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Resumo

A glicose oxidase (GOx) € a enzima redox mais estudada como biocatalizador
anodico em biocélulas a combustivel (BCs) de glicose, principalmente pelo alto nimero
de turnover para oxidacdo de glicose. No entanto, seu sitio redox é composto pelo
cofator flavina adenina dinucleotideo (FAD), que fica localizado no interior da enzima e
coberto por uma espessa camada proteica, o que limita a transferéncia direta de elétrons
(TDE). Assim, nesta tese de doutorado propde-se a utilizacdo de fibras flexiveis de
carbono (FFC) esfoliadas e modificadas com GOXx para uso em bioanodos. Propde-se a
esfoliacdo quimica das FFC como um método para a formacao carbono-edge e folhas de
oxido de grafeno (OG) ancoradas na superficie das fibras (FFC-OG). Por adsorcdo, a
GOx foi imobilizada nos eletrodos de FFC e FFC-OG, onde observou-se a TDE para
ambos. No entanto, determinou-se por meio da Teoria de Marcus que a constante
heterogénea de transferéncia de elétrons (kre) foi duas vezes maior para o bioeletrodo
contendo OG, em que a GOx apresentou um valor da energia de reorganizacdo de 0,38
eV. Além disso, o bioeletrodo contendo OG e GOx apresentou uma resposta
bioeletrocatalitica para oxidacdo da glicose em -0,54 V. Esses resultados comprovam
gue o método de esfoliacdo quimica é uma etapa importante para o desenvolvimento de

bioeletrodos flexiveis de carbono aplicados em biocélulas a combustivel.



Abstract

Glucose oxidase (GOx) is the most studied redox enzyme as anode biocatalyst in
glucose biofuel cells (BFCs), mainly by its high turnover number for glucose oxidation.
However, GOx redox site consists in the cofactor flavin adenine dinucleotide (FAD),
which it is located deeply buried in the enzyme and covered by a thick protein layer,
which limits the direct electron transfer (DET). Thus, in this doctoral thesis we propose
the use of flexible carbon fibers (FCF) exfoliated and modified with GOx for
application in bioanode in BFCs. FCF chemical exfoliation is proposed as a method for
obtain carbon-edge and sheets of graphene oxide (GO) anchored on the surface of the
fibers (FCF-GO). By adsorption, GOx was immobilized on FCF electrodes and FCF-
GO, where the TDE was observed for both. However, it was determined by Marcus
theory that the heterogeneous electron transfer constant (kyet) was two times higher for
bioelectrodes containing GO, wherein the GOx had a reorganization energy value of
0.38 eV. In addition, the bioelectrode containing GO and GOx presented a
bioelectrocatalytic response for glucose oxidation at -0.54 V. These results show that
the chemical exfoliation method play an important role in the development of flexible

carbon bioeletrodos applied in biofuel cells.
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1.0 INTRODUCAO
1.1 Bioeletroquimica e Biocélulas a Combustivel

A bioeletroquimica € a area da ciéncia que investiga processos de transferéncia e
transporte de cargas em sistemas bioldgicos. Estudos realizados, no final do seéculo
XVIII, por Galvani [1] j& mostravam o0s principios da bioeletroquimica antes da
eletroquimica propriamente dita. Como exemplo tém-se os experimentos de Galvani, 0s
quais mostram a contragdo muscular da perna de uma rd em funcdo da passagem de
corrente elétrica através de um arco metalico colocado na musculatura da perna da r4,

conforme figura 1.

Figura 1- Experimentos de Luigi Galvani mostrando a contracdo muscular da perna de
uma rd em razdo da passagem de corrente elétrica. [1]

Atualmente o estudo das biocélulas a combustivel (BCs) [2, 3] representa um dos
topicos mais avangados envolvendo a bioeletroquimica. As BCs, também chamadas, por
alguns autores, de células a combustivel biologicas, séo dispositivos eletroquimicos
capazes de converter energia quimica em energia elétrica a partir da decomposi¢édo
biocatalitica de moléculas organicas, como agucares, alcoois, lipideos, entre outras.
Diferentemente das convencionais células a combustivel [4], que utilizam catalisadores
inorganicos, as biocélulas utilizam biomoléculas para fazer a conversdo de energia
quimica em energia elétrica. O conceito de biocélulas a combustivel é conhecido por
quase um seculo, desde que a primeira célula microbiana foi demonstrada em 1912 por

12



Potter [5]. Esses biodispositivos classificam-se em microbioldgicas e enzimaticas. A
biocélula microbioldgica se utiliza de microorganismos, tais como bactérias, para oxidar
materiais organicos. Por outro lado, a biocélula do tipo enzimética utiliza enzimas na
superficie anddica e/ou catddica e sdo elas as responsaveis por acelerar a conversdo de
combustiveis e agentes oxidantes em produtos. Esses biodispositivos sdo constituidos
por dois eletrodos, um biodnodo e um biocatodico, que podem ser separados por uma

membrana trocadora de ions (figura 2a) ou sem membrana (figura 2b).

e v/ ] el
—_— V = 7 e_
a) €
A ==
Eletrodo com %-“PUSUVG' Dxidante /' [Eletrodo com
enzima oxidasé | g enzima redutase
T Produto
rodutd “
H --H->H"

Membrana trocadora de ions

e e:
e_ \ " V " -
b)
Oxidante ,l
' _Combustivel -
—
Produtos

Figura 2 — Representagdo esquematica do principio de funcionamento de uma BC
enzimatica com membrana (a) e sem membrana (b).
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A presenca da membrana trocadora de ions da-se em funcdo dos produtos
reacionais de um compartimento interferir na reagdo do outro, o que diminui a atividade
catalitica. No compartimento anddico sdo utilizadas enzimas com a funcdo de promover
a oxidacéo de um determinado combustivel. Por outro lado, no compartimento catodico
é utilizado uma enzima que apresentem a capacidade de promover a reducdo de um
determinado oxidante. A partir da oxidagdo e da reducdo que ocorrem no anodo e
catodo, respectivamente, hé a producao de um fluxo de corrente elétrica do &nodo para o
catodo, conforme ilustrado na figura 2.

Como exemplo de enzimas que sdo utilizadas em bioeletrodos, tem-se a lacase,
citocromo c e bilirrubina oxidase como catalisadores das reacdes catddicas, enquanto
que a glicose oxidase, alcool desidrogenase e frutose desidrogenase sao utilizadas como
catalisadores das reagBes anddicas. Essas enzimas devem sua atividade catalitica a
presenca de centros redox, que geralmente estdo presente no sitio catalitico da
biomolécula. Algumas enzimas possuem metais de transi¢cdo no centro redox, como é o
caso da lacase, citocromo c e as peroxidases. Porém, outras enzimas apresentam regides
especificas, nas quais se encontram o sitio catalitico, como é o caso da glicose oxidase
(GOx) que contém a Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD). O tdpico a seguir
apresenta detalhadamente o funcionamento da GOx na presenca do seu respectivo

substrato.

1.2 Glicose Oxidase (GOx)

A enzima glicose oxidase foi descoberta por Muller em 1928 [6]. Durante décadas
muitos pesquisadores reportaram o isolamento dessa enzima a partir de varios
organismos como algas vermelhas [7], frutas citricas [8], insetos [9], bactérias [10] e
fungos. A GOx obtida de fungos A. Niger possui uma elevada estabilidade quimica em

solucéo e especificidade com a glicose, 0 que desperta o interesse em pesquisas voltadas
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para o desenvolvimento de biodispositivos [11]. No entanto, a atividade catalitica da
GOx possui uma elevada dependéncia do pH do meio em que se encontra [12].
Geralmente, essa classe de biomoléculas precisa estar em meio tamponado (geralmente
um tampé&o fisioldgico) para que ndo haja perda dessa atividade catalitica. Trabalhos
reportados na literatura [13,14] mostraram que a atividade catalitica da GOx é
rapidamente perdida em solugdes com pH abaixo de 2 e acima de 8. Isso ocorre porque
0 meio &cido ou bésico promove a quebra das ligagbes na estrutura proteica,
desestabilizando a enzima. A GOx catalisa a B-D-glicose em glicono-é-lactona que,
posteriormente, sofre hidrolise naturalmente a acido glicénico. Na presenca de oxigénio
molecular, a forma reduzida da enzima (FADH,) sofre re-oxidacdo, produzindo

peroxido de hidrogénio, segundo a equacao 1 representada na figura 3. [15]

OH OH
HO O GOX HO @)
HO OH = HO @)
OH 5 FAD FADH, OH 0
[-D-Glicose % Glicono-6-Lactona
H,0, 0,

