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Resumo da Dissertacdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos
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A utilizacdo de enzimas como catalizadores requer a recuperacao e reutilizacédo para
tornar o processo vidvel. A imobilizacdo enzimética altera a estabilidade, atividade e
especificidade enzimatica. Nao existe um método ou suporte Unico aplicavel a todas as
enzimas e suas varias aplicacdes. E de suma importancia explorar novos substratos para
imobilizacdo com composicdo e estrutura apropriadas de forma a melhorar a eficiéncia
das enzimas imobilizadas. Neste trabalho, a utilizacdo de membranas de 6xido de grafeno
produzidas por rota quimica (GO) e eletroquimica (EG) para imobilizacdo de f-
Galactosidases foi investigada. Para caracterizacdo das membranas, foram utilizadas as
técnicas de microscopia de forca atbmica, espectroscopia Raman, espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios-X e difracdo de raios-x. A técnica eletroquimica de
voltametria ciclica foi utilizada para acompanhamento da reacdo de conversao da lactose
em glicose assim como para avaliar a influéncia da utilizac&o de tratamento por plasma
nas membranas. As imagens de AFM mostraram que as membranas de EG tiveram uma
melhor imobilizacdo das enzimas na superficie. Entdo essa membrana foi tratada com
diferentes plasmas para obtencdo de suportes melhorados, porém, o plasma de argonio
foi destrutivo e o jato de plasma contribuiu para a diminuicéo dos defeitos das folhas de
grafeno, interferindo na interacdo entre 0 mesmo e o0 centro ativo das enzimas,
dificultando avaliagdo da atividade por voltametria ciclica. Por fim, a membrana de EG

sem modificagdo foi o melhor substrato para imobilizagao.
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The use of enzymes as catalysts requires recovery and reuse to make the process
viable. Enzymatic immobilization changes enzyme stability, activity and specificity.
There is no single method or support applicable to all enzymes and their various
applications. It is very important to explore new substrates for immobilization with
appropriate composition and structure in order to improve the efficiency of the
immobilized enzymes. In this work, the use of graphene oxide membranes produced by
chemical route (GO) and electrochemistry (EG) for immobilization of B-Galactosidases
was investigated. For the membrane’s characterization, the techniques of atomic force
microscopy, Raman spectroscopy, X-ray excitation and X-ray diffraction spectroscopy
were used. The electrochemical technique of cyclic voltammetry was used to monitor the
reaction of conversion of lactose to glucose as well as to evaluate the influence of the use
of plasma treatment on the membranes. The AFM images showed that the EG membranes
had better immobilization of the enzymes on the surface. This membrane was treated with
different plasmas to obtain improved substrates, however, the argon plasma was
destructive and the plasma jet contributed to the reduction of the defects of the graphene
sheets, interfering in the interaction between the same and the active center of the
enzymes, making it difficult to evaluate the activity by cyclic voltammetry. Finally, the

unmodified EG membrane was the best substrate for immobilization.

Vi
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INTRODUCAO

1.1. DEFINICAO DO TEMA E MOTIVACAO

Enzimas sdo excelentes catalisadores bioldgicos, altamente especificos e
fundamentais em reacdes bioguimicas. Aceleram a velocidade de reacGes sem serem
consumidas ou modificadas. Desempenham papéis indispensaveis em organismos Vivos,
regulando quase todas as reacdes quimicas envolvidas em processos bioldgicos, como
transducdo de sinal, expressdo génica, respostas imunes, metastases e metabolismo. Além
de seus papeis in vivo, as enzimas sdo amplamente utilizadas na area de salde, industria
alimentar e ambiental, biocombustiveis, bem como na area de ciéncias da vida. Portanto,
a regulacdo da atividade e estabilidade enzimatica é muito importante e sempre atraiu
grande atencdo. Foram descobertos reguladores de enzimas variados tais como proteinas
e peptideos. Recentemente, 0s nanomateriais evoluiram como alternativa promissora para

a modulacdo enzimatica [1].

O uso de enzimas como biocatalisadores nas industrias é atualmente uma solucdo
para muitos problemas da quimica organica moderna, que tenta realizar as rea¢des mais
complexas sob as regras da quimica verde [2]. Essa estratégia se beneficia das excelentes
propriedades das enzimas, incluindo condi¢Ges brandas de reacdo e alta seletividade. No
entanto, enzimas livres sofrem por sua baixa estabilidade, reciclabilidade e reutilizacéo,
0 que limita as suas aplicacbes em processos industriais. Esses problemas podem ser
resolvidos por imobilizacdo enzimatica em substratos. Recentemente, uma série de
transportadores, incluindo esferas, membranas, fibras, capsulas, esponjas foram aplicadas

para imobilizar enzimas e construir reatores enzimaticos [3].

Com o desenvolvimento de materiais nanoestruturados, uma série de
nanomateriais, com diferentes tamanhos e formas, foram utilizados como substratos para
imobilizagdo enzimética demonstrando que sua utilizacdo tém algumas vantagens em
relacdo aos substratos solidos bulk. O grafeno e o Oxido de grafeno (GO) atrairam a
atencdo dos pesquisadores devido as suas propriedades fisicas e quimicas interessantes e
aplicagdes amplamente demonstradas em varios campos, incluindo a biotecnologia e a

biomedicina [1].



O Oxido de grafeno pode ser considerado como o analogo isolante e desordenado
do grafeno cristalino altamente condutor. A natureza isolante e defeituosa do GO néo
permite a observacdo de efeitos fundamentais de matéria condensada bidimensional (EXx.:
efeito Kondo; efeito hall quantico; supercondutividade; plasmon; cristal de Wigner;
termoeletricidade), o que limitou o interesse dos fisicos no material. Os quimicos, no
entanto, estdo cada vez mais atraidos pelo GO por causa de sua estrutura quimica e
eletronica heterogénea. Sua estrutura hibrida sp? e a presenca de varios tipos de grupos
funcionais contendo oxigénio no plano basal e na borda da folha permitem que o GO
interaja com uma ampla gama de materiais organicos e inorgénicos de forma néo
covalente, covalente e/ou i0nicas, sendo assim, um substrato promissor para
funcionalizacdo multivalente e carregamento eficiente de pequenas moléculas organicas

e biomacromoléculas [1,4].

As folhas de GO costumam ser um substrato ideal para o estudo da imobilizagao
de enzimas em materiais nanoestruturados. Conforme mencionado acima, a folha de GO
contém grupos funcionais oxigenados, o que a transforma em substrato ideal para a
imobilizacdo de enzimas sem a necessidade de quaisquer modificacBes superficiais ou

uso de quaisquer agentes de acoplamento [5].

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar membranas
nanoestruturadas de Oxido de grafeno para imobilizacdo de enzimas utilizadas em
processos industriais, como é o caso da B-Galactosidase. O ¢6xido de grafeno foi
sintetizado por rota quimica e eletroquimica, o que proporcionou estrutura gquimica
diferenciada e, portanto, propriedades diferentes como, por exemplo, o nivel de oxidacao,
a quantidade de defeitos e hidrofobicidade. Dessa forma, espera-se avaliar qual o melhor
tipo de suporte a ser empregado para a obtengdo de maior seletividade e atividade em

processos envolvendo a catalise enzimatica.



1.2.2. OBEJTIVOS ESPECIFICOS

- Produzir membranas de grafeno a partir de diferentes metodologias, de modo a obter

membranas fisico-quimicamente diferentes (Hummers e rota eletroquimica).
- Realizar a caracterizacao estrutural, morfoldgica e quimica das membranas produzidas.

- Avaliar um métodode imobilizar a enzima nos dois tipos de membranas utilizadas e qual

a concentracdo de enzima foi mais eficiente na imobilizag&o.

- Verificar se houve aumento na taxa de conversao de reagentes a produtos nas reacoes

mediadas pela enzima e se houve melhora na atividade.

- Realizar tratamentos com plasma nas membranas e verificar se houve melhorana

imobilizacéo e na catélise.



FUNDAMENTACAO TEORICA

1.3. GRAFENO

Grafeno é o nome dado a uma monocamada de atomos de carbono sp?, que
compde o grafite. Nesta estrutura os &tomos estdo organizados em uma estrutura
bidimensional, formando hexagonos. O grafeno é considerado a unidade estrutural basica

de alguns alotropos de carbono (Figura 1), incluindo os fulerenos, nanotubos de carbono

e o grafite [6].

------

Figura 1. Grafeno como estrutura principal de alguns al6tropos de carbono, como

fulerenos, nanotubos e grafite [7].

O interesse na utilizacdo do grafeno advém de diferentes razdes: além da
resisténcia mecanica e condutividade térmica elevada, este possui propriedades elétricas
excelentes devido a sua estrutura de bandas apresentar transporte balistico (pouco
espalhamento) e o livre caminho médio dos portadores de carga poder chegar a alguns
micrémetros. 1sso torna a mobilidade de portadores (elétrons e buracos) muito alta, o

tornando um forte candidato a ser o sucessor do silicio na industria eletronica [8].



1.4. OXIDO DE GRAFENO

O oxido de grafite tem uma estrutura em camadas semelhante ao grafite, mas o
plano basal de &tomos de carbono e as bordas no 6xido de grafite tém grupos funcionais
oxigenados, que ndo s6 expandem a distancia entre camadas como também as tornam
camadas atdmicas espessas e hidrofilicas. Essas camadas oxidadas podem esfoliar em
agua sob ultrassonicacdo. O 6xido de grafeno (GO) pode ser considerado como o anélogo

isolante e desordenado do grafeno cristalino altamente condutor [9].

Revisbes abrangentes sobre a preparacao de dispersdes folhas de 6xido de grafeno
a partir de oxidacdo do grafite surgiram recentemente. Em geral, 0 GO é sintetizado pelo
método de Brodie [10],Staudenmaier [11], ou Hummers [12], ou alguma variagdo desses
métodos. Todos os trés métodos envolvem a oxidacéo de grafite em varios niveis. Brodie
[10] e Staudenmaier [11] usaram uma combinacdo de clorato de potassio (KCIO3) com
acido nitrico (HNO3) para oxidar grafite, e 0 método Hummers [12] envolve o tratamento
de grafite com permanganato de potassio (KMnOQs) e acido sulfurico (H2SO 4) [13]. A
oxidacdo do grafite resulta numa estrutura em camadas de folhas de 6xido de grafeno que
sdo fortemente hidrofilicas, de tal modo que a intercalacdo de moléculas de agua entre as
camadas ocorre prontamente. A distancia entre camadas entre as folhas de dxido de
grafeno aumenta reversivelmente de 6 a 12 A com o aumento da umidade relativa.
Notavelmente, o Oxido de grafite pode ser completamente esfoliado para produzir
suspensdes coloidais aquosas de folhas de 6xido de grafeno por sonicacdo simples e

agitando a mistura de agua / 6xido de grafite por um tempo suficientemente longo [14].

Segundo Hsuet al., devido ao tipo de sintese, o plano basal do GO é circundado
covalentemente pelos grupos epdxido e hidroxila, enquanto as bordas receberam grupos
funcionais carboxilicos. Devido a presenca de varios tipos de grupos funcionais contendo
oxigénio no plano basal e bordas da folha, o GO aromatico pode sofrer interacdes
covalentes e ndo covalentes com diferentes moléculas. Hibridos e materiais compdsitos a
base de GO com propriedades melhoradas foram sintetizados com uma gama de
moléculas organicas e inorganicas por meio de interacGes covalentes, ndo covalentes e

ibnica [15].
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Figura 2. Estrutura das folhas de éxido de grafeno e grupos funcionais. Os d&tomos de
carbono estéo representados em preto e 0s de oxigénio em vermelho [16].

1.5. CATALISE ENZIMATICA

Industrialmente, as enzimas apresentam melhores caracteristicas em relacdo aos
catalisadores quimicos (Figura 3), pois possuem alta especificidade por dado substrato e
promovem a producdo de apenas uma reacdo bioquimica, permitindo a sintese de um
produto especifico sem juntamente formar co-produtos. Existem inUmeras vantagens na
utilizacdo de enzimas, dentre elas, destacam-se a sua alta especificidade, suaves
condicGes de reacdo e a diminui¢do de problemas ambientais e toxicoldgicos. Tratando-
se da industria alimenticia, comovantagens do emprego de enzimas, destacam-se a
velocidade de reacdo, a auséncia de toxicidade, a baixa concentracdo, a atuacao sobre um
Unico substrato e o incremento de reagdes em temperaturas ¢ pH’s brandos, que sdo
necessarios manter a estrutura desejada e outras propriedades do alimento. A utilizagdo

de temperatura e pH’s brandos também minimizam o gasto de energia [17].
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Figura 3. Comparacdo entre catalise quimica e catéalise enzimética. A) Conversao de um
substrato em seu produto mediada por catalisadores ndo enzimaticos (organico / metal).
B) Conversdo de um substrato em seu produto mediada enzimaticamente. Os
catalisadores ndo enzimaticos aceleram as reacfes, mas geralmente exibem um amplo
espectro de substrato e produto. Existe um ganho de eficiéncia na utilizacdo deenzimas

que sao especificas e menos dependentes da disponibilidade de catalisadores raros [18].

