mV durante 15 minutos.

Para verificar o comportamento de pNF em tampéo acetato foi realizado um
estudo em diferentes valores de pH desde 4 a 6, que sdo os valores préximos do pH
otimo da enzima fosfatase que & 5. No pH escolhido para a analise foi obtida uma

curva analitica para o pNF.
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V.10.1. Efeito do tempo de incubacdo

O efeito do tempo de incubagfo na atividade da enzima foi estudado usando
PNFF como substrato. A enzima (1 mg mL™) foi diluida 1:100 em tampéo acetato
0,1 mol L, pH 5, minutos antes do ensaio. No meio de reagdo contendo 100 pL de
PNFF (5 mmol L), 200 pL de tampiio acetato de sédio 1 mol L, pH 5, 1600 yiL
de agua deionizada, foram adicionados 100 plL da enzima diluida (1 pg) totalizando
um volume final de 2 m1. na célula.

A reagéio foi iniciada pela adigdo da enzima ¢ o pNF formado como mostrado
na equagdo (2), foi determinado por voltametria de pulso diferencial, apés intervalos

de 2 minutos de incubag#o, sem paralisar a reagdo durante um tempo de 60 minutos,

V.10.2. Determinacdo de Km, Vindx e Atividade Enzimdtica,

A determinagéio da atividade da enzima (0,5 mg mL™) foi realizada conforme
descrito no item F.10.1, variando a concentragdo de pNFF de 0,05 2 3,5 mmol L e
mantendo a quantidade de enzima em 0,25 pg, sendo esta menor que a empregada
no estudo de incubagdo, que mostrou que esta quantidade de enzima ¢ suficiente
para gerar o pNF a ser monitorado com boa sensibilidade. O pNF formado foi
determinado apés 10 minutos de incubagdo, sem paralisar a reagio.

Uma unidade enzimatica (UE) é definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 micromol de pNF por minuto. A atividade enzimatica
(AE) € definida como UE por mg de proteina.

Os valores de Km e Vméx foram obtidos a partir de um grifico duplo-
reciproco da corrente versus a concentragio de substrato conhecido como o grafico

de Linewearver — Burk, Fig. V.3, que é dada pela equagdo (4):
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: onde V; ¢é a velocidade m1c1a1, Vmix é a velocldade mix:ma, [S]o concentragﬁo
mlcml de substrato e Km é a constante de Michaelis.
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Fig. V.4, Gréﬁco de mewearvcr Burk para a determinagdo de Km e Vméx.
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V1. RESULTADOS E DISCUSSOES.
VL1. Limpeza do Eletrodo de Trabalho.

As varreduras ciclicas do tampdo fosfato 0,1 mol L a pH 5 seguida da
varredura ciclica da solugéio de KsFe(CN)s 2,0 10° mol L™ realizadas para verificar
a limpeza do eletrodo encontram-se na Fig. VL1. Como pode-se observar as
correntes de pico para o ferricianeto de potéssio s3o maiores e mais reversiveis
quando a superficie do eletrodo encontra-se limpa (voltamograma C) com uma
diferenca de potencial de pico catédico e anédico de 78,50 mV, e quando esta n3o se
encontra limpa (voltamograma B), as corrente de pico séo menores, apresentando
uma diferenga de potencial de pico de 152,50 mV. Isto também ¢é importante porque
melhora a sensibilidade do eletrodo.
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Fig. VL1. Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de carbono vitreo em (A)
solugdo tampio fosfato 0,1 mol L, pH 5, (B) solugdo contendo K3Fe(CN)s 2,0 107
mol L e (C) solugio de K3Fe(CN)s ap6s a limpeza do eletrodo. V=20 mV s™.

VI.2. Comportamento Eletroquimico do p-nitrofenol.,

Na redugdp do composto pNF monitorado com o eletrodo de carbono vitreo
por voltametria de pulso diferencial, foi observado que em potenciais positivos
maiores a 0,2 V ocorre oxidagiio do grupo hirdroxila, cuja corrente de oxidago sdo
menores que corrente de redugdo do grupo nitro. Na faixa de potencial negativo
maiores que 0,9 V ocorre descarga devido ad ékidaqﬁo de hidrogénio. A Fig. VL2
mostra que o potencial de pico de redugiio do grupo nitro na faixa de 0,2 2 -0,9 V vs.
SCE se da em -0,770 V, este valor ¢ maior que o do eletrodo de merciirio[35] que &
de -0,68 V vs. SCE.
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A velocidade de varredura de 10 mV s e amplitude de pulso de 25 mV
foram escolhidas como as condigdes 6timas de trabatho, ja que a velocidade de
5mV s mostron uma menor resposta e as velocidades de 20 e 50 mV s™! mostraram

um aumenta no ruido e distor¢io da sinal.