Figura 3 — Reacédo de oxidacdo da B-D-Glicose catalisada pela GOx. Quando o FADH,
reage com oxigénio, ocorre a reoxidacao. [16]

A GOx de A. Niger é composta de duas subunidades onde cada uma detém um
FAD no centro, como representada na figura 4 (a). A natureza da forca que mantém o
FAD ligado internamente na estrutura proteica da GOXx é de carater eletrostatico. Essa
regido da enzima é a responsavel pelo reconhecimento, de forma especifica, de
moléculas de glicose. Nessa figura, observam-se regides com cores diferenciadas, as
quais simbolizam os aminoacidos ligados uns aos outros através de ligacdes peptidicas

em uma sequéncia determinada geneticamente. A equacdo 2 (figura 4 b) mostra a
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estrutura quimica do FAD que esta presente na GOx. O FAD é capaz de se reduzir a

FADH, quando ele recebe dois prétons e dois elétrons, como mostrado na equacao 6 da

figura 4.
a)
FAD
g Q H O
AN NH l
*oat NH
PR /K 2H" 2e /J\ @)
N o) = N \o
|
R R H
FAD FADH,

Figura 4 — (a) Representacdo da estrutura dimérica da GOx (RCSB Protein Data Bank,
codigo 1GPE) e (b) reacdo eletroquimica de reducdo do FAD a FADH,. O grupamento
R representa a cadeia lateral.

Um ponto importante a ser levado em consideracdo da GOx € a escolha do melhor
valor de pH. A atividade catalitica da GOXx, para acelerar a degradacdo de glicose, é
altamente dependente da faixa de pH dentro do qual ela esta inserida. Dependendo da
faixa de pH, os aminoacido que constituem a estrutura quimica do FAD da GOx podem
apresentar-se protonados ou desprotonados. Para a GOXx é reportado que a melhor faixa
de pH para a sua atividade catalitica é de 5,0 a 7,0. [17,18]. Essa faixa de pH desperta o
interesse de muitos pesquisadores para o desenvolvimento de biodispositivos

implantaveis, haja vista as condigdes cataliticas serem proximas as fisiologicas. No
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entanto, outro fator extremamente crucial para um bom desempenho das biocélulas é a

imobilizacdo dessas biomoléculas em superficies solidas, que sera abordada a seguir.

1.3 Imobilizagdo Enzimatica

Desde a primeira vez que Clark e Lyons [19] demonstraram a possibilidade de uma
enzima ser integrada a um eletrodo, o desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos
tem proporcionado uma grande evolucdo na confeccdo de bioeletrodos enzimaticos.
Diante disso, a maneira com a qual uma enzima é imobilizada em uma superficie
influencia sua interagcdo com o seu respectivo substrato e sua comunicagdo com a
superficie eletrédica. A imobilizacdo estavel da enzima na superficie eletrédica garante
um bom funcionamento redox, o que repercute em um rapido mecanismo de trocas de
elétrons na interface eletrodo/enzima. Alguns processos de imobiliza¢do sdo reportados
na literatura [20], tais como aprisionamento (entrapment), ligacdo covalente, ligacGes
cruzadas (cross-linking), bioafinidade, adsor¢do fisica entre outros. Cada método de
imobilizagéo apresenta suas vantagens e desvantagens, conforme sumarizado na tabela
1.

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens dos métodos de imobilizacdo enzimatica.

Método Natureza da ligagéo Vantagens Desvantagens
~ . Sem reacdo quimica Barreira de  difusdo,
Incorporagdo da enzima N .
Entrapment  dentro de um gel ou um entre 0 mondmero e a neceSS|da_1de _ de
olimero enzima que afetam a eletropolimerizacéo e
P ' atividade. perda da enzima.

Sem barreira  de
Ligacdo quimica entre os difusdo estavel, curto Matriz ndo regeneravel e

clai?aaig?\(t)e grupos funcionais da tempo de resposta e Iiga_(;éo com produtos

enzima e o suporte. elevada atividade tdxicos.
enzimatica.
N Retencdo da enzima no

crisadss G000 @ partr de Simples cividade encimitica,
ligagOes cruzadas. '
Afinidade das ligagdes

Afinidade entre um grupo funcional Imobilizag&o _ Neces,s!dade de _grupos
em um suporte e na controlada e orientada. especificos na enzima.
sequéncia da proteina.

Adsorcdo Ligacbes fracas. Simples e facil. Dessor¢do da enzima.
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Dentre os métodos citados, a adsorcao fisica da enzima € o modo mais simples e
rapido de imobilizacdo. Esse método baseia-se em interagdes fisicas entre a enzima e a
superficie eletrodica. As principais vantagens da adsor¢do sdo o baixo custo e a
facilidade de imobilizacdo. Devido as forcas de ligacdo envolvidas resultantes da
variacdo de temperatura, pH e forga ibnica, o baixo controle desses parametros é o
principal problema, visto que as interagdes entre enzima/eletrodo podem ser facilmente
desfeitas. [21-23] Nesse sentido, uma alternativa muito empregada para inibir a
dessor¢do da enzima ¢ a utilizacdo de filmes finos poliméricos sobre a enzima. Um dos
filmes poliméricos mais utilizados é o N&fion®, produzido exclusivamente pela Dupont.
O Naéfion consiste de um polimero perfluorado sulfonado, cuja estrutura da unidade

monomérica é mostrada na figura 5.

_’(CFZCFZ ). (CF.CF )lm

OCF,CFCF;

OCF,CF,SO3H

Figura 5 — Estrutura quimica do mondémero do Néfion.

O Nafion apresenta uma elevada conducdo protonica a temperatura ambiente e
excelente estabilidade quimica, térmica e mecéanica. Essa combinacdo de propriedades
do Nafion se deve principalmente a boa separacdo entre os dominios hidrofilicos
(constituido pelos grupos sulfonicos e pelas moléculas de agua absorvidas) e

hidrofobicos (constituido pela cadeia principal do polimero) [24].

A escolha do método apropriado depende de diversos fatores, tais como: a carga
superficial da enzima, hidrofobicidade dos eletrodos, pH do meio, etc. Um dos maiores

problemas geralmente encontrado na imobilizacdo da enzima é a sua desnaturacdo e
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mudancas conformacionais. [25] Esses problemas dificultam ou até inibem o processo
redox e acarretam na desestabilizacdo do bioeletrodo e na diminuicdo da sensibilidade
de deteccdo de um substrato. A figura 6 mostra vérias representacdes esquematicas de

imobilizacdo enzimética na superficie eletrodica.

Figura 6 — Representacdo esquematica de alguns processos de imobilizacdo enzimatica
na superficie eletrddica. “E” representa a enzima.

Como suporte de imobilizacdo enzimatica, varios eletrodos sdo utilizados, por
exemplo, ouro [26], vidro recoberto com 6xido de estanho e indio (ITO) [27], carbono
vitreo [28] e fibras de carbono [29]. Em geral, a maior dificuldade para a transferéncia
de elétrons entre a enzima e a superficie eletrodica esta voltada para a distancia entre o
sitio ativo enzimatico e a superficie do eletrodo. Para contornar esse problema, varios
métodos séo reportados na literatura [30] como artificio de melhorar a imobiliza¢éo de
enzimas e consequentemente viabilizar as trocas de cargas. O topico, a seguir, apresenta

mais detalhado como ocorre a transferéncia de elétrons na interface eletrodo/enzima.
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1.4 Transferéncia de Elétrons na Interface Eletrodo/Enzima

A transferéncia direta de elétrons (TDE) caracteriza-se como a comunicagao
elétrica direta entre o sitio catalitico da enzima e a superficie eletrdica a partir de
reacOes eletroquimicas (figura 7 a). Para que ocorra a TDE na interface eletrodo/enzima,
uma distancia minima deve ser levada em consideracéo. Estudos reportados na literatura
mostraram que, para as enzimas horseradish peroxidase e lacase, 0s seus sitios ativos
devem estar com uma distancia da superficie eletrodica de aproximadamente 18 a 20A.
[31,32] Em algumas enzimas, a volumosa estrutura terciaria ou quaternaria distancia o
centro redox enzimatico da superficie do eletrodo e impossibilita a TDE. Para contornar
esse efeito, modificacbes de natureza quimica séo realizadas na estrutura da enzima.
[33-35] Outra estratégia é o emprego de mediadores redox [36,37], 0s quais promovem
uma transferéncia mediada de elétrons (figura 7 b). Também, a presenca de
nanoestruturas metalicas [38] tem sido muito utilizada para facilitar a comunicacao

entre o cofator redox e a superficie do eletrodo como apresentado na figura 7 (c).