1.6. IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Apesar das vantagens inquestionaveis, existem alguns problemas praticos no uso
de enzimas, sdo eles: alto custo de isolamento e purificacdo, instabilidade de suas

estruturas, uma vez que sao isoladas dos seus ambientes naturais, e sua sensibilidade tanto



a condicOes de processo quanto a presenca de substéncias que podem atuar como
inibidores, o que resulta em curta duracdo da vida util das enzimas. Além disso, ao
contrario dos catalisadores quimicos heterogéneos convencionais, as enzimas atuam
dissolvidas em meio aquoso em sistemas de catalise homogéneos e, dessa forma,
contaminam o produto impossibilitando de serem recuperadas da solu¢do em sua forma

ativa para serem reutilizadas [19].

Um dos métodos mais bem sucedidos para superar essas limitacbes € a
imobilizacdo enzimatica. A imobilizacdo é alcancada através da fixacdo de enzimas em
suportes sélidos, formando-se sistemas enzimaticos heterogéneos. Ao imitar o0 modo
natural de ocorréncia em células vivas, onde as enzimas na maioria dos casos estdo ligadas
as membranas celulares, esses sistemas estabilizam a estrutura das enzimas, melhorando
sua atividade. Assim, em compara¢do com as enzimas livres, as enzimas imobilizadas em
suportes sdo mais robustas e mais resistentes as mudangas ambientais. Mais importante
ainda, os sistemas imobilizados sdo heterogéneos e permitem uma recuperacao facil tanto
da enzima quanto do produto (Figura 4), reutilizacdo multipla de enzimas, operagédo
continua de processos enzimaticos, finalizacdo rapida de reacdes e maior variedade de

projetos de biorreator [19].

Enzim% livre
E j Dialise .
En_nma
livre
Substrato Produto + Produto
Enzima livre

(solucdo homogénea dificil recuperacao)

Enzima imobilizada

1 Filtracdo 4
* -_— — ~Z7 Enzima

imobilizada
Substrato . Pro_duto * Produto
Enzima imobilizada
(solucio heterogénea facil recuperacdo)

Figura 4. Comparacdo da utilizagdo em reatores contendo enzima livre e enzima
imobilizada, onde a utilizacdo do método de imobilizacdo permite uma facil recuperacéo
da enzima que pode ser novamente utilizada e de purificacdo do produto que ndo fica

contaminado com a presenca da enzima [20].



1.6.1. TIPOS DE IMOBILIZACAO

Basicamente, trés métodos tradicionais de imobilizacdo enzimatica podem ser
utilizados: ligacdo a um suporte (adsorcdo fisica ou ligacdo covalente), aprisionamento

(encapsulamento) e reticulacao.

1.6.1.1.  ADSORCAO

As principais vantagens da imobilizagdo por adsor¢do sdo a simplicidade da
técnica e o baixo custo, pois esta ndo necessita de ativacdo do suporte. O método de
adsorcdo promove pouca alteracdo na estrutura conformacional da enzima, ja que a
imobilizacdo ocorre de forma espontanea e a enzima € imobilizada em uma orientagédo

preferencial e energeticamente favoravel [21].

A imobilizacdo por adsor¢do € um processo simples e econdmico que € livre de
reagentes, de baixo custo e geralmente ndo destrutivo em relacdo a atividade enzimaética,
pois ndo envolve qualquer funcionalizacdo do suporte. No entanto, esta técnica apresenta
desvantagens: as enzimas sdo fracamente ligadas ao suporte pela fraca ligacéo fisica, de
modo que mudancgas na temperatura, pH ou forca i6nica podem resultar na dessorcéo /
lixiviagdo da enzima [22].

A imobilizacdo por adsor¢do é comumente dividida em trés subcategorias.Os

detalhes sobre elas serdo discutidos abaixo.

1.6.1.1.1. ADSORCAO FIiSICA

Esse tipo de imobilizacdo tem sido amplamente utilizado para desenvolver
biossensores enzimaticos. As enzimas sdo absorvidas na matriz de suporte através de
forcas fracas ndo especificas, como pontes de hidrogénio, forcas de Van der Waals ou
interacdes hidrofobicas. No entanto, estas forcas relativamente fracas podem resultar num
processo reversivel em que pode ocorrer a fuga de enzimas da matrizquando forem

alteradas as condi¢6es que influenciam a for¢a de interacdo como, por exemplo, pH, forca



ionica, temperatura ou polaridade do solvente. Em geral, este método oferece
simplicidade, regeneracdo da superficie e baixo custo. Adicionalmente, a camada
enzimatica imobilizada obtida ndo tem homogeneidade na orientacdo dos sitios ativosda

molécula ligada, dessa forma, a ligacdo ao substrato pode ser dificultada.

16.1.12.  LIGACAO ELETROSTATICA

Para utilizar a forca eletrostatica na imobilizacdo enzimatica tem que se levar em
consideracdo o pH da solucdo de reacdo e o ponto isoelétrico da enzima (é o valor de pH
onde a enzima apresenta carga elétrica liquida igual a zero). A superficie das moléculas
enziméaticas pode suportar carga positiva ou negativa, dependendo da diferenca
comparativa entre o ponto isoelétrico da enzima e o valor do pH da solucéo, definindo
um valor de pH correto, a enzima pode ser imobilizada na superficie do suporte com carga
oposta via interacGes idnicas e fortemente polares. Duas técnicas comuns de imobilizacao
por adsorcao eletrostatica sdo deposi¢cdo de camada por camada e dopagem eletroquimica,
que tem sido amplamente empregada no desenvolvimento de biossensores enzimaticos
[22].

16.1.13.  ADSORCAO HIDROFOBICA

Outra forma de adsorcdo de enzimas em um suporte é por meio de interagdes
hidrofobicas entre as moléculas de suporte e da enzima. Quando uma molécula de enzima
desloca um grande nimero de moléculas de adgua, tanto do suporte como da sua propria
superficie durante a imobilizacdo, hd um ganho de entropia resultante das interacfes
hidrofobicas entre as duas entidades. A forca de interacdo dependerd fortemente da

hidrofobicidade do suporte e da enzima [22].

A forca das interagdes depende da hidrofobicidade do adsorvente e da proteina,
regulada pelo tamanho da molécula do ligante hidrofdbico e pelo grau de substituicdo do
suporte. A modulacdo adicional das interagdes hidrofobicas entre a enzima e o suporte €
alcancada através do ajuste do pH, temperatura e concentracdo de sal durante a

imobilizacdo da enzima [23].
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1.6.1.2. LIGACAO COVALENTE

Esse tipo de imobilizacdo consiste na ligacdo da enzima ao suporte por ligacdes
covalentes. A ligacdo covalente € um dos métodos mais utilizados para a imobilizacdo
irreversivel de enzimas. O grupo funcional que faz parte da ligacdo da enzima geralmente
envolve a ligacdo atraves das cadeias laterais de lisina (grupo g-amino), cisteina (grupo
tiol) e acidos asparticos e glutdmicos (grupo carboxilico, imidazol e fenolico sdo grupos

que ndo essenciais para a atividade catalitica da enzima) [23].

A forca desse tipo de ligacédo é elevada e por envolver varios componentes da
enzima, proporciona uma grande rigidez na sua estrutura. Essa rigidez pode manter a
estrutura da enzima sem alteragdes perante agentes desnaturantes como calor, solventes
organicos, pH extremos e outros. Dentre os métodos de imobilizacdo disponiveis, a
ligacdo covalente é o mais efetivo em proporcionar estabilidade térmica e aumento do

tempo de vida das enzimas [24].

A atividade da enzima ligada covalentemente ao substrato depende do tamanho e
forma do material de suporte, natureza do método de acoplamento, composi¢do do
material de suporte e condic¢des especificas usadas durante o acoplamento. O acoplamento
com o suporte pode ser feito de duas maneiras, dependendo dos grupos ativos presentes
na molécula que sera imobilizada. Os grupos funcionais reativos podem ser adicionados
ao suporte sem modificacdes, ou a matriz de suporte é modificada para gerar grupos
ativados [23].

O procedimento de ligacdo da enzima ao suporte sélido geralmente passa por dois
estagios: (1) ativacdo da superficie usando moléculas ligantes como glutaraldeido ou
carbodiimida e (2) acoplamento covalente enzimatico ao suporte ativado. As moléculas
ligantes sdo reagentes multifuncionais (glutaraldeido ou carbodiimida) agindo como
ponte entre a superficie do suporte e a enzima, via ligacdo covalente. Essas moléculas se
ligam a superficie do substrato formando uma monocamada auto-organizada (SAM), e
posteriormente, formando entdo uma ligagdo covalente com a enzima. Diferentes ligantes
sdo usados para diferentes superficies (material inorganico, natural ou sintético polimero,

membranas) e diferentes protocolos de imobilizacdo [22].

Além das vantagens em estabilidade e aumento do tempo de vida, a imobilizacao
covalente fornece alta uniformidade da camada SAM (gerando imobiliza¢do uniforme) e
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bom controle da quantidade de enzima imobilizada. Entretanto, existe um alto risco de
desnaturacdo da enzima, pois as mesmas devem passar por modificagdes quimicas para
possuir um grupo funcional especifico. Além disso, 0 método requer alto volume de
bioreagente, mas apenas pequenas quantidades de enzimas podem ser imobilizadas (~
0,02 gramas por grama de matriz). Em comparagdo com a adsorcao, a ligacdo covalente
requer um tempo de incubagdo mais longo, uma vez que a formacdo do SAM e a
subsequente ligacdo das enzimas a esta camada demoram varias horas. O processo
também é mais complexo e deve-se tomar cuidado para garantir a pureza quimica de

forma que a SAM seja obtida em alta homogeneidade [22].

1.6.1.3. ENCAPSULAMENTO

A imobilizagéo de enzimas por encapsulamento envolve a polimerizag&o in situ
da matriz porosa em torno dos biocatalisadores a serem imobilizados. Esse confinamento
pode ser feito em uma rede de polimero (rede de gel) tal como um polimero organico ou
um sol-gel de silica, ou um dispositivo de membrana, tal como uma fibra oca ou uma
microcapsula. As interaces fisicas geralmente sdo muito fracas, portanto, uma ligacao
covalente adicional para evitar o vazamento de enzimas, é geralmente necessaria. A
diferenca entre o aprisionamento e a ligacdo de suporte geralmente ndo é clara. Sheldon
[25] define a ligacdo de suporte como a ligacdo de uma enzima a um suporte pré-fabricado
(portador) independentemente de a enzima estar situada na superficie externa ou interna
[25].

O encapsulamento requer a sintese da rede polimérica na presenca da enzima. Por
exemplo, quando uma enzima € imobilizada em uma silica mesoporosa pré-fabricada, a
enzima pode estar situada principalmente nos mesoporos, mas isso nao seria o
aprisionamento. Por outro lado, quando a enzima esta presente durante a sintese de um

sol-gel de silica, a enzima € aprisionada [25].

1.6.1.4. RETICULACAO

Outra forma de imobilizagéo de enzimas é a reticulagéo. Quiocho e Richards [26]

foram os primeiros a descrever a formacgdo de cristais de enzima reticulados e
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estabilizados. Os autores empregaram o uso de agente reticulante que levaram a formagéo
de cristais insoluveis com elevada atividade catalitica. Existe um interesse crescente pelas
enzimas imobilizadas sem transportadores, tais como cristais enzimaticos reticulados
(CLECs), e agregados enzimaticos reticulados (CLEASs). Esta abordagem oferece
vantagens claras: atividade enzimética altamente concentrada no catalisador, alta
estabilidade e baixos custos de producdo devido a exclusdo de um transportador adicional
(caro) [25].

Suporte

Adsorgao

—
Membrana [ "\%

semi-permeavel = ags %
Imobilizagao

Matriz

de enzimas
v 5
L 4
Suporte Suporte
Aprisionamento/Encapsulagao Reticulagao

Figura 5. Até agora, varios procedimentos de imobilizagdo foram desenvolvidos para
imobilizar enzima em uma superficie sélida. Os diferentes métodos de imobilizacéo
enzimatica sdo agrupados da seguinte forma e listados na figura: Adsor¢do; Ligacdo

covalente; Aprisionamento; Reticulagdo [22].

1.7. p-GALACTOSIDASE

A B-galactosidase, mais conhecida como lactase, ¢ uma enzima que desempenha
a funcdo de hidrolisar os residuos de D-galactosil dos polimeros, oligossacarideos ou
metabolitos secundarios. Estas enzimas tém duas aplicagcdes principais: a remoc¢éo de
lactose de produtos l4cteos para pessoas intolerantes a lactose ¢ a producéo de produtos
galactosilados [27].
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A intoleréncia a lactose ¢ uma doenga comum em que o individuo tem dificuldade
em processar a lactose. A principal causa dessa doenca se resume a baixa concentracdo
de B-galactosidases na mucosa do intestino delgado. Como resultado da mé digest&o da
lactose, ocorre a producdo de acidos graxos de cadeia curta e gases como Hz, CO; e
metano. Esses produtos levam a sintomas que incluem dor abdominal, célica, diarreia e
ndusea. Segundo Godoy, em uma perspectiva global, estima-se que cerca de 75% da

populacédo adulta exiba algum grau de intolerancia a lactose [27].

Tolerante a lactose (tem lactase) [Intolerante a lactose (sem lactase)
B)

\ Lactose Lactose

" " Intestino
Intestino . Delgado
Delgado Glicose l

Lactase \ .
Galactose @

Intestino
Fermentacao Grosso
Bacterial
Intestino
Grosso
Gas Acido
Flatuléncia,
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Figura 6. Mecanismo de absor¢do da lactose por organismos de individuos: A)

tolerantes a lactose e B) intolerantes a lactose [28].