3,51

-1000 -800 -600 -400 -200 0 200 400
E (mV) vs. SCE

Fig. VL.2. Voltamogramas de pulso diferencial para o eletrodo de carbono vitreo
(sem modificagio) obtidos em (A) tampdo fosfato 0,1 mol L, pH 7; (B) em
(A) + 5,0 10° mol L™ PNF, velocidade de varredura de 10 mV s e amplitude de
pulso de 25 mV.
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V1. 3. Estudo do efeito do pH.

A influéncia do pH da solugdo tampdo fosfato na resposta eletroquimica do
- pNF ¢ apresentada na Fig. VI.3J Pode-se observar que para valores de pH maiores
que 6 a resposta eletroquimica diminui, por causa da deficiéncia de prétons para
formar a espécie pré protonada a ser reduzida. Na faixa de pH entre 4 ¢ 6 obtiveram-

se as maiores respostas com uma pequena variagio na intensidade de corrente.
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Fig. VL3. Influéncia do pH sobre a intensidade de corrente de pico da redugdo de
pNF em tampio fosfato 0,1 mol L™. (A) 7,0 10° mol L, (B) 1,0 10 mol L".V =10
mV s, amplitude de pulso de 25 mV sobre eletrodo de carbono vitreo.
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Esse comportamento é similar ao observado na literatura com o eletrodo de
merctrio [34], segundo a qual em solugdes de pH menor que 6 predominam as
espécies protonadas (ocorrendo primeiro uma protonagdo de 4 prétons na etapa
determinante, a qual foi obtida mediante a equagio AE / ApH = 0,059 P / n, onde o
valor da inclinag#o do grafico E; vs. pH éde 3 1,4, e sendo o valor de n o numero de
elétrons aparente de 8), dando um aumento do E, em relagdo ao pH, devido a
redugio do grupo nitro na forma nfo protonada a pH maiores que 6, como se mostra
na Fig. V1.4,

820

]
800 - /

T80 n
=
O ]
A
2 760
2
;E - Y=A+B*X
) A=5564
740+ B=314
/ R =10,9951

7201 //

700
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pH

- Fig. VI.4. Influéncia da variago de pH sobre os val,ores de potencial de pico (E,) de
7,0 10> mol L de pNF em tampio fosfato 0, 1 mol L com o eletrodo de carbono

vitreo.
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Em virtude da resposta eletroquimica ser constante ¢ apresentar valores
maiores no intervalo de 4 < pH < 6, escolheu-se pH 5 para estudos posteriores.

VI 4. Obtencdo da Curva Analitica.

Para obtengio da curva analitica para o pNF, foram registrados
voltamogramas de pulso diferencial com o eletrodo de carbono vitreo, em solugdes
tampdo fosfato ¢ apds adigdes sucessivas de pNF variando-se a sua concentragio
entre 1,0 10° mol L™ a 1,0 10° mol L, na faixa de potencial de -0,5 a -0,9 V vs.
SCE., observando-se um aumento na corrente catddica do sistema a medida que a

concentragfio de pNF ¢ aumentada como mostrado na Fig, VLS.
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Fig. VLS. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para reducio de pNF em
A = tampio fosfato 0,1 mol L pH 5; B = A + 1,0 10° mol L' pNF; C = A + 5,0

10° mol L pNF; D = A + 1,0 10 mol L” pNF; E = A + 2,0 10™ mol L pNF;
F=A+4,0 10* mol L' pNF sobre eletrodo de carbono vitreo.

Construindo-se uma curva de corrente de pico em fungio da concentragéo de
PNF, Fig. VL6 (a), observa-se que para concentragdes maiores que 1,9 10* mol L'

ocorre saturagdo do eletrodo como é verificado pelo desvio na linearidade da
resposta.

A Fig. V1.6 (b) mostra a faixa linear de resposta que foi de 2,0 107 a 1,9 10™
mol L™, com uma boa correlaggo linear (r =0,998) ajustada pela equagdo (5):

I,= 0,22 (£0,04) + 0,0185 (+ 0,0003) [pNF] (5)

onde I, = corrente de pico (1A) e [pNF] = concentragio de p-nitrofenol (umol L.
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Fig. VL6. (a) Curva de corrente de pico em fungo da concentragdo de pNF com

eletrodo de carbono vitreo. (b) Curva analitica para determinagiio de pNF.