Enzima

’ M *2.
= Eletrodo s Nanoparticula
Figura 7 — Representacdo esquematica do processo eletroquimico da (a) TDE entre a
enzima e a superficie eletrddica, (b) transferéncia mediada de elétrons e (c)
transferéncia de elétrons entre a enzima e a superficie do eletrodo por meio de
nanoparticulas estabilizadas em polimeros.
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De uma forma mais especifica, a reacdo redox na interface eletrodo/enzima pode
ser acompanhada por VAarios outros processos, tais como transporte de prétons,
transicdes conformacionais e troca de ligante do cofator redox. Assim, quando a TDE é
a etapa limitante, as velocidades de oxidagdo e redugdo apresentam uma constante de
velocidade de transferéncia de elétrons real (kg) [39]. Em 1979, baseado na teoria de
Butler-Volmer, Laviron publicou um tratamento matemético para determinar as
constantes de velocidades de espécies redox adsorvidas em eletrodos solidos [40]. Este
método é o mais amplamente utilizado na determinacdo do pardmetro Kre,
principalmente devido a sua simplicidade, onde os Unicos dados experimentais
necessarios sdo o0s sobrepotenciais [41]. Entretanto, estudos recentes [41, 42] tém
demonstrado que a teoria de Butler-VVolmer possui algumas restricdes e condi¢cfes de
contorno que podem comprometer sua aplicacdo no estudo cinético de proteinas
imobilizadas. Neste sentido a teoria de Marcus [41, 43, 44] é mais completa para o
estudo de reagdes de transferéncia de elétrons. Para a maioria dos casos de proteinas
imobilizadas em eletrodos modificados, a distancia entre a superficie do eletrodo e o
sitio ativo da proteina redox é suficientemente grande, e assim a TE normalmente ocorre
em um regime ndo adiabatico. Sob estas condicGes, a teoria de Marcus [41, 43, 44]
prediz que a ke é controlada pela energia livre de Gibbs (AG®), pela energia de
reorganizagdo (A) e pelo acoplamento eletronico (Hpa) entre o doador (D) e o receptor
(A), que, por sua vez, apresenta um decaimento exponencial com a distancia [39,45].
Em seu trabalho original, publicado em 1956 [46] para reacdo de troca Fe?* + Fe** —
Fe** + Fe?* em solugdo aquosa, Rudolph A. Marcus (Premio Nobel de quimica de 1992)
descreveu as superficies de reacdo dos estados do doador (reagente) e receptor (produto)
como duas pardbolas idénticas, compensadas verticalmente pela diferenca de energia

livre de transferéncia de elétrons no equilibrio, AG® (figura 8).

21



Superficie do
reagente Superficie do
> produto

Energia

Reacao coordenada

Figura 8 — Diagrama de Marcus para transferéncia de elétrons.
Quando as curvaturas das energias de superficie sdo as mesmas (onde as curvas

se cruzam), a energia do estado ativado, AG™, é dada por:

+ _ MG+
AGH == (3)

A constante de velocidade, krg, esta relacionada a energia de ativacdo por meio da

equacao de Eyring [47,48].

krg = vyexp — (IA(%) 4)
Onde v, é a frequéncia de reorganizacdo nuclear do complexo precursor e kg é a
constante de Boltzmann. Substituindo a energia de ativacdo (equacdo 3) na equacéo 4,
obtém-se entdo, a equacao de Marcus.

(06°+2)
4Kk T (5)

krg = Cexp—
A expressdo do fator pré-exponencial C depende da forga do acoplamento eletrénico
entre D e A. Se 0 acoplamento é forte o suficiente (transferéncia adiabatica), C equivale

a kgT/h (h € a constante de Plank), como dado pela teoria classica do estado de

transicdo. Quando o acoplamento eletronico e fraco (transferéncia ndo adiabatica), C é
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proporcional ao quadrado de um elemento matriz da interacdo entre os estados inicial e
final, que depende da sobreposicdo das funcbes de onda D e A, e, portanto, da natureza
dos centros redox, das suas distancias e da intervencdo do meio [49].

O parametro A, dentre as varias defini¢des, expressa a energia necessaria para,
partindo do estado de equilibrio dos produtos, trazé-los de volta ao estado de equilibrio
dos reagentes, sendo composta por duas partes: A = 4; + 4,. A contribui¢do interna 4;,
relacionada a energia requerida para se modificar as distancias de ligagOes e, em alguns
casos, os estados de spin eletrdnico, e a contribuicdo externa Ao, relativa a energia

necessaria para se reorganizar o solvente [41, 50].

1.5 Grafeno e Oxido de Grafeno

A estrutura do carbono grafite € formada de planos constituidos de atomos de
carbonos sp?, conforme mostrado na figura 9 (a). Esses planos interligam-se a partir de
interagOes fracas, como van der Walls, de tal maneira a obter uma estrutura amorfa.
Esses materiais a base de carbono tém sido muito utilizados como eletrodos, devido a
baixa corrente residual, excelente condutividade elétrica, uma ampla janela de potencial
e uma elevada atividade eletrocatalitica para reagdes redox. [51] No entanto, uma nova
forma do carbono, o grafeno, despertou a atencdo dos pesquisadores, em virtude das
propriedades supracitadas serem mais intensas quando comparadas aos materiais
convencionais. O grafeno consiste em uma monocamada de 4tomos de carbonos sp?
ligados de tal maneira a formar uma fina grade, conforme apresentado nas figuras 9 (b)
e (c). Cada 4tomo de carbono na monocamada tem um orbital 7 que contribui para rede

delocalizada de elétrons.
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Figura 9 — Representacdo esquematica da estrutura quimica do carbono grafite (a) e
folhas de grafeno isoladas (b e c).

As propriedades da estrutura quimica do grafeno permite que ele seja um dos
candidatos mais promissores para aplicacdo em diversos campos, tais como transistores
[52], supercapacitores [53] e biodispositivos [54]. No campo da eletroquimica, varios
trabalhos [55] tém demonstrado que o grafeno possui excelentes propriedades como a
elevada velocidade de transferéncia de elétrons de sistemas redox e as eletrocataliticas,
guando comparadas ao grafite. Sua elevada area de superficie, baixo band gap e
excelente condutividade [56], facilitam as trocas de cargas com biomoléculas
previamente adsorvidas, como citocromo C, mioglobina, horsheradish peroxidase e

glicose oxidase, possibilitando a transferéncia direta de elétrons. [57-60]

Desde a descoberta do grafeno, em 2004, por Novoselov e co-autores [61],
varias rotas de sintese de estruturas de grafeno tém sido estabelecidas na literatura [62-
70]. Porém, dentre essas rotas, as por via Umida geralmente produzem folhas de grafeno

contendo grupamentos hidrofilicos, por exemplo, grupos carboxilicos, epdxidos,
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cetonas e alcoois. [62-70] Nesse sentido, as folhas de grafeno funcionalizadas com esses
grupamentos sdo chamadas de oOxidos de grafeno (OG). A presenca desses grupos
ocorre em funcdo da oxidacdo das insaturacGes (duplas ligacGes) entre atomos de
carbono por acdo do meio &cido contendo um forte agente oxidante. A figura 10 mostra
a estrutura quimica do oxido de grafeno baseado em modelos propostos na literatura

[62-70].

Figura 10 — Representacdo esquemaética da estrutura quimica do Oxido de grafeno
obtido por esfoliacdo quimica contendo grupamentos oxigenados.

1.6 Eletrodos a Base de Fibra de Carbono

A utilizacdo de eletrodos constituidos a base de carbono grafite (por exemplo,
carbono grafite e carbono vitreo) [71-74] sempre despertou muito o interesse dos
pesquisadores, desde a aplicacdo histérica por Sir Humphrey Davy, para producao
eletroquimica de metais alcalinos. Diante dos eletrodos convencionais a base de ouro e
platina, o interesse na utilizacdo do carbono grafite é atribuido as suas vantagens que
incluem baixo custo, ampla janela de potencial, eletroquimicamente inerte e atividade
eletrocatalitica para vérias reacOes redox. [75] Estruturalmente, a utilizagdo do carbono
como eletrodo, deriva em grande parte do polimorfismo estrutural, da boa estabilidade

quimica, da rica quimica de superficie e das fortes ligacGes entre carbono-carbono
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presentes na estrutura interna. [75] Todas essas caracteristicas sdo estrategicamente
atraentes para a utilizacdo de eletrodos aplicaveis em biodispositivos. Aliada a essas
caracteristicas, a utilizacdo de fibras de carbono que apresentam uma certa flexibilidade
tem atraido muito o interesse de pesquisa para o implante de biodispositivos in vivo.
[76]. Por exemplo, Sales e co-autores [77] desenvolveram uma biocélula implantavel
cujo anodo era constituido pela enzima GOXx e pelas fibras flexiveis de carbono e o
mediador vermelho neutro. Nesse trabalho, a flexibilidade da fibra de carbono facilitou
a introdugédo in vivo do biodispositivo dentro da veia do rato, conforme mostrado na

figura 11.