A lactose é um acUcar higroscépico, um dissacarideo formado pela galactose e a
glicose e tem uma forte tendéncia a absorver sabores e odores e causa muitos defeitos em
produtos refrigerados, como cristalizagdo em alimentos, desenvolvimento de textura
arenosa e formacdo de depdsitos. A lactase € amplamente utilizada na industria para
melhorar a dogura, a solubilidade, o sabor e a digestibilidade dos produtos lacteos. A
hidrolise enzimatica da lactose é uma das tecnologias mais populares para produzir leite

com lactose reduzida e produtos lacteos para consumo de pessoas intolerantes a lactose.
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Dessa forma, ao hidrolisar a lactose com B-galactosidase, os problemas associados com
o0 descarte de soro, a cristalizacdo em alimentos concentrados congelados e o consumo de

leite por individuos intolerantes a lactose podem ser eliminados [29].

—OH
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H OH
OH H H
H
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B-galactosidade

Lactose H  OH
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Figura 7.Mecanismo da hidrolise enzimatica da lactose catalisada por f-galactosidase -

galactosidase [30].

A imobilizagdo da B-galactosidase oferece inimeras vantagens como término
rapido das reacdes, formacdo controlada do produto, facilidade de remocéo da enzima da
mistura de reacdo e adaptabilidade a varios projetos de engenharia. Os reatores contendo
B-galactosidase imobilizada tém sido extensivamente estudados, porque este € o ponto
critico na producéo industrial de leite e soro livres de lactose. Muitos dos reatores
enzimaticos usados na hidrdlise da lactose incluem sistemas de membrana. Em um
biorreator de membrana, o biocatalisador é confinado em uma regido do espaco bem
definida por meio de uma membrana seletiva, ou imobilizado por adsor¢do ou
aprisionamento dentro da propria membrana. O uso desses sistemas é uma técnica eficaz.
Tanto a conversao de lactose como a recuperacdo de proteinas pode ser realizada em uma
Unica etapa [31]. Apesar de ser um processo relativamente simples, é considerado caro
principalmente com relagéo ao alto custo e a quantidade das enzimas utilizadas. Portanto
é de extrema importancia para a industria de laticinios, a caracterizacdo de enzimas mais

eficientes, estaveis e com perfis variados de atividade.
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Além do seu papel na industria de laticinios, as -galactosidases também séo
amplamente utilizadas na inddstria de alimentos funcionais. 1sso porque 0s
galactossacarideos (GOS) sdo moléculas prebidticas que provocam alteracdes especificas
na composicdo e/ou atividade da microflora intestinal, promovendo beneficios ao
hospedeiro. Moléculas de GOS sdo tipicamente sintetizadas pela atividade das [3-
galactosidases sobre a lactose pelo processo de transglicosilagdo. Em 2005, somente o
Japdo produziu e comercializou cerca de seis mil toneladas de GOS sintetizadas a partir
das B-galactosidases. A transglicosilacdo também diminui a quantidade de acucar e
aumenta a quantidade de fibras nos alimentos. Por todas essas razdes, as $-galactosidases

com alta atividade s&o um importante alvo comercial [27].

Figura 8. Resumo da utilizagdo de enzimas como a p-galactosidase em diversas areas,

ndo s6 em pesquisa como na industria.
1.8. SENSORES ELETROQUIMICOS DE GRAFENO

Pesquisa em eletrodos de enzima em varios campos, como fisica, quimica, ciéncia
dos materiais e biotecnologia resultou em biossensores mais sofisticados e confiaveis.
Eles sdo adequados para aplicacdo em medicina, agricultura, biotecnologia, bem como
pelos militares na deteccdo e prevencédo de bioterrorismo. Os biossensores podem ser
categorizados dependendo do mecanismo de transducdo: (i) biossensores ressonantes, (ii)
biossensores de detecgdo Optica, (iii) biossensores de deteccdo térmica, (iv)

biossensorestransistores de efeito de campo (FET — field-effecttransistors) sensiveis a
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ions e (v) biossensores eletroquimicos. Os biossensores eletroquimicos tém vantagens
sobre 0s outros porque seus eletrodos podem detectar materiais presentes em amostras
reais sem danificar o sistema. No entanto, o transporte de elétrons lento das biomoléculas
limita as eficiéncias eletroquimicas dos sensores. Isto ocorre devido as caracteristicas

estruturais das proteinas e suas orientacfes desfavoraveis na superficie dos eletrodos [32].

A nanotecnologia permitiu novas aplicacbes de nanomateriais em sensores
eletroquimicos e biossensores. Varios nanomateriais como nanoparticulas metalicas,
ligas metalicas com nanoparticulas, nanoparticulas magnéticas, nanofios, nanotubos de
carbono e nanofibras de carbono tém sido utilizados como conectores elétricos entre 0s

eletrodos e os centros redox de biomoléculas [32].

O carbono apresenta um grande potencial para ser o material mais utilizado em
eletroandlise e eletrocatalise. Por exemplo, os nanotubos de carbono mostraram um
excelente desempenho em biosensores, células de biocombustivel e celulas de
combustivel de membrana de polimero/eletrélito. Os eletrodos baseados em grafeno
mostraram desempenho superior em termos de atividade eletrocatalitica e condutividade
em escala microscopica do que os baseados em nanotubos de carbono [33]. Esses indicam
que as oportunidades em eletroquimica encontradas pelos nanotubos de carbono podem
estar disponiveis para o grafeno. O grafeno é o bloco de construcao basico para materiais

grafiticos de todas as outras dimensionalidades (fulerenos, nanotubose grafite) [34].

A descoberta do grafeno, em 2004, levou a uma nova perspectiva nas pesquisas
voltadas a biossensores eletroquimicos. Devido a sua forma planar e estrutura quimica, o
grafeno tem varias propriedades vantajosas em comparacao com outros materiais para a
construcdo de sensores e biossensores [32]. Sua estrutura quimica € composta por &tomos
de carbono contendo hibridizacdo sp?, sendo que a ligagdo occ,no plano, é uma das
ligagBes mais fortes existentes nos materiais enquanto que a ligagao nc-c, fora do plano,
é responsavel pela conducdo de elétrons do grafeno, proporcionando uma fraca interacao
entre as camadas de grafeno ou entre uma camada de grafeno e o substrato. Tal
configuracio eletronica é a base para a sua grande area superficial (2630 m? g %), que é
maior que a do grafite (10 m? g'!) e nanotubos de carbono (1315 m? g '), alta forca
mecanica (200 vezes maior do que o aco), alta condutividade elétrica, que é 60 vezes mais

elevada do que a do nanotubo de carbono de parede Unica (single wall carbon nanotubes
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— SWCNT) e 6 ordens de magnitude maior do que o cobre e, por fim, sua alta elasticidade

e condutividade térmica [35].

Tabela 1Parametros analiticos de alguns sensores e biosensores fabricados com grafeno

e suas performances [35].

Analito Tipo de Material | Material | Limitede | Sensibilidade
detectado sensor do do sensor | deteccéo (inclinacéo)
eletrodo
Glicose Sensor GCE Grafeno- 0.5 uM 1234 pAmM™?
eletroquimico NP cobre | (S/N ¥ 3) cm?
Colesterol Biosensor Grafite Grafeno 5uM 443.25 pAmM*
eletroquimico cm?
H20> Biosensor | Oxidode | NPouro- | 0.11 uM | 2774.8 pAmM™
eletroquimico | grafite filme de (S/N=3) cm?
grafeno
Dopamina Sensor GCE Grafeno e 0.2nM
eletroquimico PVP (S/N =3) -
Acido Sensor GCE Grafeno 2.00 uM | 0.06674puA mM"
ascorbico | eletroquimico tem??
Acido Sensor GCE Grafeno 4.82 uM -
Urico | eletroquimico
Hidrogénio Sensor - Grafeno- 20 ppm -
eletroquimico NP de
paladio

Outros materiais relacionados, que pertencem a familia do grafeno, sdo o 6xido de

grafeno (GO) e o 6xido de grafeno reduzido (rGO). O GO é constituido por folhas de

grafeno em camadas que contém grupos funcionais oxigenados, tais como epoxidos,

carboxilas, hidroxilas e alcoois, localizados na borda e na superficie da folha com uma

proporcdo de carbono para oxigénio de aproximadamente 3:1[35]. A presenca desses

grupos na superficie do grafeno pode aumentar o elétron deslocalizado e a taxa de

transferéncia de carga e tornar o GO soluvel e biocompativel [35].

Tabela 2Parametros analiticos de alguns sensores e biosensores fabricados com oxido

de grafeno (GO) e suas performances [35].

Analito detectado Tipo de Materia
sensor I do
eletrodo

Materia
| do
sensor

Limite
de

deteccd | (inclinacéo)

0

Sensibilidad
e
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Glicose Biosensor - GO-NP | 1uM até -
eletroquimico de 2 mM
palédio
Glicose Sensor GCE GO-NP | 0.05 uM -
eletroquimico de ouro
Dibutil Sensor - GO- 8.0x10 -
Ftalato eletroquimico MIP- | ¥mol L
FesOs | 1(SIN=
NP de 3)
ouro
Glicose Sensor - rGO 1.85 pAmM™?
eletroquimico cm?
enzimatico
Antigeno Immunosenso GCE rGO-NP 0.12 -
carcinoembrionari r de prata | pgmL™*
0 eletroquimico (S/N =3)
4-nitrofenol Sensor GCE rGO- 0.005 -
eletroquimico MIP uM (S/N
:3)
Pb?* Sensor GCE | rGO-NP | 1ppb R?=0.9923
eletroquimico de FesOs | (SIN =
3)

Devido a sua forma planar e estrutura quimica, o grafeno tem varias propriedades
vantajosas em compara¢do com outros materiais para a construcdo de sensores e
biossensores. Por exemplo, a espessura atbmica da folha de grafeno e sua relacdo
superficie-volume extremamente alta tornam esse material altamente sensivel @ mudanca
das condi¢cdes do ambiente local, 0 que é uma vantagem importante no campo de
sensoriamento, uma vez que todos os &tomos de carbono interagem diretamente com 0s
analitos, promovendo assim maior sensibilidade do que nanofios de silicio ou nanotubos
de carbono [35]. Além disso, o grafeno exibe excelente capacidade de promover
transferéncia de elétrons para algumas enzimas e excelente comportamento catalitico para
pequenas moléculas como H>O2, NADH, o que torna o grafeno extremamente atraente

para biossensores baseados em enzima [34].

Além disso, 0 uso de grafeno apresenta vantagem com relacdo aos outros
nanomateriais que geraram avan¢co no campo de sensoriamento com relacdo a
confiabilidade do sinal apresentado. O uso de nanoparticulas metalicas como

biossensores é problemético devido a sua amplificacdo de sinal inconsistente. J& com
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relagdo aos nanotubos de carbono, existem impurezas metalicas oriundas de sua sintese,
que acabam sendo a principal desvantagem ao se utilizar o mesmo na modificacdo do
eletrodo. Tais impurezas metalicas sdo eletroquimicamente ativas e podem dominar a
eletroquimica do nanotubo, além de que, impurezas presentes a 50 ppm podem ser

toxicas, ja que podem participar de rea¢es redox com as biomoléculas [32].

1.8.1. ELETROQUIMICA DO GRAFENO

Existem diferentes tipos de nanomateriais baseados em grafeno e seu tipo esta
intimamente relacionado ao método de producéo. O grafeno pode ser produzido de varias
maneiras; por deposicao quimica em fase de vapor (CVD), esfoliacdo mecénica de grafite
ou esfoliacdo de oxido de grafite. Tanto o grafeno produzido via CVD quanto o grafeno
esfoliado mecanicamente contém grandes quantidades de defeitos ou funcionalidades.
No entanto, quantidades em massa de nanomateriais a base de grafeno sdo tipicamente
preparadas por diferentes métodos, como a esfoliacdo térmica do 6xido de grafite, que
leva a um material chamado grafeno termicamente reduzido ou, por exemplo, esfoliacdo
do 6xido de grafite para 6xido de grafeno (GO) e o grafeno feito por esfoliacdo
eletroquimica de grafite. Esses tipos de materiais costumam conter grandes quantidades
de defeitos e diferem significativamente do grafeno imaculado (grafeno CVVD) que possui
uma estrutura alveolar perfeita. A presenca dos defeitos ndo € desvantajosa sob o ponto
de vista da eletroquimica. Pelo contrario, € bem conhecido que a transferéncia de elétrons
em eletroquimica de carbonos sp? ocorre nas bordas e defeitos, e ndo no plano basal das
folhas de grafeno. O éxido de grafeno possui uma estrutura que ndo é totalmente
hexagonal porque a rede de carbono sp?foi muito danificada durante o processo de
oxidacdo. Esta contém grandes quantidades de gruposfuncionais oxigenados, o que pode
ser benéfico para a acdo das biomoléculas em eventos de bioreconhecimento através do
uso de um biossensor [36]. O o¢xido de grafeno pode ser quimicamente ou
eletroquimicamente reduzido, sendo que a rede sp? do carbono vem a ser parcialmente
restaurada durante este processo, porém ainda é esperado que permanecessemalguns
grupos funcionais oxidados. Os produtos desta reducdo séo tipicamente referidos como
oxido de grafeno quimicamente reduzido ou Oxido de grafeno reduzido
eletroquimicamente. Todos esses tipos de estruturas de grafite, 6xido de grafeno e os

mesmos tratados quimica ou termicamente, nos permitem ter uma grande “caixa de
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ferramentas” de grafeno para escolher o tipo certode acordo com o mecanismo correto de

aplicacdo e transducéo [37].