O limite de detecgo foi de 14,86 pumol L™, o qual foi determinado como trés
vezes o valor da estimativa do desvio padriio da corrente obtidas na equacdo (5).

V1.5. Estudo da Interferéncia do pNFF.

Como o objetivo final do trabalho era determinar a aﬁvidade da fosfatase
monitorando o pNF gerado enzimaticamente na presénga do pNFF, que é o substrato
da enzima, fez-se necessario avaliar o comportamento eletroquimico deste frente a
superficie do eletrodo de carbono vitreo, em virtude da semelhanga das estruturas e
do fato do pNFF ser um interferente potencial na resposta do pNF.
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Foram realizados ensaios de voltametria de pulso diferenciél na faixa de -0,5
a -0,9 V, para concentragSes de 1,0 10” a 3,0 10° mol L de pNFF em tampiio
fosfato, pH 5, Fig. VL.7. Analisando esta figura observa-se que o potencial de pico
de redugdo do grupo nitro foi de -0,780 V vs. SCE, sendo este muito proximo ao do
pNF, que apresenta potencial de pico de -0,770 V vs. SCE, aumentando a corrente

em fungdo do aumento de sua concentragdo.
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Fig. VL7. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para redugéo de pNFF em
A = Tampio fosfato 0,1 mol L” pH 5; B = A + 1,0 10" mol L pNFF; C = A + 2,0
10° mol L pNFF; D = A +3,0 107 mol L™ pNFF sobre eletrodo de carbono vitreo.

A Fig. VL8 mostra a influéncia de adigdes sucessivas do pNFF na resposta

eletroquimica do pNF em solugio tampdo contendo uma concentragdo fixa deste.
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fitimo de 1,0 10* mol L. Observou-se um aumento da corrente do pico a medida
que foram adicionadas maiores quantidades de pNFF, mostrando que o pNFF
interfere significativamente na determinago do pNF com o eletrodo de carbono

vitreo, principalmente quando a sua concentragio excede a de pNF.
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Fig, VLS, Voltaniogramas de pulso diferencial obtidos para redugdo de pNF na
presencia de pNFF em A = Tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 5; B= A + 1,0 10™ mol
L' pNF; C =B + 1,0 10* mol L pNFF; D = B + 5,0 10 mol L” pNFF, sobre a

superficie do eletrodo de carbono vitreo. 5
‘ .

-

Para solucionar o problema deste interferente, procedeu-s¢ a utilizagiio da
membrana de Nafion.
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V1.6 Preparagdo do Eletrodo de Carbono Vitreo com Membrana de Nafion.

~ Para a preparagiio do eletrodo de carbono vitreo recoberto com Nafion
procedeu-se um estudo utilizando diferentes volumes (10, 15, 20, 25 e 30 pl) e
concentragbes da solucio de Nafion (2%, 4%, 4,5% € 5% (m/v)).

Os volumes de 10, 15 e 20 uL em concentragbes de 2%, 4% e 4,5% (m/v)
{espectivamente da solugio de Nafion mostraram ndo eliminar completamente o
interferente na faixa de 1,0 10 a 1,0 10 mol L™ pNFF o que foi observado durante
o experimento. Volumes de 25 e 30 uL da solugiio de Nafion e 5% (m/v) permitiram
eliminar a interferéncia do pNFF, sendo assim, neste caso as adi¢Bes sucessivas de
solugdo de pNFF numa faixa de 1,0 10 a 1,0 102 mol L™ no altera a resposta do
PNF presente numa concentragdio fixa de 10™* mol L. Deste modo foi escolhido um
volume de 25 pl e 5% (m/v) como as melhores condigdes na eliminag@o do
interferente como pode-se observar nos voltamogramas apresentados na Fig. VL9.
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Fig. VL9. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em. A = Tampdo fosfato 0,1
mol L™ pH 5; B = A+ 1,0 10* mol L pNF; C = B + 1,0 10° mol L pNFF;
D =C + 5,0 10* mol L pNFF; E =D + 1,0 102 mol L" pNFF, sobre o eletrodo de
carbono vitreo recoberto com 25 ul da solugiio de Nafion ao 5% (m/v).