Figura 11 — (a) Fotografia do local do implante no rato, (b) biocélula constituida de
eletrodos flexiveis de carbono e (c) biocélula implantada. [77]

Nesse sentido, as fibras flexiveis de carbono contendo Oxido de grafeno
mostram-se como potentes materiais para serem utilizados na interface de eletrodos

aplicaveis em biodispositivos.
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2.0 OBJETIVOS
Os principais objetivos deste trabalho foram:
(@) Ativar quimicamente a superficie das FFC, bem como caracterizar a

formacéo de grupamentos hidrofilicos.

(b) Analisar as propriedades estruturais e morfologicas das FFC tratadas por

meio das técnicas de FTIR, MEV-FEG, RAMAN e DRX.

(c) Imobilizar a enzima GOx na superficie das FFC e FFC-OG.

(d) Analisar as propriedades eletroquimicas de transferéncia de elétrons dos

bioeletrodos por meio da voltametria ciclica.

(e) Analisar o comportamento das constantes de transferéncia de elétrons pelo

formalismo de Butler-Volmer e pela teoria de Marcus.

(f) Estudar o desempenho bieletrocatalitico do biodnodo FFC-OG-GOx na

presenca de glicose.
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3.0 MATERIAIS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais Utilizados

A tabela 2 mostra 0os materiais e reagentes utilizados no desenvolvimento deste

trabalho. Todas as solucdes foram preparadas com agua destilada, obtida a partir de um

sistema de purificagdo Millipore-Q.

Tabela 2 — Materiais e reagentes utilizados.

Formula Nome Procedéncia
NaH,PO, Fosfato de sodio dibasico Sigma-Aldrich®
Na;HPO, Fosfato de s6dio monobasico Sigma-Aldrich®
KClI Cloreto de Potéssio Sigma-Aldrich®
HCI Acido Cloridrico Sigma-Aldrich®
KMnO, Permanganato de Potassio Sigma-Aldrich®
CCS 200 Tecido de Carbono Texiglass
GOx Sigma-Aldrich®

EC 1.1.3.4, de Aspergillus Niger, 200 U/mg,
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3.2 Procedimento Experimental

3.2.1 Formagcéo de Oxido de Grafeno in-situ nas FFC

Para os dois métodos de esfoliagdo quimica, que serdo reportados nos topicos
3.2.1.1 e 3.2.1.2, utilizou-se o tecido de carbono CCS 200 conforme mostrado na figura
12. O tecido de carbono apresenta, como caracteristicas de fabrica, as unidades das

fibras entrelacadas.

Figura 12 — Tecido de carbono utilizado no procedimento de esfoliacdo quimica e
preparo dos bioeletrodos.

3.2.1.1 Tratamento com H,SO4/HNO;

A oxidagdo quimica das FFC foi baseada no método desenvolvido por Niyogi e
coautores [78]. Nesse tratamento, adicionou-se 0,5 g das FC em 120 mL de
H.SO4/HNOj3 concentrados na propor¢do de 3:1. Em seguida, manteve-se o0 sistema
durante 3 horas em banho de ultrasom. Finalmente, lavaram-se as fibras com &agua
destilada até que a agua de lavagem apresentasse pH proximo ao da agua destilada. A

figura 13 mostra um esquema do processo realizado para esfoliagdo quimica.
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Figura 13 — Representacdo esquematica do processo de esfoliacdo quimica do tecido de
carbono utilizando a solugdo H,SO4/HNO:s.

3.2.1.2 Tratamento com H,SO/KMnO,

O tratamento com H,SO4/KMnO, foi baseado no trabalho reportado por
Kovtyukhova e coautores [79] com algumas modificaces e adaptacdes. Dissolveram-se
464 mg de KMnO4 em uma solucdo de H,SO, na concentracdo de 1 mol L™*. Em
seguida, 0,5 g das FC foram colocadas em 120 mL da solu¢do H»SO,/KMnO,.
Manteve-se o sistema em banho de ultrasom durante 3 horas. Finalmente, lavaram-se as
fibras com HCI concentrado para remover o MnO; e, em seguida, com agua destilada
até que o pH da solucdo final ficasse proximo ao da &gua destilada. Esse tratamento esta

representado no esquema da figura 14.

P -r "%&

H.SO4/KMnO4  Banho de ultrason 12 Iavagem, 28 Iavagem Secagem
HCI conc. agua destilada

Figura 14 — Representacdo esquematica do processo de esfoliacdo quimica do tecido de
carbono utilizando a solu¢do H,SO4/KMnO,.

3.2.2 Preparo dos Bioeletrodos FFC-GOx e FFC-OG-GOx
Os bioeletrodos FFC-GOx e FFC-OG-GOx foram preparados pelo método de

adsorcédo fisica da enzima com a utilizacdo do néfion, o qual forma uma membrana

polimérica sob a enzima. [20] Delimitou-se uma érea da fibra de 0,2 cm™ com resina
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epoOxi. ApOs a secagem da resina, colocou-se a fibra de carbono dentro da solucéo de
GOx (10 mg em tampao fosfato de sddio pH 7,02) durante 24 hs a 4 °C. O tempo de 24
horas foi empregado para garantir que toda &rea da fibra de carbono fosse recoberta pela
enzima. Em seguida, a fibra foi lavada com solucdo tampédo para remover as enzimas
que ndo adsorveram na fibra e seca a vacuo. Finalmente, gotejou-se 20 uL da solucdo de
nafion (5%) na fibra contendo a GOx adsorvida, construindo, assim, o bioeletrodo FFC-
OG-GOx. O mesmo procedimento foi realizado para a fibra sem tratamento, formando o
bioeletrodo FFC-GOXx. A figura 15 (a) mostra uma fotografia da fibra de carbono antes
do tratamento quimico. O esquema da figura 15 (b) mostra resumidamente o processo

de imobilizacdo enzimatica realizado na FFC ap0s o tratamento quimico.

a 20 pL de

) b)

nafion (5%)

é
BERNEN

__ ;FC Adsorcio, G.?X' Secagem a Bioeletrodo
10 mg mL VACUo FFC-OG-GOx

Figura 15 — (a) Fotografia destacando o diametro da fibra (0,2 cm) antes do processo de
imobilizacdo e (b) representacdo esquematica para o processo de adsorcdo fisica da
GOx na superficie da fibra tratada quimicamente resultando no bioeletrodo FFC-OG-
GOx.
3.3 Técnicas de Caracterizagéo
3.3.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

As analises estruturais das fibras de carbono foram realizadas por meio da

espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR). As

fibras de carbono foram secas e colocadas diretamente sobre o diamante de selereto de
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zinco (ZnSe) para a aquisigéo dos espectros. O modo utilizado foi o ATR/absor¢édo com
aquisicdo de 60 espectros compreendidos na janela de 450 a 4000 cm™. Dessa forma,
utilizou-se um espectrofotbmetro 640-IR FT-IR Varian, pertencente a Central

Experimental Multiusuarios (CEM) da UFABC.

3.3.2 Espectroscopia Raman

As anélises de Raman foram realizadas em um equipamento Jobin Yvon T-64000
pertencente a central multiusuarios da UFABC. Para a aquisic¢ao dos espectros, utilizou-
se um microespectrometro com regido de alinhamento do laser em 532,14 nm. Para a
aquisicao dos espectros, as fibras de carbono foram colocadas sob um substrato de vidro

e fixadas com uma fita dupla face para a focalizagdo do feixe.

3.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG)
As analises de MEV-FEG foram empregadas para verificar as caracteristicas
morfologicas das fibras durante o processo de esfoliacdo, bem como o mapeamento
quimico pela técnica da Energia Dispersiva de raios-X (EDX). O mapeamento quimico
foi realizado com aceleracdo de voltagem de 10 kV e 1400 de magnificacdo. As
amostras das fibras foram colocadas sobre uma fita dupla face de carbono e
posteriormente colocadas no porta-amostra para a aquisicao das imagens e espectros. As
imagens de MEV-FEG foram obtidas com o ajuste de diferentes magnificacdes para
aumentar a resolucdo dos detalhes. Para isso, utilizou-se um equipamento JEOL JSM—

6360LV pertencente a central multiusuarios-UFABC.