A detecgdo eletroquimica € altamente sensivel a moléculas eletroativas. Além da
sensibilidade (que também é uma propriedade da deteccdo elétrica), ela também oferece
seletividade de deteccdo, ja que diferentes moléculas podem ser oxidadas/reduzidas em
diferentes potenciais. O grafeno é um excelente condutor de carga elétrica. A
transferéncia eletronicaheterogénea (a transferéncia de elétrons entre o grafeno e a
molécula na solucdo necessaria para a oxidacao/reducédo da referida molécula) ocorre nas
extremidades do grafeno ou em defeitos no plano basal. Assim, a alta area superficial do
grafeno promove grandes quantidades de defeitos e, portanto, sitios eletroativos
abundantes [37].

1.8.2. ELETROQUIMICA DE ENZIMAS

A eletroquimica direta da enzima refere-se a comunicacéo eletronica direta entre
o eletrodo e o centro ativo da enzima sem a participacdo de mediadores ou outros
reagentes, o que é muito significativo no desenvolvimento de biossensores, células a
biocombustivel e dispositivos biomédicos. Entretanto, a realizacdo de eletroquimica
direta de enzima redox em eletrodos comuns é muito dificil, porque os centros ativos da
maioria das enzimas redox estdo localizados profundamente em uma cavidade
hidrofébica da molécula. Nanotubos de carbono e nanoparticulas metalicas exibiram
excelente desempenho aumentando a transferéncia direta de elétrons entre enzimas e
eletrodos, e sdo amplamente utilizados atualmente. Devido a sua extraordinaria
propriedade de transporte de elétrons e a alta area superficial especifica, espera-se que o
grafeno funcional promova a transferéncia de elétrons entre substratos de eletrodos e
enzimas [34].

1.8.3. DETECCAO DE BIOMACROMOLECULAS

Biossensores eletroquimicos acoplados a enzimas sdo baseados na deteccéo de
um sinal elétrico produzido por uma espeécie eletroativa, produzida ou exaurida por uma
reacdo enzimatica. O layout relativamente simples consiste em uma camada de
bioreconhecimento de enzimas conectadas a um eletrodo de trabalho, um transdutor. As

enzimas sdo moléculas de bioreconhecimento 6timas porque fornecem excelente
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seletividade para o substrato alvo e tém alta atividade catalitica. Ao mesmo tempo, as
enzimas sdo 0 componente de vida mais curta desses biossensores porque perdem
gradualmente a atividade, determinando assim a vida util do biossensor. Enquanto a
camada enzimatica catalisa a producdo ou deplecdo de uma espécie eletroativa, uma
tensdo é aplicada ao eletrodo em sensores amperométricos, o que induz a reacdo redox
das espécies eletroativas - gerando um sinal. Este sinal elétrico esta correlacionado com
a concentracdo de analito na amostra. Uma mudanca no potencial do eletrodo também
pode ser usada como a resposta mensuravel do transdutor em sensores potenciométricos.
Finalmente, um processador de sinal conectado a um transdutor coleta, amplifica e exibe
o sinal. O uso de eletrodos como transdutores de sinal em biossensores € bastante popular
devido a alta sensibilidade e simplicidade operacional do método. A detecgdo
eletroquimica também oferece seletividade adicional, pois diferentes moléculas
eletroativas podem ser oxidadas/reduzidas em diferentes potenciais. Esse tipo de detecgéo
também € compativel com a maioria dos métodos modernos de
miniaturizacdo/microfabricacdo, tem requisitos minimos de energia e € independente da
turbidez e cor da amostra. A maioria dos biossensores eletroquimicos baseados em
enzimas ndo requer instrumentacdo extensiva, tornando-os relativamente baratos. Os
eletrodos enzimaticos sdo usados em muitos pontos de atendimento e aplicacdes clinicas

para uma ampla gama de analitos [38].

Os biossensores eletroquimicos também sdo populares devido a seus tempos de
resposta relativamente rapidos e de baixo custo. H4, no entanto, desvantagens com
sensores eletroquimicos, particularmente quando acoplados a uma reacdo enzimatica
[39]. O principal desafio no desenvolvimento desses biossensores eletroquimicos foi
superar a transferéncia de elétrons, muitas vezes ineficiente, entre a enzima e a superficie
do eletrodo. Isto é geralmente devido ao sitio ativo redox estar enterrado profundamente
dentro da enzima e a incapacidade da enzima de se orientar favoravelmente em relagdo a
superficie do eletrodo para uma réapida e eficiente transferéncia de elétrons. Outros
desafios associados aos biossensores eletroquimicos que estdo sendo abordados pelas
pesquisas em andamento incluem a ligacdo ndo especifica e, as vezes, a capacidade
limitada de funcionar adequadamente em amostras reais devido a incrustagéo do eletrodo
ou baixa seletividade do analito em uma matriz de amostra complexa. Ha também
esforgos continuos para miniaturizar os biossensores e torna-los biocompativeis para

medigdes in vivo. A biocompatibilidade costuma ser importante, uma vez que o sangue
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e outros fluidos bioldgicos sdo as matrizes de amostras mais comuns para eletrodos
enziméticos em aplicacOes de quimica clinica. As principais aplica¢des dos biossensores
eletroquimicos estdo no controle de qualidade de alimentos e bebidas, seguranca,
monitoramento ambiental, bioprocessamento e, mais comumente, na area da saude. A
determinacdo de glicose no sangue continua sendo a aplicagdo mais dominante e mais
estudada de biossensores eletroquimicos e, como tal, é a aplicagdo comercial mais bem-

sucedida de biossensores acoplados a enzimas [38].

A combinacdo da bioseletividade e especificidade das enzimas com as numerosas
e vantajosas propriedades quimicas e fisicas das nanoparticulas permitiu o

desenvolvimento de um novo subconjunto de dispositivos biossensores sensiveis.

A evolucéo dos biosensores eletroquimicos reflete um esforgo para produzir uma
via de transducdo eficiente e seletiva - uma que forneca um sinal de analito amplificado
e rapido e minima interferéncia de fundo. Varios esquemas de sucesso foram descritos
para estabelecer um contato proximo entre a enzima e o transdutor eletroquimico sem
interferir no acesso do substrato ao sitio ativo da enzima ou alterar adversamente a
conformacdo geral da enzima que, por sua vez, pode afetar sua atividade biocatalitica.
No entanto, esses avancos fazem relativamente pouco para melhorar as propriedades
intrinsecas do proprio transdutor. Ao modificar o transdutor, € possivel aumentar ainda
mais a seletividade do biossensor, aumentar a relagdo S/N e diminuir o limite de detecgéo.
Nos Ultimos anos, a modificacdo de eletrodos com nanomateriais, como nanoparticulas
de ouro ou nanotubos de carbono, grafeno, mostrou-se promissora. Estudos recentes
mostraram sua capacidade de fornecer uma plataforma amigavel para imobilizar enzimas
e melhorar ainda mais a transferéncia de elétrons entre o centro redox da enzima e
eletrodo, resultando em tempos de resposta mais rapidos e, muitas vezes, maior
sensibilidade [38].

Muitas vezes, a imobilizacdo de enzimas também melhora sua estabilidade
minimizando o desdobramento de enzimas. Portanto, é benéfico investigar os métodos
pelos quais esses nanomateriais sdo usados em biossensores, especificamente, como as

enzimas sao imobilizadas nesses eletrodos modificados[23].

23



1.9. TECNOLOGIA DE PLASMA E O GRAFENO

As técnicas baseadas no plasma tém sido predominantemente aplicadas a sintese
inicial de materiais a base de carbono. O plasma também tem potencial para a
funcionalizacdo pos-sintese de materiais de carbono como é o caso do grafeno e do 6xido
de grafeno. As descargas de plasma podem permitir a fixacdo de diferentes espécies
quimicas do mesmo elemento a estrutura do grafeno. A seletividade associada ao plasma
abriu novas dimensdes na funcionalizacdo do grafeno em termos de criacdo defeitos

estruturais definidos e precisdo no doping. [40]

Além de aplicar o plasma nas folhas de grafeno, as pessoas também usaram a técnica
para reduzir e funcionalizar as folhas de dxido de grafeno e foram bem sucedidas. O 6xido
de grafeno (GO), o 6xido de grafeno reduzido (RGO) e 0s seus comp0sitos com outros
nanomateriais tém sido amplamente utilizados para produzir sensores, supercapacitores,
etc. Diferentes gases individuais e as misturas de gases foram usados para criar o plasma.
A tecnologia de plasma foi aplicada com uma variedade de condi¢des de temperatura e
pressdo. O efeito do plasma foi observado para alterar o material em todos os aspectos.
Afetou ou melhorou todas as propriedades, como elétrica, eletrdnica, 6ptica e mecanica,
etc. Em alguns casos, a aplicagdo de plasma introduziu algumas novas propriedades no
GO. As espécies de plasma também desempenham um papel muito importante na
reparacao de defeitos de GO. [41]

Recentemente Wang et al. [42] prepararam com sucesso nanoparticulas de Pt
altamente dispersas em folhas de grafeno usando um plasma de frequéncia de radio (ICP
- RF) acoplado indutivamente em uma etapa em condi¢fes suaves. Essa reducdo de
plasma simplesmente usa Ar, Hz, NH3, ar, ou outros gases como o gas gerador de plasma,
e nao requer nenhum produto quimico redutor. Usando a irradiacdo de plasma, a
destruicdo das interacdes de van der Waals do grafeno em camadas mdltiplas e a remocgéo
dos grupos de oxigénio hidrofilico foi realizada ao mesmo tempo. Uma abordagem
simples, de baixo custo e que respeita a quimica verde para preparar grafeno reduzido
pelo plasma de H: e aplica-lo como adsorvente para remover 0 4,4-diclorobifenil (4,4'-
DCB) de solugdes aquosas. [42]
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Véarios métodos sdo usados para realizar tratamentos de plasma, o tipo de método
determina em grande parte o efeito do plasma nas propriedades do 6xido de grafeno. Os
mais utilizados para a funcionalizacdo do 6xido de grafeno séo os tratamentos em plasmas
de nitrogénio, amonia, oxigénio, metano, hidrogénio e fldor. O tratamento em cada um
desses plasmas tem caracteristicas relacionadas a atividade quimica dos ions, ativados
pela acdo da radiagdo ultravioleta, por elétrons e outras espécies ativas do plasma. O efeito
dos tratamentos com plasma nas propriedades GO ainda é pouco compreendido. Se
compararmos a quantidade de trabalho dedicada ao tratamento de plasma de grafeno e
Oxido de grafeno, entdo este valor para 0 GO é muito menor. Para utilizar tratamentos de
plasma para controlar as propriedades do 6xido de grafeno, ja que muitos mecanismos de
modificacdo do grafeno em varios meios de plasma ndo foram totalmente investigados.
[43]
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MATERIAIS E METODOS

1.10. MATERIAIS

Para a sintese de GO (0xido de grafeno produzido por rota quimica) foi utilizado o
grafite expandidoadquirido da Nacional de Grafite Ltda (Sdo Paulo, Brasil). Nitrato de
sodio (NaNOz), permanganato de potéssio (KMnOs), &cido sulfarico (H2SO4), acido
cloridrico (HCI) e perdxido de hidrogénio (H202) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Missouri, EUA). O carbonato de calcio (CaCOs, 98,5%) foi adquirido da Merck
(Darmstadt, Alemanha).

Para a sintese de EG (6xido de grafeno produzido por eletroquimica) foi utilizada
uma folha de grafite de 0.25 mm de espessura obtida da Alfa Aesar, agua purificada pelo
sistema Milli-Q Millipore system (resistivityl8 MQ cm?). As solugdes foram feitas a

partir de n,n’-dimetilformamida (99%), obtida pela Sigma-Aldrich.

As enzimas utilizadas foram obtidas de amostras comerciais, sendo que para
imobilizacdo nas membranas foi utilizada a Lacday 10.000 FCC ALU (comprimido)
enquanto que para os ensaios eletroquimicos, foi utilizada a Deslac Lactose Gotas 10.000
FCC ALU (gota).

Os eletrodos utilizados foram do tipo eletrodo impresso de carbono, marca SPE
(6.1208.110), fabricante Metrohm, com diametro de trabalho de 4mm.