Os ésteres de fosfato apresentam dois valores de pK, (cerca de 2 e
6)[21},assim eles em pH 5 encontram-se¢ na forma dissociada, apresentando-se
carregado negativamente como mostra a equagio (6)'. Deste modo ¢ mecanismo
provével da eliminagdio do interferente é devido a rephlsio eletrostética entre os
grupos sulfénicos do Nafion carregado negativame;ﬁe na superficie do eletrodo ¢ o
grupo fosfato do pNFF também carregado nc;ativamente, ou pela possibilidade de
eliminagdo devido ao tamanho da molécula do pNFF ser maior que os canais

estreitos da membrana de Nafion.
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- NO, NO,
@ — @ + 2H" (6)
/
PO;*

OPO;z;H,

A Fig. VL10 representa o esquema da repulsfio eletrostatica na superficie do
eletrodo com a membrana de Nafion, o qual possibilitou eliminar a interferéncia do

pNFF na resposta do pNF.

N02 | "03S—‘
Repulsio “03S—
C e E Eletrodo
‘Eletrostatlca) "O38— B/Iellqnl;_rana de Carbono
-0;S— A
“0;S—
2- i
POs™  Solugio 03—

Fig. VL.10. Efeito da repulsdo do grupo sulfénico carregado negativamente sobre o
grupo fosfato.

Uma nova curva analitica para o eletrodo de carbono. vitreo recoberto com
membrana de Nafion foi obtida para avaliar o efeito da membrana na sensibilidade,
faixa linear e limite de detecg@o na determinagdio do pNF.
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A Fig. VL.11 mostra os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para pNF
em intervalo de concentragdo entre 1,0 10 a 2,0 10 mol L™, sobre o eletrodo de
carbono vitreo modificado com Nafion, observando-se um aumento da corrente de

pico em fungfo do aumento da concentragio do analito.
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i d
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Fig. VL11. Voltan;ogramasﬂ de pulso diferencial obtidos para redugio de pNF em
A = Tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 5; B = A + 1,0 10° mol L pNF; C = A + 5,0
10° mol L pNE; D=A+ 1,0 10* mol L™ pNE; E=A +2,0 10* mol L™ pNF sobre

o eletrodo de carbono vitreo com membrana de Nafion

)
¥l
-

O respectivo grafico dos valores de corrente de pico (HA) em funcdo da
concentragdo (umol L") de pNF, para o intervalo de concentragdo estudada é

apresentada na Fig. VI.12 (a). Da mesma forma como ocorre com o eletrodo sem
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membrana, para concentragBes maiores que 2,3 10 mol L™ observa-se saturagio do
eletrodo como ¢ verificado pelo desvio na linearidade da resposta.

A Fig. VL12 (b) mostra a curva analitica na faixa linear de resposta que foi
de 2,0 10° a 2,3 10™ mol L™, sendo esta ligeiramente maior que a encontrada com o

eletrodo sem membrana, entretanto o limite de detecgdio foi maior, 17,08 pmol L.
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0 200 400 600 800 1000
[pNF] / pmol L™

Fig. VL12. (a) Dependéncia da resposta do eletrodo de carbono vitreo com Nafion
em fun¢fio da concentragio de pNF. (b) Curva analitica para determinagio de pNF.

A Tabela 1, mostra os valores do limite de detecgéio ¢ sensibilidade para o
eletrodo sem e com membrana de Nafion, podendo-se observar que a presenca da -
membrana de Nafion provocou uma diminuigio na sensibilidade de 18,5

pA mmol” L para o eletrodo sem membrana de Nafion para 8,9 pA mmol”® L
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quando o eletrodo encontra-se com membrana. Igualmente h4 um aumento no limite
de detecgio de 14,86 pmol L™ para 17,08 pmol L™ para o eletrodo sem e com
membrana de Nafion, respectivamente. Por isso, um estudo cinético ¢ uma
ferramenta util para entender melhor o efeito da membrana de Nafion sobre o
comportamento eletroquimico do pNF sobre eletrodo de carbono vitreo.

Tabela 1. Valores do limite de detecgdio e sensibilidade com eletrodo de carbono
vitreo sem e com membrana de Nafion,

Eletrodo de Carbono | Eletrodo de Carbono
Vitreo Vitreo com Nafion
Limite de detec¢iio
. 14,86 17,08
(pmol L™)
Sensibilidade
1 18,5 89
(LA mmol™ L)

Mesmo com menor sensibilidade o eletrodo de carbono vitreo recoberto com
Nafion permite a avaliagdo e determinagiio de pNF, com a vantagem de nfo ter a
interferéncia do pNFF.