3.3.4 Eletroquimica e Estudo de Meia-Cela
Para investigar o comportamento redox e as propriedades cinéticas dos

bioeletrodos FFC-GOx e FFC-OG-GOx, empregou-se a voltametria ciclica. Os estudos
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de meia-cela foram analisados por meio de medidas de curvas de polarizacdo e de
cronoamperometria. Para isso, o sistema empregado foi o convencional de trés
eletrodos: Ag/AgCls,: como referéncia, platina como contra-eletrodo e os bioeletrodos
como eletrodos de trabalho. Todas as analises foram realizadas em um equipamento

pAutolab Type 11, pertencente ao nosso Grupo.

3.3.5 Difragéo de raios-X

A anélise da estrutura cristalografica das fibras antes e apés a esfoliacdo quimica
foi realizada por meio da técnica de difracdo de raios-X. As fibras foram colocadas sob
0 porta-amostra do equipamento com o auxilio de uma resina epOxi. Para isso,
empregou-se um Difratdbmetro de raios-X Focus, Bruker AXS, pertencente a central

multiusuarios da UFABC.

3.4 Cinética Nao-Catalitica

Para interpreter o comportamento da transferéncia de elétrons na interface
GOx/Fibra de carbono com e sem 6xido de grafeno, aplicou-se a teoria de Marcus [80-
82]. As constantes de velocidade eletroquimica foram calculadas numericamente em
funcdo do sobrepotencial com base na relagdo de Chidsey [42] (equacdo 6), obtida a
partir da equacao padrdo de Marcus [82] em combinacdo com a distribuigdo de Fermi-

Dirac.

o exp [-[(A+F(E-E®)/RT-x]?)]/4A

max
red/oxi = 47 /RT f exp(x)+1

k dx (6)

Em simulagdes voltamétricas, a funcdo integral da equagdo 6 pode ser

numericamente aproximada pelo somatorio sobre uma faixa suficientemente ampla de x.
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kred/oxi(lp'A) - a s exp[—(A+‘l’—xi)2]/4-A (7)
Konax sym &~i=0 1+exp (x;)

Onde A = AF/RT, ¥ = (E-E”)F/RT e x; é igual a:
x,-=xp+a(2:i—1)\/x (8)
xp, € dado por:

Y+ AparaW < —A-5
Y—-Apara® > A+5 9)

5@
Epara—A—5<‘P</1+5

p =

O pardmetro a determina o intervalo, s € o nimero de passos, € x,, ¢ o “centro
de gravidade” da forma dos picos. Com a =7, s =100 e A < 100, sdo obtidos erros 107
para todos os valores de W. As constantes de velocidade de reducdo (krq) € Oxidacdo
(koxi) sS40 obtidas com W = + (E-E”) F/RT e W = — (E-E”) F/RT, respectivamente [83].
A constante de velocidade calculada a ¥ = 0 (constante de velocidade padrdo, k%) é

proporcional a kmax (2 um dado ), e decresce com o aumento de A (a um dado Kmax).

O modelo de Butler-Volmer, que descreve uma dependéncia exponencial

semiempirica das constantes de velocidade com o sobrepotencial (E-EO'), de acordo com as

equagOes 10 e 11.
kBY, = k%exp (—aF(E — E°)/RT) (10)
kB = k%exp ((1 — a)F(E — E®)/RT) (11)

Todas as simulagdes referentes as curvas de Marcus e ao modelo de Butler-Volmer

foram baseadas conforme proposto por Luz [84, 85].
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Esfoliacdo Quimica das Fibras Flexiveis de Carbono

As FFC foram tratadas quimicamente com as solucdes de H;SO4/HNO; e
H.SO4/KMnO, para a obtencdo de Oxidos de grafeno. Assim, empregou-se a
espectroscopia na regido do infravermelho para analisar as modificacdes estruturais
ocorridas nas FFC ap0s os tratamentos quimicos. A figura 16 apresenta os espectros da
FFC original sem tratamento (linha preta), FFC tratada com a solucdo H,SO4#/HNO;
(linha vermelha) e FFC tratada com a solucdo H,SO4/KMnOy (linha azul). No espectro
da FFC original, observam-se duas pequenas bandas em 2849 e 2919 cm™, atribuidas,
respectivamente, aos modos de vibracdo de estiramento simétrico das ligacdes C-H e C-
C [79, 86]. Ainda nesse espectro, observam-se varias pequenas bandas compreendidas
entre 1700 e 1500 cm™, que podem ser atribuidas aos modos de deformacao angular dos
grupamentos CH3, CH,. [86] No entanto, diferencas significativas no espectro podem
ser visualizadas quando a FFC ¢é tratada pelos dois métodos supramencionados. O
espectro da FFC tratada com a solucdo H,SO4/HNO3 (linha vermelha) apresenta uma
banda em 3479 cm™, atribuida a0 modo de vibrac&o de estiramento da ligacdo O-H de
4cido carboxilico [86]. As bandas em 2849 e 2919 cm™ séo atribuidas, respectivamente,
aos modos de vibracdo de estiramento simétrico das ligacfes C-H e C-C. As bandas em
1723, 1386 e 1025 cm™ sdo atribuidas, respectivamente, ao estiramento da ligagdo C=0,

deformacéo O-H e estiramento da ligacdo C-O, respectivamente.
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Figura 16 — Espectroscopia FTIR no modo ATR para a FFC sem tratamento (linha
preta), FFC tratada com H,SO4#/HNO;3; (linha vermelha) e FFC tratada com
H2SO4/KMnQ4 (linha azul).

Segundo a literatura [87, 88], o tratamento de superficies de carbono em solucdes
extremamente acidas pode levar a formacéo de aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos.
No entanto, a formacdo de carbonilas de acidos carboxilicos pode ser confirmada
devido ao aparecimento dos estiramentos C-O e da deformacao angular da ligagdo O-H.
Por meio desses dois modos vibracionais € possivel, portanto, atribuir que as bandas de
estiramento C=0 e O-H (em 1723 e 3479 cm™, respectivamente) s&o oriundas de &cido
carboxilico. Comparado ao método de ativagdo com a solugdo H,SO4/HNQO3, 0 espectro
da FFC tratada com a solucdo de H,SOs/KMnO, apresenta algumas diferencas.
Observa-se uma intensa banda de estiramento da ligagdo O-H na regido em 3396 cm™.
As bandas de C-C e C-H desaparecem, provavelmente, devido a sobreposi¢do da banda

de estiramento da ligagdo O-H. Por outro lado, a banda de estiramento C=0O aparece
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mais intensa e deslocada em 1643 cm™. As bandas de deformacéo O-H e estiramento C-
O ndo sofrem deslocamentos comparadas com as regides dos mesmos grupamentos na
FFC tratada com H;SO4/HNO;. A tabela 3 mostra todos os valores dos modos
vibracionais atribuidos as amostras FFC original, FFC tratada com H,SO4#/HNO3z e FFC

tratada com H>,SO4/KMnO,.

Tabela 3 — Principais modos vibracionais para as trés amostras de fibra de carbono.

Modos Vibracionais/ cm™

Amostra/
tratamento
s C-H v C-C 6CH; 6CH, »OH 1 C=0 SOH v C-O
FFC original 2849 2919 1700 1500
FFC/ H,SO,-HNO; 2840 2919 3479 1723 1386 1025
FFC/H,S0O,-KMnO, 3396 1643 1386 1025

O comportamento espectroscopico da fibra tratada com a solucdo de
H.SO4/KMnQ, sugere uma maior quantidades de grupamentos carboxilicos quando
comparado com o tratamento com a solu¢do H,SO4/HNO;. Isso pode ser explicado
devido a reacdo do acido sulfarico com o permanganato de potassio formar espécies de

oxigénio singlete (*O,) [89, 90], como mostrado na equagio 12.
3H,S0, + 2KMn0O, — K,SO, + 2MnS0, + 3H,0 + 5/2(*0,) (12)

O oxigénio molecular (O), no seu estado fundamental, apresenta dois elétrons
com spins paralelos ocupando dois orbitais 7 de mesma energia. Por outro lado, o
oxigénio singlete (*O,), no seu estado excitado, apresenta dois elétrons
desemparelhados e opostos. Essa espécie é extremamente reativa e reage com as

insaturagdes. Dessa forma, a presenca do oxigénio singlete produzird a oxidacao
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eficiente da superficie das FFC, gerando uma maior quantidade de grupamentos
carboxilicos. Os esquemas (a) e (b) da figura 17 mostram 0 mecanismo proposto de
oxidacdo das duplas ligacbes existentes na estrutura da FFC para os dois métodos

utilizados.