1.11. METODOS

1.11.1. SINTESE DE MATERIAIS A BASE DE GRAFENO

No presente trabalho, o grafeno foi sintetizado por duas rotas de sintese: sintese
quimica por oxidacéo do grafite e sintese eletroquimica utilizando grafite como eletrodo
de trabalho. Cada uma das metodologias teve como resultado um grafeno com

caracteristicas fisico-quimicas diferenciadas.
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1.11.1.1. VIAELETROQUIMICA

O d&xido de grafeno foi sintetizado por esfoliacdo eletroquimica do grafite que
consiste na utilizacdo de um sistema com dois eletrodos onde um fio de platina atua como
contra-eletrodo e uma folha de grafite atua como eletrodo de trabalho. Uma solucéo de
(NH4)2S04(0,1 mol L) foi utilizada como eletrélito suporte. Uma diferenca de potencial
de 10 V foi aplicada ao eletrodo de grafite por aproximadamente 30 min para completar
0 processo de esfoliacdo. Depois da esfoliacdo, o material obtido foi filtrado a vacuo
utilizando membranas de PTFE de 47mm com diametros na faixa de 0,45 pm.
Posteriormente, o material foi esfoliado por sonicacdo em dimetilformamida (DMF)
utilizando um banho de ultrassom por 15 minutos [44].

. Eletrolito

Figura 9. Esquema de reacéo de sintese de éxido de grafeno via eletroquimica.

Como esquematizado na Figura 10, as folhas de grafeno podem ser esfoliadas a
partir do anodo de grafite carregado positivamente por trés etapas principais: (1) a
oxidacdo inicial dos anodos pelos ions hidroxila nucleofilicos (OH?) que foram
eletrolisados a partir da &gua, (2) intercalacdo do anodo oxidado por anions ou moléculas
de agua, (3) esfoliacdo do &nodo expandido em nanofolhas pelos gases formados a partir

da eletro-oxidacédo dos ions intercalados ou moleculares [45].
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Figura 10. Mecanismo esquematico da esfoliacdo eletroquimica do grafeno [45].

1.11.1.2. VIAROTA QUIMICA

O GO foi preparado usando a metodologia de Hummers [12]. Para isto, foram
adicionados H2SO4 concentrado (92 mL) a uma mistura de grafite expandido (2,0 g) e
NaNOs (1,0 g). Ap6s a mistura estar homogénea, adicionou-se KMnOs (3,0 Q)
lentamente. A mistura foi, entdo, aquecida a 35° C e agitada durante 30 min. Em seguida,
foi adicionada agua (300mL) lentamente ao meio, promovendo uma grande reacao
exotérmica e aumentando a temperatura para 98° C. O aquecimento externo foi utilizado
para manter a temperatura de reacdo a 98° C durante 15 min e, depois, foi utilizado um
banho de gelo para arrefecer o meio durante 10 min. Adicionou-se uma solu¢do de 10 mL
de H20230% v / v em 90 mL de &gua para cessar a rea¢ao, produzindo outro processo
exotérmico. Apds a reacdo de oxidacdo cessar, obteve-se uma suspensdo de cor marrom
que foi lavada com solucdo de HCI 180 mL de agua e 20 mL de solucdo de HCI a 30%
(v/v) para remover os ions metalicos. Entdo, foi realizada uma filtracdo para separar o
grafite que ndo foi oxidado. A solucdo filtrada foi deixada decantando por 24h para
retirada do sobrenadante acido. A parte decantada, correspondente ao grafite oxidado, foi
entdo, exaustivamente lavada com agua e centrifugada para remover o que restava de
solucdo &cida. A cada lavagem, o pH do sobrenadante foi monitorado até se tornar neutro.
A &gua residual foi removida usando um processo de liofilizagcdo. O oOxido de grafite
obtido nesta etapa foi esfoliado por banho ultrassénico por 30 min para produzir o GO.
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Figura 11.A) Reagentes iniciais da sintese de 6xido de grafeno; B) produto do processo
de sintese; C) Solug&o da sintese filtrada para retirada do grafite ndo oxidado; D) Oxido
de grafite filtrado deixado para decantacio; E) Oxido de grafeno decantado; F)
Decantado, levado para centrifugacéo e lavagem; G) Solucéo final de dxido de grafite;
H) Oxido de grafite liofilizado que é posteriormente esfoliado em banho ultrassénico para

producéo de GO.

1.11.2. PRODUCAO DE MEMBRANAS

As membranas foram produzidas utilizando um sistema de filtragdo & vacuo do
material de grafeno disperso em DMF. A espessura da membrana depende da
concentracdo e do volume da suspensdo. Para as membranas feitas com éxido de grafeno
produzido via eletroquimica (EG), foram utilizadas solucdes de 30 mL com concentragdo
de 4mgmL-?, utilizando DMF como solvente. Ja para as membranas de 6xido de grafeno

produzido por rota quimica (GO) foram utilizadas solug¢des de 30 mL com concentragdo
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de 1mgmL?, utilizando agua milli-Q como solvente. Essas solugdes foram levadas para
filtracdo, utilizando membrana AnoporeDisc com didmetro na faixa de 0,2 um. Apds o
término da filtracdo as membranas foram levadas a estufa a 60° C até a secagem completa
do solvente. Dessa forma a membrana de grafeno se soltou do disco de anodizacéo e foi

facilmente removida.

Figura 12. Esquema de filtracdo das membranas de o0xido de grafeno, EG e GO.

1.11.3. IMOBILIZACAO DE B- GALACTOSIDASE

A enzima foi imobilizada pelo método de adsorcdo. Para imobilizacdo nas
membranas, foram feitas solucbes de PBS pH 4,5 e concentragdes de 3-Galactosidases de
0,5mgmL?,2,0mgmL?, 50mgmL?e10,0mgmL™. Apds as solugdes ficarem prontas,
o0 suporte sélido (membrana) foi colocado em contato com a solu¢do enzimatica por um
periodo de 30 min sob condi¢cBes adequadas que sustentaram a atividade enzimatica,
mantendo pH 4,5 e temperatura de 30°C. As moléculas enziméticas ndo adsorvidas foram
removidas da superficie por lavagem com tampdo fosfato. Esse mesmo método foi
utilizado pra imobilizar as enzimas nas membranas que posteriormente foram

modificadas por plasma.

Para imobilizacao no eletrodo foi utilizada uma solucdo de 5 mg de enzima em PBS

pH 4,5. Essa solugdo foi colocada sobre a superficie do eletrodo e deixada em estufa a
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60°C até total secagem do solvente. Posteriormente, as moléculas enzimaticas nao

adsorvidas foram removidas da superficie por lavagem com tampé&o fosfato.

Método Experimental

Membrana de

Suporte reativo Imobilizacéao
EG ou GO P ¢
(B-galactosidase)
Modificagcao de superficie;
Tratamento de plasma g'
. crosslinker, etc

— &6

Figura 13. Método de Imobilizacdo das enzimas em membranas.
1.11.4. TRATAMENTO COM PLASMA

1.11.4.1. PLASMA DE ARGONIO EM MEMBRANA

O tratamento de plasma foi realizado usando um reator indutivo construido no
Laboratorio de Superficies e Filmes Finos da COPPE/UFRJ. O esquema do reator é
apresentado na Figura 14a. Ele é composto por um sistema de radio frequéncia (RF)
usando uma bobina indutiva ao redor de uma camara tubular de vidro boros silicato.
Dentro da camara foi introduzido o porta amostras de vidro contendo as membranas de
EG e de GO com um lado especifico virado para a superficie, de modo a saber qual lado
da membrana ficou em contato com o plasma. A atmosfera na camara foi controlada por
uma bomba de vacuo mecénica em um extremo do reator, e, do outro lado, um fluxo de

gas controlado por uma valvula e um medidor de pressao.

O gas utilizado no reator foi o argénio. A poténcia utilizada foi de 60W, a pressao de
base foi 3,3x102mbar, a pressdo de trabalho foi de 1x 10'mbar e o tratamento foi

realizado durante 1 minuto para ndo danificar a superficie da membrana.
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Figura 14. (a) Esquema de representacdo do reator indutivo. (b) Reator indutivo [46].

1.11.4.2. JATO DE PLASMA

Um sistema de jato de plasma atmosférico PlasmaPenTM PVA TePlaAmerica foi
utilizado para modificar o0 EG em solucdo. O tratamento foi realizado utilizando ar
atmosférico comprimido a 7 bar. A distancia entre a solucdo e o bocal do jato de plasma
foi mantida fixa a aproximadamente 1 cm. A solu¢do permaneceu em agitacdo durante
todo o tempo de tratamento a fim de conseguir um tratamento mais homogéneo. A solucéo
de EG utilizada foi preparada da mesma forma descrita no item 1.11.2 e foi mantida em

tratamento durante 2 minutos e meio.

Figura 15: Sistema de plasma atmosférico PlasmaPen, onde foi realizado o tratamento
das amostras de oxido de grafeno em solugéo.
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1.11.5. CARACTERIZACAO

1.11.5.1. ANGULO DE CONTATO

Em geral, a molhabilidade de uma superficie sélida é fortemente influenciada
tanto por sua composi¢do quimica quanto por sua estrutura geométrica (ou rugosidade
superficial). [47] As medidas de angulo de contato foram utilizadas para analisar a
molhabilidade das diferentes membranas sintetizadas. Além disso, o angulo de contato
também foi medido ap6s as enzimas terem sido imobilizadas na superficie das

membranas, dessa forma podendo verificar se a imobilizag&o realmente ocorreu.

As medidas de angulo de contato foram obtidas usando um goniémetro Rame-
Hart, EUA, 500. Foram pingadas gotas de 2l de 4gua destilada nas membranas de EG e
de GO. As medidas foram realizadas em diferentes posi¢cbes da membrana a fim de
verificar a homogeneidade na superficie. A gota foi deixada em repouso durante 1 min a

fim de ver se a gota seria absorvida pela membrana.

1.11.5.2. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A microscopia de forca atbmica (AFM) é uma das técnicas de imagem de
superficie em micro e nanoescala. Foi desenvolvida ha mais de duas décadas e atualmente
oferece amplo espectro de modos de medi¢do. Devido a interacdo direta sonda-amostra,
é possivel determinar certas propriedades mecanicas, elétricas, térmicas e Opticas do
material. Portanto, a utilizacdo de AFM na investigacdo de um material t&o avangado e
de baixa dimensionalidade como o grafeno foi apreciada e tornou-se uma ferramenta

padrdo em diagnosticos de tecnologia de grafeno [48].

O microscoépio de forca atbmica (AFM) (JPK Nanowizard Il) foi utilizado para
investigar a topografia das membranas e posteriormente das membranas apés a
imobilizacdo das enzimas. Imagens de amostras foram obtidas em modo contato
intermitente usando um cantilever Bruker RTESP, com frequéncia de ressonancia de 273

kHz e constante elastica de 14 Nm™, determinada pelo método de Sader.
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1.11.5.3. ESPECTORSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman tem desempenhado historicamente um papel importante no
estudo e caracterizagdo de materiais grafiticos, sendo amplamente utilizado nas ultimas
quatro décadas para caracterizar grafite, fibras de carbono, carbono vitreo, fulerenos,
nanotubos de carbono e grafeno. Para carbonos sp2 como grafeno e nanotubos de
carbono, a espectroscopia Raman pode fornecer informacdes sobre o tamanho dos
cristalitos, agrupamento da fase sp2, a presenca de hibridizacdo sp3 e a introducdo de
impurezas quimicas, a magnitude da densidade de massa, dopagem, defeitos e outras
desordens do cristal, estrutura da borda, tensdo, numero de camadas de grafeno, diametro
do nanotubo, quiralidade, curvatura e finalmente o comportamento metalico versus

semicondutor [49].

As anédlises espectroscopicas Raman foram realizadas em um espectrometro
Renishawlnvia, com uma linha de laser de 514,5 nm em uma configuracdo de
retroespalhamento usando um microscopio com objetiva de 100 x. A poténcia do laser
foi mantida abaixo de 0,1 mW (<2 W mm-2) para evitar o calor local e danos as amostras.
Todos os espectros foram adquiridos usando 10 s de tempo de integracdo e 10
acumulagdes de 100 cm™ a 3600 cm™. O espectro final foi obtido pela média de cinco

medidas tomadas em pontos aleatorios para avaliar a homogeneidade.

1.11.5.4. ESPECTROSCOPIA DE FOTOELETRONS EXCITADOS
POR RAIOS X (XPS)

A técnica de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X é utilizada para
fornecer informacdes sobre a composicao quimica de superficie das amostras de 0xido
de grafeno. Podendo quantificar quais &tomos de carbono estdo no plano basal do grafe
e quais fazem ligacdo com grupos funcionais oxigenados na superficie como: grupo

epoxi, carbonilas, carboxilas e acidos carboxilicos [50].
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As anélises de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X (XPS) foram
realizadas em um meio de ultra-alto vacuo (pressdo: 10°mbar) (fabricante, Scienta
Omicron) utilizando fonte de raios-X ndo-monocromatica, anodo de Al (Ka = 1486.7
eV), com poténcia de emissdo de 20 mA e tensdo de 15 kV. Os espectros de varredura
foram obtidos com energia de passo do analisador de 160 eV e passo de aquisicdo de 1
eV. Os espectros em alta resolu¢do foram coletados na regido do C 1s com energia de

passo do analisador de 20 eV e passo de aquisi¢do de -0.05 eV.