V1.7, Estudo Cinético.

Experimentos de voltametria de varredura linear foram realizados
empregando-se o eletrodo de disco rotatdério de carbono vitreo (com e sem
membrana de Nafion) com o objetivo de determiinar a constante cinética (k;) para
obter maiores informagdes sobre o processo do eletrodo e poder explicar o efeito da
- membrana de Nafion na sensibilidade e limite de detecgfio na determinagdo do pNF.

Neste estudo provoca-se a convecgdio do sistema, as varreduras sio feitas a baixa
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velocidade (estado estacionario) para que as leituras sejam reflexo da interagio da
espécie eletroativa com o eletrodo.

VL.7.1. Estudo cinético do eletrodo sem membrana de Nafion.

Em experimentos de estado estacionério, as correntes sdo limitadas pela etapa
mais lenta da reagfo. A corrente de redugio de pNF em eletrodo de disco rotatério
de carbono vitreo pode ser limitada pelo transporte de massa () de pNF para a
superficie de eletrodo e/ou pela cinética da reagio de transferéncia (I) (equagéo 7).
A corrente de redugéo medida € uma combinagio das correntes I e I :

VI= 1L+ 1% (7

A corrente limitada por transporte de massa para um sistema reversivel
depende da velocidade de rotagfio do eletrodo e da concentragdo de pNF, e é
determinada pela equagéio (8) de Levich{110]:

I; = 0,620nFACy Dy2>v 1?2 (8)

onde n € o nimero de elétrons transferidos durante a reagéo, Co concentracéo de
pNF, F € a constante de'F araday, A € area geométrica do eletrodo, Dy é o coeficiente
de Difusdo, v € a viscosidade cinematica e ® a velocidade de rotagdo.

Os voltamogramas de varredura linear foram obtidos em solugdes de pNF de
concentragio de 3,0 10 a 9,0 10* mol L' em diferentes velocidades de rotagdo do
eletrodo. A Fig. VL.13, mostra o perfil obtido destes voltamogramas registrados para
3,0 10 mol L de pNF Onde se observa um aumento da corrente limite (f,) em

fungéo da velocidade de rotagdio do eletrodo demonstrando a dependéncia da difusdo
1o processo de redugéo.
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Fig.VL.13. Voltamogramaé lineares obtidos com eletrodo de carbono vitreo para 3,0
10* mol L de pNF ¢ diferentes velocidade de rotagéio do eletrodo.

Um grifico de I, vs. ©'?, Fig. VL14, foi construido para cada concentrago
de pNF, obtendo-se uma relag#o linear para velocidades de rotagdo entre 20 a 200
1pm, sendo que para velocidades maiores observa-se um desvio da linearidade. Este
comportamento € o fato da reta ndo passar pela origem sugere alguma etapa cinética

envolvida na reago de transferéncia de elétrons.
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Fig. VL.14, Gréfico de Levich para varias concentra¢des de pNF em tamp#o fosfato
0,1 mol L, pH 5.

Para avaliar as etapas limitantes da performance do eletrodo de disco

rotatorio, as correntes medidas em diferentes velocidades de rotag#io sfio usualmente
plotadas em coordenadas de Koutecky-Levich{110] (I;" vs. ©"2) dada pela equagéo
9): '

11 = I + 1/0,6200FAC, D’ v (9)
As correntes de redugdo de pNF obtidas com eletrodo de carbono vitreo em

diferentes concentragdes de pNF e velocidades de rotagdo sdo apresentados como o

grafico de Koutecky-Levich na Fig. VL15. Nota-se que a corrente do eletrodo
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depende da velocidade de rotagdo no intervalo inteiro de concentragdes de pNF
estudadas.

45000
400004 e 310°'molL*
{1 e s510°
350004 a 610"
V4 1 w 710"
300004 o sio”
- 1 = 910
¢ 25000 - //
- l
- _ 200004
H- E
15000
10000 -
5000 -
0

0,0 0,1 02 03 04 05 0.6 0.7 0.8
o / rad™?s"
Fig. VL15. Grafico de Koutecky-Levich da redugio de pNF em tampdo fosfato 0,1 |

mol L7, pH 5, sobre o eletrodo de carbono vitreo para vérias concentragdes de pNF.

A partir do intercepto do grafico de Koutecky-Levich foram obtidos os
valores de 1/ e I, para cada_'concentragiio de pNF que estdio apresentados na
- Tabela 2. Tl

e
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Tabela 2. Valores de 1/I; obtidos do intercepto no eixo das ordenadas da Fig. VI.15.