FFC sem tratamento FFC esfoliada

Figura 17 — Representacdo esquematica de funcionalizagdo quimica das FFC por meio
da esfoliagcdo com (a) solu¢do H,SO4/HNO3 e (b) solugdo H,SO4/KMNO,.
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4.2 Formacao de Grafeno in situ nas Fibras Flexiveis de Carbono

A morfologia das FFC original e tratada na solugdo de H,SO,/KMnO, foi
analisada com o auxilio de um Microscopio Eletrénico de Varredura equipado com um
Canhdo de Emissdo de Campo (MEV-FEG). A figura 18 mostra as imagens das FFC
sem tratamento (a e b) e fibra de carbono tratada com a solu¢do H,SO4/KMnO, (c e d)

em diferentes magnificagdes.

000 WD 102mm 10,

FC-Grafeno

Figura 18 — Imagens de MEV-FEG em diferentes magnificaces das FFC sem
tratamento (a e b) e FFC tratada com H,SO4/KMnO, (c e d).
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Observa-se que as FFC sem tratamento possuem um didmetro de 6,5 um,
estruturas homogéneas e uma morfologia cilindrica (figuras a e b). No entanto, apds o
tratamento quimico com a solugdo H,SO,/KMnQ,, observa-se claramente que a
superficie muda consideravelmente (figuras c e d). Nessas imagens, ha a predominancia

de estruturas rugosas adsorvidos de forma aleatoria na superficie da FFC.

Segundo a literatura [30, 91], 0 método de esfoliacdo de fibras de carbono com a
solucdo H,SO4/KMnO, € muito utilizado na producdo de folhas de grafeno. Dessa
forma, através da analise dessas imagens, nota-se evidentemente a presenca de
estruturas caracteristicas de 6xidos de grafeno, como pode ser visto nas imagens da
figura 18 (e) e (f). A utilizacdo de estruturas de grafeno em eletrodos geralmente ¢ feita
em duas etapas: primeiro, produz-se o grafeno; em seguida, o grafeno é colocado na
interface eletrodo/enzima. Por exemplo, Zhou e co-autores [92] sintetizaram éxido de
grafeno por esfoliacdo quimica do grafite e, posteriormente, modificaram a superficie
do eletrodo de carbono grafite para aplicacdo como sensor. Pumera [55] publicou um
trabalho de revisdo mostrando a utilizacdo de estruturas de grafeno em interfaces de
eletrodos. Diferentemente desses trabalhos, o procedimento adotado aqui apresenta uma
forma de producdo in situ de 6xido de grafeno funcionalizado com grupamentos
carboxilicos, os quais foram confirmados por meio de espectros de FTIR e serdo

discutidos, a seguir, através da espectroscopia Raman.

4.3 Espectroscopia Raman das Fibras Flexiveis de Carbono

Uma forma de analisar a formacdo de estruturas de grafeno é por meio da
espectroscopia Raman. Com essa técnica é possivel observar mudancas nas
propriedades eletronicas dos carbonos existentes na fibra apds a esfoliacdo quimica em
funcdo do grau de desordem provocado ap6s modificagdes. Além disso, historicamente

ela é fortemente empregada para obter informacGes de tamanho de cristalito,

40



hibridizaco de carbono sp? e sp®, presenca de defeitos e impurezas, etc. [93] Para isso,
a regido de excitagédo do laser deve ser na regido onde as duplas ligacGes entre carbonos
sdo ativas espectroscopicamente. Dessa forma, alinhou-se o laser em 532,14 nm (regido
do verde) utilizando-se um microespectrometro. A figura 19 (a) apresenta uma
fotografia mostrando a focalizagéo do laser sobre a fibra de carbono usando uma lente

objetiva de 100 vezes de aumento.

b) Banda D Banda G

Intensidade u.a

FFC-Grafeno

1300 1400 1500 1600 1700
Deslocamento RAMAN (cm_l)

Figura 19 — (a) Fotografia mostrando a focaliza¢ao do laser em cima da FFC com lente
objetiva de 100 vezes de aumento e (b) espectro Raman da FFC (linha vermelha) e da
FFC-OG (linha preta). O laser foi alinhado em 532,14 nm utilizando-se um
microespectrometro.
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As principais bandas que caracterizam a estrutura do grafite sdo as bandas D e
G, que aparecem aproximadamente em 1355 e 1582 cm™, [94] respectivamente.
Conforme sédo realizadas modificacbes (esfoliagdo quimica) em estruturas de carbono
(por exemplo, fibras), as regifes de aparecimento dessas bandas geralmente sofrem
deslocamentos, podendo ou ndo ser acompanhadas de aumento nas intensidades dos
picos. No entanto, o ponto chave na distin¢do entre grafeno esfoliado e grafite, em se
tratando de espectroscopia Raman, é a relacdo Ip/lg, onde Ip e lg correspondem a
intensidade de pico méximo da banda D e intensidade de pico maximo da banda G,
respectivamente. [95] Quanto menor for essa razdo, ou seja, quanto maior for a
intensidade da banda G em relacdo a banda D, sugere-se que haja uma maior quantidade
de defeitos na estrutura do grafeno devido a presenca de duplas ligacfes isoladas em
funcdo da existéncia de grupos funcionais [96, 97]. A banda G é proporcionada devido
as vibracdes nos planos dos atomos de carbono sp? também conhecida como
espalhamento de primeira ordem dos modos E,q. [98] Na figura 19 (b), observa-se,
claramente, que os espectros para a FFC sem tratamento (linha vermelha) e FC-OG
(linha preta) apresentam as bandas D e G em 1361 e 1587 cm™, respectivamente. A
intensidade das duas bandas D e G do espetro da FC é praticamente a mesma. Por outro
lado, ao realizar a espectroscopia para a FFC-OG, observa-se que a intensidade da
banda G é maior em relacdo a banda D. Esse aumento de intensidade pode ser explicado
devido a presenca dos grupamentos carboxilicos presentes na estrutura, conforme
visualizado nos espectros de FTIR. Esse comportamento sugere que a esfoliagdo
diminuiu a média nos dominios dos carbonos sp® [98] Outro ponto importante a ser
destacado € o alargamento da banda D. Esse alargamento é ocasionado em funcao das
vibrac6es ao longo das bordas [73] do grafite apos a esfoliagdo. A tabela 4 mostra 0s

parametros Ip, I e 0s valores das razfes.
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Tabela 4 — Posicdes, intensidades e relacdo dos picos para a FFC e FFC-OG.

FFC FFC-OG
Banda D 1361 cm™ 1363 cm™
Banda G 1587 cm™ 1589 cm™
o 2,01 1,60
le 2,01 1,80
Io/lG 1,00 0,88

Com o intuito de comprovar as modificagdes observadas por FTIR e Raman,
empregou-se a técnica de difracdo de raios-X. A presenca de grupos oxigenados na
estrutura do grafeno provoca mudancas nos padrdes de difracdo de raios-X, por
exemplo, na intensidade e no deslocamento dos picos caracteristico do grafite. Nesse
aspecto, a figura 20 mostra os espectros de difracdo de raios-X para a FFC (linha preta)
e para FFC-OG (linha vermelha). Ambos espectros mostram dois picos bem definidos,
um em 20 =11.7° correspondente a reflexdo (001), e outro em torno de 26 =25.0°,
correspondente a reflexdo (002). [30] O pico 001 € correspondente a distancia
interplanar entre as folhas de grafeno. Segundo o espectro da figura 20, a intensidade do
pico (001) para FFC-OG é maior quando comparada com a intensidade do pico para
FFC. De acordo com a literatura, o aumento na intensidade do pico (001)
provavelmente pode ser explicado em funcdo da presenca de grupos hidrofilicos [99]
entre as folhas do 6xido de grafeno [100] que constituem os aglomerados observados
nas imagens de MEV-FEG. Outro fato observado é o deslocamento do pico (002) de
25,1° para 24,1° apos a formacao do Oxido de grafeno, como pode ser visto no detalhe
da figura 20. Esse deslocamento para baixos valores sugere um maior espacamento da

distancia interplanar desse pico. Esses comportamentos para 0s dois picos também foi
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observado por Park e co-autores [101] apos a obtengdo de o6xido de grafeno partindo de

grafite.