1.11.5.5. DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

A anélise por DRX foi usada para caracterizar a natureza cristalina e a pureza
de fase do GO sintetizado pelas diferentes rotas de sintese. Segundo Krishnamoorthy et
al.[51], o padrdo de DRX do grafite mostra um pico de difracdo a 20 = 26,3°
correspondendo a um espacamento entre camadas de cerca de 0,34 nm e que com 0
aumento dos niveis de oxidagao a intensidade do pico a 26 = 26,3 ° comeca a diminuir e,
finalmente, desaparece nos niveis de oxidacdo mais elevados. Simultaneamente, também
descreveram que foi possivel observar o aparecimento de um novo pico em um angulo de
difracdo menor que comeca a ficar mais intenso com o aumento dos niveis de oxidacao,

0 que corresponde ao padréo de difracdo do GO. [51]

As analises de difracdo de raios-X (XRD) foram realizadas num difratdmetro D8-
Focus Bruker utilizando radiacdo de Cu-Ko Ni-filtrada (A = 1,5406 A), utilizando um
intervalo de exploragdo de 0,02 ° e 20 entre 5° e 40 °. Uma camada fina de amostra foi

preparada por secagem ambiente da suspenséo aquosa em placas de Si.

1.11.5.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Com o MEV podemos ter informaces de superficie das membranas de 6xido de
grafeno, com uma boa resolucdo. Podemos diferenciar a morfologia de cada amostra e
obter informagbes como rugosidade e espessura das membranas. A microscopia
eletronica de varredura (MEV) foi realizada utilizando um microscopio eletrénico de
varredura Orion NanoFab - Zeiss. A utilizagdo desse microscopio foi devido a

possibilidade da utilizagdo do FloodGun (canh&o de elétrons) que é capaz de neutralizar
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a carga da superficie, ndo sendo necessaria uma etapa de recobrimento metalico da

amostra.

1.11.6. ENSAIOS ELETROQUIMICOS

Biossensores eletroquimicos acoplados a enzimas sdo baseados na detec¢cdo de um
sinal elétrico produzida por uma espécie eletro-ativa, seja produzido ou exaurido por uma
reacdo enzimética. O layout relativamente simples consiste em uma camada de bio-
reconhecimento de enzimas ligadas a um eletrodo de trabalho, um transdutor (Figura 16).
Enquanto a camada enzimatica catalisa a producdo ou deplecdo de uma espécie eletro-
ativa, uma tensdo é aplicada ao eletrodo em sensores amperométricos, o que induz a
reacdo redox das espécies eletroativas - gerando um sinal. Este sinal elétrico esta
correlacionado com a concentragdo de analito na amostra. Uma mudanca no potencial do
eletrodo também pode ser usada como a resposta mensuravel do transdutor em sensores
potenciométricos. Finalmente, um processador de sinal conectado a um transdutor coleta,
amplifica e exibe o sinal. O uso de eletrodos como transdutores de sinal em biossensores
é bastante popular devido a alta sensibilidade e simplicidade operacional do método [38].

A eletroquimica foi utilizada para verificar a atividade catalitica bem como a
seletividade da enzima imobilizada sobre o grafeno, tratado e ndo tratado por plasma, e
compara-las com a atividade e seletividadedas enzimas livres em solugdo. O grafeno neste
caso nao foi utilizado na forma de membranas, pois as mesmas ndo foram desenhadas
para atuarem como eletrodo suporte. Foi feita uma tentativa de utilizacdo de célula
especifica para que estas membranas atuassem como eletrodo de trabalho, porémos
contatos elétricos ndo foram eficientes em proporcionar uma boa razdo sinal/ruido.
Portanto, para as medi¢es citadas acima, as amostras de grafeno percussoras, EG, foram
solubilizadas em DMF e depositadas por casting sobre eletrodos impressos para
determinacdo da atividade catalitica. Vale a pena ressaltar que a solucdo utilizada para
fazer casting foi a mesma da preparacio das membranas (4mg mL™) que foram
caracterizadas quimica e morfologicamente. Asmedicdes de voltametria ciclicaforam
realizadas utilizando um potenciostato Autolab (modelo PGSTAT 204) e o software
NOVA 1.11, foi utilizado para aquisicdo de dados. Os eletrodos utilizados foram: o de

trabalho foi um eletrodo impresso de carbono (que foi posteriormente modificado com
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EG), o contra-eletrodo foi um fio de platina e o eletrodo de referéncia foi o eletrodo de
Ag/AgCl em uma solucéo de KCI 3 mol L.

A nomenclatura a ser adotada em toda a dissertacao foi: eletrodo impresso de carbono
(ECI), eletrodo impresso de carbono com enzima imobilizada (ECI — LAC(ei)), eletrodo
impresso de carbono modificado com EG (EGI) e um eletrodo impresso de carbono
modificado com EG e enzima imobilizada (EGI- LAC(ei)). As medidas foram realizadas

utilizando solucdes de lactoselmmol Lt e glicose Immol L.

Os ensaios foram feitos utilizando voltametria ciclica (CV) usando a célula de trés
eletrodos, em PBS pH 7, na faixa de potencial entre -1,40 e 0,50 V, passo potencial de
2,4 mV e taxa de varredura de 50 mV s -1. Todas as medidas eletroanaliticas foram

realizadas a temperatura ambiente.

Produto

w"r”' |
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Analito Molécula de Transdutor Sinal
(Substrato) reconhecimento (eletrodo)
biologico
(enzima)

Figura 16.Um projeto tipico de um biossensor eletroquimico modificado por enzimas
[38].
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O material de grafeno foi sintetizado por duas rotas diferentes e as membranas
estudadas foram feitas a partir desses materiais. As membranas foram caracterizadas e as
enzimas foram imobilizadas em sua superficie, a membrana que teve a melhor
imobilizacdo foi escolhida para a realizacdo dos ensaios eletroquimicos e para a
modificagdo por plasma.

1.12. CARACTERIZACAO DA MEMBRANA

CaracterizagcOes estruturais, quimicas e morfolégicas das membranas foram
realizadas para elucidar sua estrutura eletrdnica, pureza e nivel de funcionaliza¢do usando

técnicas AFM, angulo de contato, Raman, XPS e DRX.

1.12.1. AFM

O AFM foi realizado a fim de verificar as caracteristicas da superficie das membranas
produzidas. A Figura 17 mostra uma imagem de topografia obtida por microscopia de
forca atbmica (AFM) de uma membrana de EG (A) e GO (B). Nesta imagem é possivel
observar as tipicas rugas “wrinkles” do grafeno e algumas regifes mais altas. Sabe-se que
0 EG apresenta grande heterogeneidade, podendo estar mais oxidado/esfoliado em
algumas partes do que em outras, e também €é possivel encontrar no material algumas
regides ndo oxidadas/esfoliadas, tal qual o grafite original. Observa-se nesta imagem
regides com diferentes alturas o que indica que a membrana possui regides com diferentes
nimeros de camadas de grafeno, empilhadas umas sobre as outras. Associando esta
heterogeneidade da topografia aos diferentes tipos de defeitos existentes na folha de
grafeno que constituem esta membrana, provenientes, sobretudo dos processos de
oxidacdo e esfoliacdo eletroquimica, tém-se sitios de coordenacdo com potencial
atividade para catalise, sendo que o desempenho catalitico depende da mobilidade
eletrbnica na superficie dos materiais. De tal maneira, espera-se que a membrana tenha
acao sinérgica juntamente com as enzimas no processo de catalise, atuando nao s6 como

suporte, mas também como co-catalisador.
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205 nm

Figura 17. Imagem de AFM (modo contato intermitente) da membrana de Oxido de
grafeno crescida por via eletroquimica, EG (A) e membrana de éxido de grafeno pelo
método de oxidacdo quimica, baseado na metodologia de Hummers, GO (B). Nas duas
imagens foi possivel perceber as rugas tipicas de materiais de grafeno, referentes as folhas

de grafeno sobrepostas.

1.12.2. ANGULO DE CONTATO

O angulo de contato foi utilizado para verificar a molhabilidade das superficies das
membranas. O angulo que a gota de 4gua faz quando em contato com a superficie mostra
se 0 material € mais hidrofilico ou é mais hidrofobico. Esse fator esta fortemente ligado
a quimica de superficie do material analisado. No caso do éxido de grafeno, quanto maior
a quantidade de grupos funcionais de superficie, maior a hidrofilicidade, menor o angulo
de contato com a 4gua. [41].

A Figura 18 mostra as medidas de angulo de contato realizadas a fim de
caracterizar o suporte antes da imobilizacao, utilizando como solvente a dgua. E possivel
perceber que a membrana de EG é menos hidrofilica que a membrana de GO devido ao
maior valor do angulo de contato da membrana de EG (55,6°) comparado ao valor para a
membrana de GO (22,9°).
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Membrana de EG Membrana de GO

Figura 18. Medidas de angulo de contato em 4gua da membrana de EG (A) e GO (B).

1.12.3. XPS

A andlise de XPS fornece informacg6es valiosas sobre o grau de oxidacéo do EG
e do GO. A Figura 19 mostra os espectros de XPS das amostras na regido do Cl1s. O
espectro para o0 pico Cls foi decomposto em seis componentes (fungédo
Gaussiana/Lorentziana na proporcdo 70:30) centradas nas seguintes energias: 284,6 eV
(sp?, ligagdo C=C referente a cadeia carbOnica do grafite), 285,5 eV (sp°, C-C ligagio
das cadeias carbonicas de grafite) 286,7 eV (C-OH e COC, grupos hidroxila e epoxi,
respectivamente), 287,4 eV (C=0, carbonila), 288,8 eV (C-OOH, carboxila) e 291,4 eV
(m-m*, pico satélite referente a intera¢do dos elétrons [, ou seja, dos elétrons da camada
de valéncia com os elétrons do “core”). A Tabela 3 mostra a porcentagem de area dessas

componentes em relacdo a area total do pico do carbono (C1s).
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Figura 19.Espectros XPS das amostras de EG e GO na regido do C1s.

Tabela 3. Parametros obtidos da deconvolugéo do espectro em alta resolucdo de XPS na

regido do C1s.

C-OH
Amostra Csp? Csp3 C-0-C C=0 COOH n-T* sp2/sp?
EG 53 21 8 8 8 2 1.5
GO 18 32 39 6 5 - 0.2

Pela andlise de XPS, é possivel observar que 0 EG possui menor grau de oxidacao
do que um material tipico de 6xido de grafeno. O EG mostrou a relacio sp?/spde ~ 1,5,
enquanto a razdo sp?/sp®para 0 GO foi de ~ 0,2. A componente do pico do satélite,
chamada de shake-up, tipico dos elétrons deslocalizados em sistemas aromaticos [52], é
também um indicativo de que a estrutura hexagonal sp? do carbono €, em parte,
preservada na amostra de EG enquanto que na amostra de GO esta ndo é presente, pois

0 processo oxidativo gera muitos defeitos afetando a estrutura hexagonal do grafeno [53].

1.12.4. RAMAN

O espectro Raman das membranas de EG e de GO é mostrado na Figura 20. A

faixa a 1580 cm™, conhecida como banda G, representa o alongamento no plano de
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atomos de carbono em estruturas grafiticas [54, 55, 56]. A presenca de desordem ou
defeitos na rede, como vacancias, grupos funcionais contendo oxigénio e a adsorcao de
moléculas na superficie da estrutura grafitica, sdo reveladas pela presenca da banda D,
posicionada proxima a 1350 cm™ [57,58]. As bandas posicionadas perto de 2700 cm-1 e
2900 cm-1 sdo conhecidas como uma contribuicdo de segunda ordem da banda D
(nomeada como 2D) e uma combinacdo de bandas G e D (nomeadas como D + G),
respectivamente [59]. Assim, a amostra EG apresenta as bandas tipicas atribuidas como
bandas de grafeno e os parametros de ajuste de pico sdo caracteristicos da estrutura de
grafeno com maior densidade de defeitos do que o oxido de grafeno produzido pelo
método quimico (GO).

Intensidade

1000 1500 2000 2500 3000 3500 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Figura 20. Espectro Raman de EG e GO.

As bandas D e G do material EG e de GO, avaliadas a partir dos espectros Raman,
foram ajustadas usando as func@es de Lorentzian. A Tabela 4 apresenta os valores médios
dos parametros de ajuste: frequéncia (F), FWHM (W) das bandas D e G e intensidade
relativa | (D) / 1 (G). A largura de uma banda Raman pode ser diretamente correlacionada
com o grau de desordem em um material [60]. Embora o EG apresente bandas D e G mais
amplas do que o GO com defeitos nas bordas de grafeno, causados pela oxidagédo
eletroquimica, este possui uma menor relagdo ID/IG do que a amostra de GO, que possui
defeitos pontuais causados pelos processos de oxidacdo quimica e esfoliagdo ultrassonica
contribuindo para o aumento da densidade total de defeitos [61].

Tabela 4. Valores médios dos parametros de ajuste das bandas D e G para amostras de
EG e comparacdo com parametros de 6xido de grafeno (GO).
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Amostra W (D) cm- W (G) cm-
F (D) cm-1 F (G) cm-1 I(D)/1(G)
1 1
EG 1344,1 96,4 1584,5 61,3 0,97
GO1 1347,2 130,4 1580,9 89,9 1,05
GO2 1347,6 126,9 1586,3 80,6 1,12
1.12.5. DRX

Os padrdes de DRX da amostra de EG em p6 indicam a existéncia do plano de
reflexdo de Bragg (002) caracteristico do grafite, 2(1=26,5°, Figura 21 [62]Figura 21. O
pico largo pode indicar a existéncia de algumas camadas de grafeno empilhadas em
diferentes orientacdes, bem como diferentes espacos interplanares entre elas [62]. Castro
et al.[62] relataram que quanto menor o tamanho médio da folha inicial de grafeno, maior
é a largura do pico de DRX. Este resultado reflete que folhas de grafeno menores

produzem sequéncias de empilhamento mais desordenadas.

g — Grafite expandido — Oxido de grafite
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Figura 21. Padrdes DRX das amostras de grafite, 6xido de grafite e EG [62].