[PNF]/mmol LT | 171,/ A™ I./mA
03 4816 0,2076
0,5 3268 0,3059
0,6 2933 0,3409
0,7 2197 0,4552
0,8 2236 0,4472
7 09 2104 0,4753

Tendo-se o valor de I, para cada concentragio obteve-se a Fig. VL16, a partir
da qual € determinado o valor de k; obtido a partir do valor da inclinagiio na equagéio
(10), onde o valor de n = 6 elétrons, F = 96500 A s™ mol”, A =0,1963 cm®.

I = nFAkC, (10)

Sendo o valor da inclinagdio de 454,48 mA mmol cm®, o valor encontrado de
k¢ foide3,99 10° cms™.
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TFig. VL.16. I; em fung3o da concentragiio de pNF em tampdo fosfato 0,1 mol L7,
pH 5, para a obtengdo de k.

VL.7.2. Estudo cinético do eletrodo de carbono vitreo com membrana de Nafion.

Para o eletrodo de carbono vitreo recoberto com Nafion, também foram
obtidos os voltamogramas de varredura linear para diferentes concentragSes de pNF
e diferentes velocidades de rotagdo. A Fig. VL.17 mostra que a corrente de redugio
praticamente ndo varia com aumento da velocidade de rotagéo. : |

L
b4

2
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Fig. VL17. Voltamogramas lineares obtidos com eletrodo de carbono vitreo
recoberto com Nafion para 3,0 10" mol L™ de pNF.

Construindo-se um grafico da corrente em fun¢do da velocidade de rotagdo
(I, vs.0'®) para cada concentragio obtém-se o chamado grifico de Levich,
Fig. V118, no qual efetivamente ndo hd aumento da corrente, o que indica que o
processo é independente da difusdo. Este comportamento sugere alguma etapa
cinética envolvida na reacdo de transferéncia de elétrons cuja equagdo que a governa

é:

L = nFAkC, (10)
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Onde os valores de I, para cada concentragdo foram obtidos diretamente do
grafico, Fig., VL18, a partir do intercepto com a ordenada, e sdio apresentados na
Tabela 3. o

60 -
551 a 310*°malL’
s04 ° 5104
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ﬁs- v 710"
i o 810*
4:1 404 & 91¢*

o / rad?s’

Fig. VI.18. Gréfico de Levich para pNF em tamp#o fosfato 0,1 mol L, pH 5.

Tabela 3. Valores de I, obtidos do intercepto com a ordenada da Fig. VI.18.

[pNF] / mmol L™ I, / mA
0,3 11,66
0,5 L. 1970
0,6 - 23,90
0,7 27,65
0,8 | 30,97
0,9 34,35
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A Fig, VL19, mostra um grafico dos valores de I, em fungfio da concentragio
a partir do qual se determina o valor de k; considerando o valor da inclinagdo na

equagdo (10).

0,040

0035 - ./
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'_‘d
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A=7,0503 10"
- B=13796
0,015 R =0,9988
T ke=3,34 10" cms"
0,010 .
04 06 08 10
[pNF] / mmol L™

Fig. VL.19. I em fungfio da concentragio de pNF em tampéo fosfato 0,1 mol L,
pH 5, para a obtengdo de k.

Os valores de k¢ obtidos para o eletrodo de carbono vitreo sem membrana
(ke= 3,99 10 cm s7) sfio maiores do que para 0 elgtrodo com membrana (k; = 3,34
10* cm s™) o que mostra que, efetivamente, a membrana exerce certa resisténcia ao
processo de transferéncia de elétrons e em conseqiiéncia h4 uma diminuigio na -

sensibilidade ¢ auménto no limite de detecg3o.
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VL.8. Aplicacdo do eletrodo recoberto com membrana de Nafion na determinagiio
da Atividade da Fosfatase dcida da mamona.

Devido ao fato de que a fosfatase acida & inibida pelo tampdo fosfato[111],
foi realizado um estudo do comportamento eletroquimico de pNF em tampio acetato
de sédio numa faixa de pH de 4 a 6, que sio os valores préximos do pH dtimo da
enzima fosfatase 4cida,-¢ posteriormente foi obtido uma curve analitica numa célula
de 2 mL para determinar as constantes Km ¢ Vméx.

Estudo do efeito da solugdo tampdio acetato de sédio.