002 241°  _251°

% Intensidade

T T T T T

20 40 60 80
2 0 (graus)

Figura 20 — Difratogramas de raios-X para FFC (linha preta) e FFC-OG (linha
vermelha). Detalhe mostrame aumento do pico (001) e o deslocamento do pico
(002),ap6s a formacéo do éxido de grafeno na superficie das fibras.

O espectro de difracdo de raios-X da FFC-OG apresenta as caracteristicas
relacionadas ao comportamento cristalografico da estrutura do 6xido que esta presente
na superficie da fibra de carbono sem a evidéncia de picos correlacionados a possiveis
impurezas provenientes da sintese. Nesse sentido, a fim de comprovar gque a reacao
entre 0 H,SO, e 0 KMnO,, utilizada na esfoliacdo da fibra, ndo gera impurezas na
estrutura da FFC-OG, realizou-se analises de Energia Dispersiva de raios-X (EDX).
Essa técnica faz um mapeamento quimico de todos 0s componentes que estdo presentes
na estrutura do material analisado. Nesse sentido, a figura 21 (a) mostra o espectro de
EDX que correlaciona a intensidade em funcdo da energia em elétrons-Volts (eV) da
FFC contendo o 6xido de grafeno. Nesse espectro, observa-se, nitidamente, a presenca

de duas bandas bem definidas, uma em 0,25 keV caracteristica do carbono, e outra em
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0,5 keV, caracteristica do oxigénio. [102] A presenca do trago elementar do oxigénio
indica que o grafeno contém grupamentos hidrofilicos (6xido de grafeno) e corrobora

com os espectros de FTIR, Raman e de difracdo de raios X.
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Figura 21 — (a) Espectro de EDX para a FFC-OG e mapeamento quimico do carbono
(b) e do oxigénio (c).

Outro fato importante é a auséncia de picos provenientes de impurezas da sintese
do 6xido de grafeno. Isso pode ser confirmado através do mapeamento quimico do
carbono e do oxigénio realizado na FFC-OG, como pode ser visto nas figuras 21 (b) e
(c), respectivamente. A figura 21 (b) mostra claramente trés fibras juntas, onde
praticamente toda regido destacada pela cor amarela representa 0 mapeamento quimico
da presenca de tracos do carbono. Por outro lado, 0 mapeamento quimico do oxigénio é

destacado pela cor azul na figura 21 (c). Nessa figura, observa-se, claramente, que uma
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das fibras concentra a maior quantidade de tracos de oxigénio nas bordas da fibra. Isso
pode ser explicado pelo fato de que essa fibra sofreu uma maior oxidagdo no processo
de esfoliacdo, do qual resultou em uma maior quantidade de grupamentos carboxilicos
na regido equatorial das folhas de éxido de grafeno. Portanto, a partir dos resultados
analisados provenientes das técnicas de FTIR, Raman, raios-X e EDX, acredita-se que a
estrutura quimica do éxido de grafeno obtida a partir da sintese é baseada segundo a
figura 22. Também, € plausivel a presenca de defeitos na estrutura do plano basal do
Oxido de grafeno. Além disso, hd& uma maior predominancia de grupamentos

carboxilicos, sendo possivel a presenca de grupos (OH) e de epdxidos.

Figura 22— Estrutura quimica proposta do éxido de grafeno esfoliado na superficie da
FFC.

4.4 VVoltametria Ciclica dos Bioeletrodos FFC-GOx e FFC-OG-GOx

Empregou-se a voltametria ciclica para analisar o comportamento redox da
enzima GOx imobilizada na superficie das FFC sem e com a presenca do 0xido de
grafeno (FFC-OG). O sistema utilizado foi o convencional de trés eletrodos: Ag/AgClsa
como referéncia, um contra-eletrodo de platina e a fibra de carbono modificada com a
GOx como eletrodo de trabalho. Antes de investigar as propriedades redox das enzimas
imobilizadas na fibra, analisou-se o comportamento eletroquimico das fibras de carbono

antes e ap6s a formacdo do OG in situ. A figura 23 mostra os voltamogramas ciclicos
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para FFC sem tratamento (linha preta) e FFC-OG (linha verde) na regido de potencial
compreendida entre 0 e -0,8 V. Ambos os eletrodos FFC e FFC-OG apresentam um
comportamento eletroquimico semelhante, em que ndo h4 nenhum processo faradaico.
Observa-se apenas um pequeno aumento nas correntes residuais de oxidagdo para o
eletrodo de FFC-OG. Esse aumento na corrente, provavelmente, pode estar atribuido ao
aumento na rugosidade superficial da fibra, devido a presenca do OG observado nas

imagens de MEV-FEG.

601 —FFC-0G

8o . . —Frc

-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0
E/V (Ag/AgCI)

Figura 23 — Voltamogramas ciclicos para FFC sem tratamento (linha preta) e FFC-OG

(linha verde). Eletrélito: tampéo fosfato de sddio, pH 7,02. Velocidade de varredura: 30

mV s,

Esse comportamento também foi reportado por Kang e coautores [103] ao
investigarem as propriedades eletroquimicas de um eletrodo de carbono grafite
modificado com grafeno. Kim e coautores [104] também reportaram que a presenca do
oxido de grafeno na superficie do eletrodo de carbono grafite aumenta a densidade de

corrente elétrica em razdo da elevada area de superficie que o grafeno proporciona.

O comportamento eletroquimico das FFC modificadas com a enzima GOx foi
completamente diferente quando comparado ao comportamento das fibras sem a
enzima. Ao imobilizar a GOx na fibra sem tratamento, nota-se um processo redox muito
pequeno, como pode ser visto na linha vermelha da figura 24. No entanto, ao imobilizar
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a GOx na FFC-OG, o processo redox aparece mais nitido e deslocado para regides mais

negativas de potencial, (linha preta da figura 23).

240

120

0

-120-

J [ pA cm™

-240-
—FFC-OG-GOx
-360+ — FFC-GOx
-08 -06 -04 -0,2 0,0
_ o E /V (Ag/AgCl) _
Figura 24 — VVoltamogramas ciclicos para os bioeletrodos FFC-GOx (linha vermelha) e

FFC-OG-GOx (linha preta). Eletrdlito: tampédo fosfato de sédio, pH 7,02. Velocidade de
varredura: 30 mV s™.

O potencial formal (E°) para ambos os bieletrodos FFC-GOx e FFC-OG-GOx

pode ser calculado pela equacédo 13:

0 _ EpatEpc
E° =— (13)
Onde, Epa e Epc 80 0s potenciais de pico anodico e catodico, respectivamente. O valor
obtido de E° foi de -0,44 V para FC-GOXx, enquanto que para o bioeletrodo FFC-OG-

GOXx, o valor foi de -0,50 V. Os valores de Ep,, Epce E° estdo sumarizados na tabela 5.

Tabela 5 — Potenciais Epa, Epce E.

] Potencial/VV
Bioeletrodo
Epa Epc E°
FFC-GOx -0,41 -0,47 -0,44

FFC-OG-GOx -0,48 -052 -0,50
Ambos os valores de potenciais estdo proximos ao potencial formal tedrico (E°’)

do FAD da GOx reportados na literatura [105-107], tais como -0,434 V [108], -0,460 V
[109] e -0,424 V [110]. O valor da separacdo de potencial de pico anddico e catddico

apresentado foi de 60 e 50 mV para FFC-GOx e FFC-OG-GOx, respectivamente.
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Valores abaixo de 60 mV indicam um processo reversivel e um rapido mecanismo de

trocas de cargas.

Dentro da enzima glicose oxidase, o cofator flaviana adenina dinucleotideo
(FAD) assume a sua forma reduzida (FADH,) quando ele recebe dois prétons e dois
elétrons, segundo a reacdo quimica da figura 25. De toda a estrutura quimica do FAD, o
processo redox ocorre apenas nos anéis aromaticos da flavina, segundo os hidrogéneos

destacados pela cor azul.
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Figura 25 — Representacdo das estruturas quimicas do FAD e FDHs.