Ao observar o padrdo de DRX da membrana de EG na Figura 22-A, 0 pico do
grafite expandido em 26° para a radiagdo CuKa, esse valor é equivalente a uma distancia
interplanar em torno de 0,34 nm, valor que pode ser calculado através da equacdo de
Bragg (Equacdo 1). J& no caso da membrana de GO, Figura 22-B, vemos um pico na
regido de 11% para a radiacdo CuKa, ja esse valor ¢ equivalente a uma distancia
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interplanar de 0,82 nm. Essa diferenca entre as distancias interplanares é devido ao
processo de oxidacdo, que no GO é muito mais intenso que na esfoliagdo eletroquimica.
A permeacdo dos grupos oxigenados entre as folhas de grafeno que ocasionam esse
aumento da distancia interplanar. No caso da membrana de EG, é possivel perceber que
existem picos também em angulos menores, correspondentes a distancias interplanares
maiores. Isso porgue durante a esfoliacéo eletroquimica, ocorre um processo de oxidacéo,
suficiente para oxidar parte do material. Com o DRX pode-se perceber a diferenca entre
0s materiais produzidos, onde se tem o GO, muito mais oxidado e o0 EG, um material
grafitizado, porém, parcialmente oxidado, ou seja, mais heterogéneo.

Equacdo 1: Lei de Bragg

ni
2senf

Onde d € o espacamento interplanar, n ¢ igual a 1 ¢ A € o comprimento de onda da
radiacdo do Cu é 1,54059 A,

Membrana GO

A —— Membrana EG B

Intensidade

10,04 19,04 25,04 37,04 10,04 19,04 28,04 37,04

20 () 20 (')

Figura 22. Padrdes de DRX das membranas de GO e de EG.

1.12.6. MICROSCOPIA ELETRONICA

As imagens de microscopia das membranas apresentadas na Figura 23 mostram
uma estrutura tipica de folhas de grafeno amassadas e enrugadas antes da imobilizagdo
das enzimas na superficie. Na membrana de GO, (Figura 23 - C) ¢ possivel perceber que
as folhas se encontram muito mais compactadas, diferentemente da estrutura da
membrana de EG, onde a superficie € muito mais heterogénea (Figura 23-A). As Figura

23-B e D, mostram a se¢éo transversal das membranas de grafeno onde se podem observar
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algumas camadas de grafeno empilhadas umas sobre as outras, o que é condizente com 0
resultado encontrado na difrac&o de raios-X. Nessas imagens também é possivel perceber
que a membrana de EG tem uma espessura maior (148,446pm) com relagdo a membrana
de GO (23,283um), evidenciando novamente uma maior compactagdo, além da
morfologia que é visivelmente diferente nas duas membranas. Acredita-se que essa
heterogeneidade da membrana de EG serd favordvel ao processo de imobilizacéo,

facilitando a ligacdo da enzima com a superficie da membrana.

Figura 23. Microscopia eletronica de varredura, onde: A) membrana de EG, B) sec¢do
transversal de uma membrana de EG, C) membrana de GO e D) secéo transversal de uma
membrana de GO.
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1.13. IMOBILIZACAO

A imobilizacdo foi realizada em diferentes concentragdes e depois para verificar
a presenca das enzimas na superficie das membranas, foram feitas medidas de angulo de
contato e microscopia de forca atbmica. Dessa forma foi possivel obter uma analise

qualitativa da distribuicdo das enzimas sobre a superficie das membranas.
1.13.1. ANGULO DE CONTATO

As medidas de angulo de contato foram realizadas também apos a imobilizacéo
das enzimas e foi possivel perceber mudancas significativas, principalmente na
membrana de GO (Figura 24E, F e G) que antes da imobilizacdo apresentou angulo de
contato préximo a 20°. Isso se deve a presenca das enzimas na superficie. Com a adsorcéo
dessas moléculas, a superficie dessas membranas é modificada, o que torna as membranas
menos hidrofilicas. Porém, acredita-se que com o0 aumento da concentracdo de enzima
utilizada, ocorra uma aglomeracdo de particulas, levando a uma ma distribuicdo das
enzimas pela superficie, o que foi possivel observar nas duas membranas estudadas
Figura 24-D e H. Na imobilizagcdo de enzimas (concentracio 10 mg mL™) sob a
membrana de EG, foi possivel perceber que a distribuicdo das particulas foi tdo
heterogénea que nas duas medidas realizadas na mesma superficie, porém em regides
diferentes, em uma delas, a gota da agua se espalhou completamente, ndo sendo possivel
medir o angulo de contato, Figura 24Figura 24-D, enguanto que na outra, a gota
apresentou angulo de contato com a superficie de 50,3°. O mesmo efeito de
heterogeneidade foi observado na membrana de GO, sendo que a maior concentracao de
enzima teve o menor angulo medido, 21,7°. Supde-se que iSSO Ocorre porque com 0
aumento da concentracdo, a dispersdo fica menos homogénea devido a formacgdo de

aglomerados de enzimas.

46



D
EG 10,0 mg/ml

G 50,3°

EG 0,5mg/ml EG 2,0 mg/ml EG 5,0 mg/ml

63° 59,7° 79.1° 68,6° 56,8°

E F G
GO 0,5mg/ml GO 2,0 mg/ml GO 5,0 mg/ml
741°

H
GO 10,0 mg/ml

21,7°

43,3° 60,9° 76,8 17°

Figura 24. Medidas de angulo de contato das membranas de EG (A, B, C, D) e GO (E, F,
G, H) em diferentes concentracdes de enzimas.

1.13.2. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A microscopia de forga atbmica também foi utilizada para avaliar a presenca das
enzimas na superficie das membranas depois da imobilizacdo. Através dessa técnica foi
possivel perceber como as lactases se organizam e se distribuem na superficie de cada
tipo de membrana. A Figura 25 mostra a presenca das enzimas imobilizadas na membrana
de EG nas diferentes concentracdes utilizadas. E possivel perceber que existe uma maior
quantidade de particulas nas membranas onde as enzimas imobilizadas foram
solubilizadas nas concentracdes de 0,5 mg/ml e 2,0 mg/ml. Acredita-se que com o
aumento na concentracao das enzimas em solucdo tampdo, estas tendem a aglomerar-se,

0 que piora a sua distribuicdo na superficie das membranas.
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219 nm

340 nm

Figura 25. Imagem de AFM da membrana de EG ap0s a imobilizacdo das enzimas em
diferentes concentragdes.

No caso da membrana de GO, Figura 26, é possivel ver presenca de particulas na
superficie, porém em menor quantidade comparada a membrana de EG. Isso se deve ao
fato que a exposicao dos sitios hidrofobicos das enzimas, em meios hidrofilicos, como o
tampdo PBS, seja desfavoravel, o que faz com que as enzimas, nestes meios aquosos, se
encontrem com seus sitios hidrofébicos fechados. No entanto, na presencga de um suporte
com a superficie hidrofébica, a enzima abre este sitio ativo para se adsorver no suporte,
mecanismo chamado de ativacdo interfacial da enzima. Como p6de ser visto através das
medidas de angulo de contato, a membrana de EG tem maior hidrofobicidade do que a
membrana de GO, dessa forma, € esperado que uma maior quantidade de enzimas
adsorvesse na superficie da membrana de EG, como foi possivel perceber pelas imagens
de AFM, Figura 25.
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282 nm

Figura 26. Imagem de AFM da membrana de GO apds a imobilizacdo das enzimas em
diferentes concentragdes.

1.14. ELETROQUIMICA

Os resultados anteriores (angulo de contato e imagens de AFM) mostraram que a
membrana de EG teve uma maior afinidade com a enzima, resultando em uma melhor
imobilizagdo da mesma, portanto, essa foi a membrana escolhida para a realizacdo dos
testes cataliticos visando a conversdo da lactose em glicose. O acompanhamento desta
reacdo de conversdo foi feito por medidas de voltametria ciclica assim como para a
avaliacdo dos efeitos da modificacdo por plasma na atividade catalitica das membranas.
Espera-se que a modificagdo por plasma venha a ativar a superficie das membranas e

possivelmente proporcionar uma melhor imobilizacéo.

Eletrodos de carbono sdo comumente utilizados para realizar técnicas
eletroquimicas, além disso, possuem caracteristicas como boa condutividade elétrica,

estabilidade térmica e robustez, destacando-os como materiais mais adequados para a
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formacdo de eletrodos com superficie modificada [63]. Para a analise da eficiéncia
catalitica é necesséario um dispositivo com resposta adequada. A modificacéo do eletrodo
se faz necessaria, pois normalmente confere a este as caracteristicas fisico-quimicas do
agente modificador, como reatividade e seletividade [64]. Como nosso interesse era
verificar a eficiéncia catalitica da membrana, foi feita a modificagdo do eletrodo com EG,

dessa forma, a curva obtida representa a interagdo da enzima com a membrana.

A B-galactosidase é a enzima responsavel pela hidrolise da lactose em glicose e
galactose. A fim de verificar se houve acédo da enzima foi necessario conhecer a posi¢édo
do pico de lactose e de algum dos produtos da reacgdo, no caso, a glicose. As medidas de
voltametria foram realizadas no eletrodo de carbono impresso (El) e no eletrodo de
carbono impresso modificado (EI EG) cujas posic¢Ges de pico foram identificadas para a

lactose e glicose e estdo representadas na tabela abaixo:

Tabela 5: Posic¢do de pico para as moléculas de lactose e glicose.

Posicéo do pico (V) Lactose Glicose
El -0,465 -0,371
EGI -0,458 -0,373

Conhecendo a posicdo do pico da lactose e da glicose é possivel rastrear a reacdo
catalitica em diferentes condicdes. Para todos os voltamogramas apresentados foram
mantidas as mesmas condicOes iniciais em todas as amostras, tanto a lactose quanto a
glicose com a mesma concentragdo de 1mmol L. Para entender a imobilizagio vai ser
satisfatoria, € necessario verificar a atuacdo da enzima quando esta se encontra livre em
solucdo. O pico da lactose se encontra em -0,465 V no eletrodo impresso e em -0,458 no
eletrodo impresso modificado. Como é possivel observar na Figura 27-A, quando a
enzima é colocada livre na solucdo, o pico da lactose diminuiu, o que indica a decréscimo
da concentracdo de lactose na solucdo e, além disso, houve um pequeno deslocamento
em direcdo ao potencial da glicose, o que indica que possivelmente a hidrélise esta
acontecendo. A solucédo foi guardada e uma nova medida foi realizada apos 48h. Nessa
nova voltametria o pico presente se encontra em -0,361 V, referente ao potencial da
glicose. Entdo, com a auséncia do pico da lactose e o surgimento do pico da glicose,

conclui-se que ap6s as 48h toda a lactose havia sido hidrolisada. Ja para o eletrodo
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modificado, quando a enzima € colocada livre em solugdo, instantaneamente ja é possivel
perceber um pico em -0,361 V, referente a presenca da glicose em solugdo e nenhum pico
préximo de -0,45 V, o0 que evidencia que a catalise ocorreu imediatamente, ndo
necessitando 48h para a conversdo total. 1sso se deve ao fato de que mesmo livre em
solucdo, a enzima interage com a superficie dos eletrodos, e é possivel que exista uma
melhor interagdo com o grafeno presente no eletrodo modificado, e essa ligagdo mesmo
que fraca, estabilizou a enzima ja que em meios bioldgicos a mesma se apresenta ligada

em estruturas celulares e isso possibilitou a melhora na catalise no sistema EGI.

Para simular um sistema real equivalente a membrana, foi necessario imobilizar
a enzima no EGI. Para efeito de comparacdo, essa imobilizacdo também foi feita no ECI
e verificar se a imobilizacdo em grafeno € suficientemente forte para estabilizar a enzima
e melhorar a atividade catalitica, podendo-se assim avaliar se o tipo de suporte escolhido
também é importante no processo, atuando como um co-catalisador. Por fim, os dois
ultimos voltamogramas mostram a enzima imobilizada nos dois tipos de eletrodos. No
ECI, ndo foi possivel verificar a presen¢a de nenhum pico, como a imobilizacao foi feita
por adsorcdo, a enzima se liga ao suporte da forma que seja mais energeticamente
favoravel. Dessa forma, ndo é possivel selecionar qual sitio da enzima vai se ligar ao
suporte. E possivel que o sitio ativo da enzima, responsavel pela hidrélise, tenha sido
utilizado para a ligacdo da mesma com a superficie do ECI, sendo assim, a mesma
perderia o seu poder catalitico sendo totalmente inativada. Ja no sistema EGI é possivel
perceber que a conversdo acontece instantaneamente, com o surgimento do pico em 0,373
V, pico que como foi mencionado se refere ao potencial da glicose. Todos esses resultados
mostram que 0 EG tem potencial para ser um excelente suporte para imobilizacdo de

enzimas.
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Figura 27. Voltamogramas do eletrodo impresso de carbono (A) com as solucdes de

lactose pura (preto), glicose pura (vermelho), lactose com enzima livre (azul), lactose com

enzima livre apds 48h (verde) e lactose com imobilizada (magenta). E 0 mesmo para o
eletrodo impresso modificado com EG (B) com as solugdes de lactose pura (preto),

glicose pura (vermelho), lactose com enzima livre (azul) e lactose com imobilizada

(magenta).