Estudos realizados a diferentes valores de pH (4 a 6) da solugdo tampdo
acetato mostrou que a resposta eletroquimica do pNF nfio tem muita variagio nessa
faixa de pH, ¢ o fato da enzima fosfatase acida apresentar uma maior atividade em
pH 5, contribuiram para escolher solugio tampido acetato PH 5 como meio de
trabalho para a determinagio da atividade da fosfatase 4cida de semente de mamona.

Uma curva analitica para o pNF em tampdio acetato de sédio 0,1 mol L em
pH 5 foi obtida com o eletrodo de carbono vitreo recoberto com Nafion para um

. volume de 2 mL, o qual serd empregado para avaliar a atividade enzimitica da

fosfatase. Como pode-se observar na Fig. VI. 20, para concentragdes maiores que
0,25 mmol L* ocorre saturacdo do eletrodo, o que ¢ verificado pelo desvio na
linearidade da resposta.
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'Fig.VL.20. Dependéncia da resposta do eletrodo de carbono vitreo com membrana
de Nafion em fungdo da concentragdo de pNF, utilizando-se uma célula com 2 mL
de volume total e tampéo acetato 0,1 mol L, pH 5, velocidade de varredura de 10
mV s e amplitude de pulso de 25 mV.

A Fig. VL 21 mostra a curva analitica na faixa de resposta ﬁnem de 0,01 a
0,25 mmol L" para o pNF, ajustada pela equagdo I, = 0,025(x0,010) +
8,861(10,078) [pNF], para N = 21, com um coeficiente de correlagdo linear de
0,9993 onde I, esta dado em uA e [pNF] em mjnol L.

¥

E ol
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Fig. VL 21. Curva analitica para determinagdo de pNF obtida com o eletrodo de
carbono vitreo com membrana de Nafion, utilizando-se uma célula com 2 mL de
volume total e tampdo acetato 0,1 mol L”, pH 5, velocidade de varredura de
10 mV s e amplitude de pulso de 25 mV.

V1.8.1. Efeito do tempo de incubagdo.

O efeito do tempo de mcubagﬁo na atmdade da enzima foi estudado usando 5
mmol L' de pNFF ¢ 1 pg da enzima em tampdo acetato de s6dio 0,1 mol L™, pH 5.
O pNF, gerado pela reag@io enzimética, foi cggtermmado por voltametria de pulso
diferencial, ap6s intervalos de 2 minutos de incubagdio, sem paralisar a reagio
durante um tempo de 60 minutos. Os voltamogramas da Fig. VI.22 mostram um
aumento na corrente de pico devido ao pNF gerado a medida em que o tempo de

mcubac¢do aumenta.
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Fig. VL. 22. Aumento da cormrente de pico devido & liberagdo de pNF da reagdo
enzimética em fungdo do tempo de incubagdio. Volume da célula de 2 mL, tampio
acetato 0,1 mol L, pH 5, 1 pg de fosfatase acida, velocidade de varredura de
10 mV s™ e amplitude de pulso de 25 mV.

Plotando os valores de corrente de pico em fungdo do teinpo de reagiio
obtém-se a Fig. VL. 23, onde se pode observar que a reagdo € linear até 34 minutos.
Este resultado torna-se importanfe, pois mostra que a enzima mantém sua atividade
proporcional numa ampla faixa de tempo de incubagfio o que é importante j& que o
tempo de incubagfio pode ser selecionado nessa, faixa permitindo trabalhar na

determinagdo de outros pardmetros.
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Fig. VL 23. Relag@o entre a corrente de pico em fun¢do do tempo de incubagZo.
Volume da célula de 2 mL, tampdo acetato 0,1 mol L™, pH 5, 1 ug de fosfatase
acida velocidade de varredura de 10 mV s e amplitude de pulso de 25 mV.

VL.8.2. Determinagdo de Km, Vmdx e Atividade Enzimdtica.

Para a determinagio de Km e Vméx da reagiio enziméatica foram realizados
experimentos de voltametria de pu{SO diferencial utilizando concentragdo de pNFF
de 0,05 2 3,5 mmol L™ € 0,25 ng de enzima por ensaio e um tempo de incubago de
10 minutos. A Fig. V1. 24, mostra um grafico da’€orrente de pico em fungéo da
concentragiio de subéu'ato, apresentando uma curva tipica compativel com a de
Michaelis-Menten.
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Fig. VL 24. Gréfico da corrente de pico de redugio do pNF gerado pela reagéio
enzimatica da fosfatase 4cida em fung#o da concentragdo do substrato pNFF.
Volume da célula de 2 mL, tamp#o acetato 0,1 mol L™, pH 5, 0,25 pg de fosfatase
acida, tempo de incubagio de 10 min, velocidade de varredura de 10 mV s_'l e
amplitude de pulso de 25 mV.

A Fig. VI. 25 mostra um grafico duplo reciproco da corrente versus
concentragio de pNFF conhecido como o grafico de Lineweaver-Burk, a partir do
‘qual foi possivel obter os valores de Km = 0,31 mmol L'e Vméix = é 0,45 pA
através da equagdo (11): | ',,"'

e

U, = UVméx +Kn/Vmax [S] (11



Resultados e DiscussBes 62

O valor de Km obtido é da mesma ordem de grandeza ao encontrado pelo
método  espectrofotométrico reportado” na literatura cujo valor foi de
0,52 mmol L'[111]. Como uma unidade enzimética (UE) é definida como a
quantidade de enzima necessaria para produzir 1 micromol de pNF por minuto ¢ a
atividade enzimitica (AE) ¢ definida como UE por mg de proteina, expressando o
valor de Vmdx em termos de concentragio de pNF gerado por minuto a partir da
equagdo da curva analitica I, = 0,025(+0,010) + 8,861(10,078) [pNF], para N = 21,
com um coeficiente de correlagfo linear de 0,9993, isto ¢ para uma corrente de
0,45 uA gerada pela formagdo de pNF, a quantidade de pNF & 0,0048 mmol L, em
UE é igual a 0,0260 mg de enzima, ¢ a atividade enzimatica é 38,46 UE/mg.

16

T v ¥ v T

R 10 15 20
[PNFF]" / mmo}’ L

Fig. VI.25. Grafico do duplo reciproco de Lineweaver—Burk para a determinagio

dos pardmetros cinéticos Km ¢ Vméx.
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A metodologia proposta para a determinagio da atividade da fosfatase 4cida
utilizando um eletrodo de carbono vitreo com ;Eembrana de Nafion apresenta
algumas vantagens em relagio ao método espectrofotométrico uma vez que nfio é
necessario paralisar a reagéio para determinar o pNF gerado enzimaticamente. Isso
representa uma facilidade operacional além de utilizar menor quantidade de enzima
otimizando mais rapidamente as condigSes para o ensaio e, evitando a adigio de
outros reagentes. Com base no valor de Km obtido pelo método eletroquimico em
comparagéo com o fornecido pelo método espectfofotomético pode-se dizer que o
método proposto se aplica muito bem na determinagdo da atividade de fosfatase
acida, pois possibilita monitorar o pNF gerado sem interferéncia do substrato pNFF.
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VII. CONCLUSOES.

O sensor construido baseado no recobrimento do eletrodo de carbono vitreo
com membrana de Nafion permitiu determinar a atividade enzimatica mediante o
monitoramento de pNF liberado da reagdo entre a fosfatase 4cida e o pNFF sem a
interferéncia deste dltimo. A metodologia desenvolvida apresenta uma grande
vantagem, jA que permite 0 monitoramento da reagio enzimatica sem ter que
paralisa-la em intervalos de tempo, enquanto que no método espectrofotométrico
isto € necessario, além disso em cada ensaio exige nova quantidade de enzima.
Portanto, o método desenvolvido utiliza uma quantidade muito menor de enzima e
reagente, baixando o custo e o tempo de andlise.

Em comparagdio a outras técnicas eletroanaliticas, a polarografia de pulso
diferencial apresenta uma faixa de trabalho abrangendo concentragdes menores do
que as obtidas no presente estudo. Entretanto o método polarografico tem a
desvantagem de utilizar substincia toxica e além disso ndo seria possivel a
eliminagdo do interferente.

A sensibilidade do eletrodo com membrana diminuiu e o limite de detecgdo
aumentou em relagdo ao eletrodo de carbono vitreo sem modificagdo, ja a faixa de
Tesposta linear manteve-se inalterada num valor de 2,0 10° a 2,3 10® mol L., A
constante cinética de transferéncia de elétrons é menor para o eletrodo com
membrana o que significa que esta confere certa resisténcia a transferéncia de
elétrons.

A atividade enziméitica foi 38,46 UE/mg para a enzima fosfatase &cida
extraida da semente de mamona com Km de 0,31 mmol L, sendo este valor da

mesma ordem de grandeza ao obtido pelo método espectrofotométrico que foi de
0,52 mmol L,
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