Tabela 6: Nomenclatura dos eletrodos.
Nomenclatura Nomenclatura
Eletrodo de carbono Eletrodo de Solugéo Enzima
impresso grafeno

ECI-LAC EGI - LAC Lactose Né&o
ECI-GLIC EGI - GLIC Glicose Né&o
ECI-LAC(el) EGI-LAC(el) Lactose Livre
ECI(ei) — LAC EGI(ei) - LAC Lactose Imobilizada

52



Onde ECI corresponde ao eletrodo de carbono impresso, EGI corresponde a
eletrodo de carbono impresso modificado com o EG, LAC corresponde a lactose, GLIC
corresponde a glicose, (el) corresponde a enzima livre em solucéo e (ei) corresponde a

enzima imobilizada.

1.15. PLASMA

A tecnologia de plasma é um processo utilizado com o objetivo de modificar a
superficie de materiais. A modificacdo da superficie € um tratamento néo reativo quando
0 gas de argdnio é usado. Efeitos do tratamento por plasma de argénio em nanotubos de
carbono foi investigado por AHN et. al. O plasma produziu um eficiente processo de
corrosdo e limpeza (etching) dos filmes de nanotubos e causou mudancas estruturais que
levou a0 aumento da capacidade de emissdo de campo. Além disso, o plasma de Ar
também foi utilizado para ativacdo da superficie de nanotubos de carbono, permitindo a
subsequente funcionalizacdo por outras moléculas (grafiting) [31,65].

1.15.1. PLASMA DE ARGONIO EM MEMBRANA

Nas membranas, o tratamento por plasma foi realizado durante 1, 3 e 5 min. O
bombardeamento da superficie das membranas pelas espécies reativas do plasma de Ar
causou uma ablacdo (remocdo de material superficial) que induziu na formacdo de uma
superficie mais rugosa como € possivel observar através das imagens de AFM (Figura
28). Quanto maior o tempo de tratamento, maior a rugosidade da superficie. No caso da
membrana, em tempos de tratamento acima de 1 min., a ablacdo é tdo grande que destroi
a estrutura do grafeno e inviabiliza a utilizacdo da mesma. Além disso, o plasma de Ar
também ativou a superficie da membrana, que foi colocada em solucdo de enzima
imediatamente apds o tratamento, a fim de verificar se essa ativacdo melhoraria a adesao
das enzimas em sua superficie. A Figura 28-A, mostra que a estrutura do grafeno néo foi
destruida pelo tratamento por plasma durante 1 min. E possivel perceber nesta imagem
também a presenca das particulas de enzima na superficie, em maior quantidade e melhor
distribuicdo em comparagcdo com as membranas que ndo foram tratadas por plasma
(Figura 25Figura 25).
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Figura 28. Imagem de AFM da membrana de EG tratada por plasma de argénio apos
imobilizacdo de enzima. Tratamento de 1 min. (A), 3 min. (B) e 5 min. (C).

1.15.2. PLASMA DE AR SINTETICO

Como foi possivel perceber na Figura 28, o tratamento utilizando o plasma de
argbnio acabou afetando fortemente a estrutura do EG, inviabilizando a utilizagdo da
técnica. Porém, a presenca de particulas de enzima imobilizadas na superficie foi
substancialmente maior que na membrana sem nenhum tratamento. Como forma de tentar
evitar esse dano e ainda conseguir aproveitar a vantagem de se utilizar a tecnologia de
plasma, uma forma de ndo danificar a estrutura morfolégica do grafeno foi planejada para
modificar sua superficie melhorando a imobilizacéo da enzima. Para isso o tratamento foi
realizado no grafeno antes de produzir as membranas. Um jato de plasma de ar foi

aplicado a solucédo que posteriormente seria filtrada para a formacéo da membrana.

A fim de verificar a morfologia das membranas ap6s o tratamento por plasma de
ar sintético, foi realizada a microscopia de forca atdmica para fazer um comparativo com
as membranas sem tratamento algum. Como é possivel perceber pela Figura 29-B, mesmo
apos o tratamento com plasma ainda é possivel perceber a estrutura do grafeno, bem
caracterizada pelas rugas correspondentes as folhas amassadas e empacotadas umas sobre

as outras.
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B) EG-PLASMA R

Figura 29. A) Imagem de AFM da membrana de EG e em B) Imagem de AFM da
membrana de EG ap0s o tratamento por jato de plasma em solugéo.

A Figura 30 mostra o espectro Raman do EG em comparacgdo com espectro do EG
apos o tratamento por jato de plasma. Como ja foi mencionado no item 1.12.4, a existéncia
de desordem ou defeitos na rede ¢é revelada pela presenca da banda D, posicionada
proxima a 1350 cm-1. Isso significa que o tratamento acabou contribuindo para a
diminuicdo dos defeitos na estrutura do grafite. Como foi descrito por PUMERA, a
presenca de defeitos na estrutura do grafeno é vantajosa dependendo de sua aplicagdo. A
transferéncia de elétrons entre o grafeno e a molécula, no caso, a enzima imobilizada, é
necessaria para oxidacao/reducdo da referida molécula e isso ocorre nas extremidades do
grafeno e em defeitos do plano basal. Entdo mesmo que esse tipo de tratamento ndo mude
as caracteristicas morfoldgicas do grafeno, ainda assim ocorre uma mudanga na sua
estrutura. E bem possivel também que tenha havido uma mudanga nos grupos funcionais
presentes em sua superficie ja que o plasma acaba formando radicais livres que podem

interagir inclusive com o DMF, solvente utilizado na solucgéo, que recebeu o tratamento.
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Figura 30. Espectro Raman de EG em comparacdo com o EG tratado com jato de
plasma.

SHAO et al [34], também descreveram que os sitios ativos da maioria das enzimas
redox, estdo localizados profundamente em uma cavidade hidrofébica das moléculas, o
que dificulta a interacdo com qualquer substrato. Entdo a realizacdo de eletroguimica
direta de enzima é muito dificil, é exatamente por isso que se faz necesséria a utilizagao
de um material que aumente a transferéncia direta de elétrons entre enzimas e eletrodos,
como o grafeno. Ja que o tratamento por plasma diminui a quantidade de defeitos da

estrutura, era esperado que esse novo sistema fosse prejudicado.

Tabela 7: Nomenclatura do eletrodo de EG modificado por plasma.

Nomenclatura

Eletrodo de EG | Solugdo Enzima
EGIP — LAC Lactose Nao
EGIP - GLIC Glicose Nao

EGIP-LAC(el) Lactose Livre
EGIP(ei) — LAC | Lactose Imobilizada
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A Figura 31 mostra um voltamograma feito utilizando o eletrodo impresso com o
novo EG que foi tratado pelo jato de plasma. Ao observar a figura é possivel perceber que
o sistema foi sim afetado pelo tratamento de forma negativa. A perda dos defeitos
existentes no EG resultou na diminuicdo da seletividade do nosso eletrodo. E possivel
afirmar isso devido ao fato de que todas as medidas apresentaram picos na mesma faixa
de potencial. Até mesmo a glicose e a lactose, que deveriam apresentar potenciais
diferentes. Dessa forma, fica claro que tentativa de melhorar a imobilizacdo das enzimas
e aumentar sua atividade e seletividade com o tratamento de plasma ndo é possivel, o
material de grafeno sem tratamento tem melhores resultados. A Tabela 8 mostra o
potencial e a altura de cada pico mostrado na Figura 31 assim como os do eletrodo de EG

sem o tratamento.

a0

——EGIP- LAC

——FGIP- GLIC
|——EGIP - LAC (el)
|——EGIP(ei) - LAC

-100 -

T T T T T T T T T T
-1.5 -1.0 -05 0,0 0.5 -0.8 -0.6 -04 -0,2 0,0

E V) E (V)

Figura 31. Voltamograma do eletrodo impresso modificado por EG tratado por jato de
plasma.
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Tabela 8: Posi¢do de pico das amostras de EG e EG-Plasma na voltametria ciclica.

Curva Posi¢éo do pico (V) | Alturado pico (eV) | Larguraa meia

altura (eV)
EGI-LAC -0,451 -1,661x107 0,1622
EGI - GLIC -0,373 -4,158x10°® 0,2054
EGI — LAC (el) -0,361 -6,807 x10°® 0,2573
EGI (ei) — LAC -0,373 -5,161 x10°° 0,1447
EGIP - LAC -0,457 4,490x10® 0,2327
EGIP - GLIC -0,44 6,426 x10° 0,2231

EGIP — LAC(el) Indetectavel Indetectavel Indetectavel
EGIP(ei) — LAC -0,5069 2,052 x10°® 0,2038
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CONCLUSAO

Foi desenvolvido nesse trabalho a sintese e caracterizacdo de membranas de
materiais de grafeno produzidos por duas rotas distintas. As membranas foram utilizadas
para imobilizagdo de enzimas B-galactosidases a fim de verificar se 0 método de

imobilizaco estabilizaria a enzima e aumentaria a eficiéncia catalitica.

A imobilizagdo da enzima [-galactosidase foi efetuada em duas membranas com
propriedades quimicas de superficie distintas, EG (mais hidrofébica) e GO (mais
hidrofilica) e a eficiéncia da imobilizacdo mostrou ser dependente da estrutura quimica
da membrana e da concentracdo de enzima na solugdo. A enzima estudada foi melhor
imobilizada na membrana de EG do que na de GO. Isso ocorreu, pois os sitios ativos da
enzima, hidrofébicos, se encontraram mais disponiveis para interagir com o suporte no
caso de uma membrana com caracteristica mais hidrofébica tal qual a membrana de EG,
enquanto que estes sitios se encontravam fechados quando em contato com a membrana
de GO, considerando que a solugdo de dispersdo da enzima utilizada, tampéo fosfato, é
tipicamente hidrofilica. Além disso, observou-se que concentracdes elevadas de enzima
em solucdo sdo desfavoraveis por promover a aglomeracdo das mesmas e,

consequentemente, sua ma distribuicao pelo substrato.

De tal maneira, a superficie de contato e a concentracdo da enzima em solucao
constituem fatores chave para a eficiéncia da imobilizacdo e posterior atividade catalitica

em reacgdes de conversdo da lactose em derivados da glicose.

Apesar de a tecnologia de plasma ser uma ferramenta eficiente utilizada para a
modificacdo de superficies, quando o plasma foi aplicado, corroborou para a ativagéo da
superficie das membranas o que contribuiu para o0 aumento da imobilizacdo das enzimas,
porém, para materiais como o 0xido de grafeno, que tem uma estrutura bem definida, essa
técnica agride fortemente a morfologia do material, 0 que inviabilizou a utilizacdo da
mesma para ativacédo da superficie. Como forma de minimizar os danos a superficie, foi
utilizado um sistema de jato de plasma para tratar o 0xido de grafeno em solugdo. O uso
do jato de plasma se mostrou uma forma eficiente de tratar liquidos e possibilitou a
realizacdo do tratamento na solugdo que foi usada na producdo das membranas. Nesse

caso, utilizar a tecnologia de plasma contribuiu para a diminuicdo dos defeitos da
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estrutura do 6xido de grafeno, como foi possivel perceber pela espectroscopia Raman,
atuando semelhantemente aos tratamentos feitos para reducdo do Oxido de grafeno a
oxido de grafeno reduzido. Esse resultado néo foi eficiente para esse trabalho, ja que os
defeitos sdo necessarios para auxiliar na interacdo com as enzimas e a deteccdo
eletroquimica, mas pode ser um material interessante para outras aplicagdes, além de abrir

a possibilidade para outras formas de reducéo do éxido de grafeno.

Por fim, como método de imobilizacdo, o trabalho demonstrou que o 6xido de
grafeno produzido por eletroquimica foi o melhor substrato para imobiliza¢do. Os ensaios
eletroquimicos mostraram uma melhora na atividade da f-Galactosidade em comparacéao
com a utilizagdo da enzima livre em solucéo e a enzima imobilizada em eletrodo de
carbono vitreo que é o tipo mais comumente utilizado. A presenca dos grupos funcionais
do EG e seus defeitos no plano basal e nas bordas auxiliam a transferéncia de elétrons
que permite acessar os sitios redox das enzimas, auxiliando na detec¢do dos produtos
pelos eletrodos. Além disso, 0 método utilizado foi por adsorcdo ao substrato, o que
permitiu que a enzima se imobilizasse da forma que fosse mais energeticamente favoravel

a mesma, estabilizando sua estrutura e auxiliando em sua atividade.
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TRABALHOS FUTUROS

- Fazer uma analise quantitativa da conversao da lactose em glicose, utilizando uma
curva de calibracédo por eletroquimica.

- Utilizar outras técnicas como espectroscopia UV-Vis para a analise da concentracdo de
produto/reagente nas solucdes enzimaticas.

- Verificar outros metodos de imobilizacdo de enzimas como o método de ligagédo
covalente.

- Verificar outras formas de tratamento da membrana para um melhor acoplamento das
enzimas na superficie.

- Testar a membrana para imobilizar outros tipos de enzimas e verificar a sua eficiéncia.
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