A TDE da GOx para superficie de eletrodos sélidos é bem reportada na
literatura. Varias estratégias de imobilizacdo garantem ligacdes de carater forte (por
exemplo, ligacdes covalentes) e de carater fraco (interacbes eletrostaticas). Por
exemplo, Cai e Chen [111] obtiveram a transferéncia direta de elétrons da GOx para a
superficie do eletrodo de carbono grafite na presenca de nanotubos de carbono
funcionalizados com grupamentos carboxilicos (COQ’). Nesse trabalho, os autores
atribuiram a comunicacdo da GOx com o eletrodo devido as caracteristicas dos
nanotubos como dimensdo, estrutura eletrbnica, elevada condutividade elétrica e
principalmente devido a presenca de grupos oxigenados, tais como C=0, O-H e C-O.
Ivnitski e coautores [112] produziram um bioanodo de biocélula de glicose a partir de

um papel de carbono modificado com nanotubos de carbono e a enzima GOx. A
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estratégia para a obtencdo da TDE da enzima para o eletrodo foi a imobilizacdo da GOx
pelo método do entrapment “aprisionamento”. Especificamente, a estratégia adotada
aqui para a obtencdo da TDE da GOx para a superficie da fibra foi a esfoliacdo quimica
da fibra com a producdo de folhas de déxido de grafeno in situ. Nesse aspecto, a
interagcdo esperada entre 0 OG contendo os grupamentos carboxilicos e a GOx é de

carater ndo covalente, como ligagdes de hidrogénio e interacGes hidrofilicas.

4.5 Estudo Cinético da Transferéncia Direta de Elétrons

Para investigar o fendmeno de transferéncia direta de elétrons na interface
eletrodo/enzima, realizaram-se varios ciclos em diferentes velocidades de para ambos os
sistemas FFC-GOx e FFC-OG-GOx, figuras 26 (a) e (b). Observa-se que 0S processos
eletroquimicos atribuidos ao FAD, presentes no interior da enzima GOx, aumentam

conforme haja 0 aumento da velocidade de varredura para os dois eletrodos .

200-
0 E100]
h [5) g
g 0- <:L 0_ //l.,
< =100
=50-
=200
-100 1 -300- i
| | | omvsy 0 10mvs?
08 06 04 02 00 08 06 04 02 00
E / Ag/AgCl E/V (Ag/AgCI)

Figura 26 — VVoltamogramas ciclicos para os bioeletrodos (a) FFC-GOx e (b) FFC-OG-
GOx em diferentes velocidades de varredura: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100
mV s™. Eletrélito: tampéo fosfato de sédio, pH 7,02.

O aumento da velocidade de varredura promove o aumento das densidades de
correntes de pico anddico (Jpa) e catodico (Jpc). Dessa forma, construindo-se os graficos
da dependéncia das densidades de pico maximo em funcdo da velocidade de varredura

(v), obtém-se duas retas, como pode ser observado nas figuras 27 (a) e (b). Esse
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comportamento indica que 0s processos eletroquimicos sdo governados por

transferéncia de cargas [113] na interface GOX/FFC.

2004 a) Q”O/O/ O 50 b) Q/'G/ O
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Figura 27 — Graficos mostrando a dependéncia das densidades maximas de corrente de
pico anodico (Jpa) e catddico (Jpc) em funcgdo da velocidade de varredura. (a) FFC-GOx
e (b) FFC-OG-GOx. Eletrolito: tampdo fosfato de sodio, pH 7,02.

Outro ponto extremamente importante é a estabilidade dos processos redox, 0

qual seré abordado no tépico a seguir.
4.6 Estabilidade eletroquimica do Bioeletrodo FFC-OG-GOx

O estudo da estabilidade eletroquimica foi realizado apenas para o bioeletrodo
FFC-OG-GOx, uma vez que este apresentou processos redox mais elevados. A figura
28 (a) apresenta 20 voltamogramas ciclicos registrados consecutivamente a 50 mV s™.
Nota-se, evidentemente, que 0s processos eletroquimicos ndo perdem corrente faradaica
e nem sofrem deslocamentos dos potenciais redox do FAD consideravelmente. Esse
comportamento pode ser confirmado quando se constroi um grafico da dependéncia dos
potencias de pico anodico em fungdo dos ciclos realizados (figura 28 b). No 20° ciclo, a
perda de corrente de oxidacdo foi de 9%. Isso revela que o bioeletrodo FFC-OG-GOx

apresenta uma elevada estabilidade eletroquimica e que a enzima encontra-se
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fortemente adsorvida na superficie da fibra. Assim, todos esses resultados indicam que
0 bioeletrodo FFC-OG-GOx ¢é altamente aplicavel como a&nodos de biocélulas a
combustivel. No entanto, o tdpico a seguir apresenta a discussdo mais detalhada sobre a

aplicabilidade do bioeletrodo em biocélulas a combustivel.

Figura 28 — (a) Teste de estabilidade eletroquimica do bioeletrodo FFC-OG-GOx com
20 ciclos registrados a cada 30 minutos. Velocidade de varredura: 50 mVs™. Eletrélito:
tampao fosfato de sédio pH 7,02. (b) Grafico mostrando a dependéncia das densidades
de corrente de pico maximo em fung&o do tempo.

4.7 Cinética de Transferéncia de Elétrons

As propriedades cinéticas de transferéncia de elétrons na interface
eletrodo/enzima correspondem a um ponto chave no desempenho de bioeletrodos
aplicaveis em biodispositivos. Nesse aspecto, a capacidade e a velocidade de trocas de
elétrons, nessa interface, afetam severamente o desempenho final dos biodispositivos.
Dessa maneira, 0 estudo da cinética de transferéncia de elétrons para os bioeletrodos
FFC-GOx e FFC-OG-GOx foi explorado variando-se a velocidade de varredura de 10 a
2000 mVs™, como pode ser observado nas figuras 29 (a) e (b). Nota-se, claramente, que

os processos redox do FAD permanecem nitidos até 2000 mV s*, apenas para o
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bioeletrodo FFC-OG-GOx. A relacdo linear entre a velocidade de varredura e 0s
potenciais de pico anddico e catédico também permanecem, como pode ser visto nas
figuras 29 (c) e (d). No entanto, para o bioeletrodo FFC-GOXx o0 processo eletroquimico
do par redox FAD/FADH, diminui a intensidade ao passo que a velocidade de varredura

€ aumentada.
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Figura 29 — Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura (10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200,
1400, 1600, 1800, 2000 mVs™ para (a) FFC-GOx e FFC-OG-GOx (b). Dependéncia dos
potenciais de pico anodico e catodico em funcdo do log da velocidade de varredura para
0s bioeletrodos FFC-GOx (c) e FFC-OG-GOx (d).
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4.7.1 Teoria de Butler-Volmer para DET

Alguns trabalhos na literatura [49] discutem a transferéncia de elétrons para
enzimas fortemente adsorvidas em eletrodos sob condigdes ndo cataliticas.
Especificamente, a situacdo nao catalitica refere-se ao comportamento redox enzimatico
na auséncia de um substrato especifico. Aqui, empregou-se as equacdes de Laviron [40]
para obter os pardmetros cinéticos para transferéncia de elétrons (em sobrepotencial
zero) na interface entre a enzima GOX e a superficie das fibras com e sem o 6xido de
grafeno. Baseado na teoria de Butler-Volmer (BV) [113, 114], as velocidades de
transferéncia de elétrons podem ser descritas por uma dependéncia exponencial
semiempirica das constantes de velocidade com o sobrepotencial (E-E”), conforme as

seguintes equacdes:

kBY, = k%exp (—aF(E — E®)/RT) (10)

kBY. = k%xp ((1 — a)F(E — E®)/RT) (11)

oxi

Nesse formalismo, k° é a constante de velocidade padrdo (em sobrepotencial
zero), n € o numero de elétrons transferidos e a é o coeficiente de transferéncia
eletronica, que representa o grau de simetria entre as constantes de velocidade de
oxidagdo e reducdo (o = 0,5 para um sistema totalmente simétrico). Os parametros k° e
a podem ser determinados a partir do tratamento matematico proposto por Laviron [40].
O método se baseia na teoria de Butler-Volmer e os unicos dados experimentais
necessarios sdo 0s sobrepotenciais. Para estimar o valor de «, 0s potenciais de pico
anadico (Epa) e catodico (Epc) sdo estudados em fungdo do log v. Conforme apresentado
na Figura 30, em altas velocidades é observada uma relagédo linear (retas vermelhas)
entre E, e 0 log v com inclinagcdes de -2,3RT/anF e 2,3RT/(1-a)nF para 0s picos

catodico e anddico, respectivamente. A partir da inclinacdo dessas retas, o coeficiente
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de transferéncia eletrénica (geralmente, 0,3 < o < 0,7 para processos quase reversiveis)
pode ser calculado de acordo com a equagcdo 12, ou a partir das velocidades de

varredura (equacao 14) [115]:

kq _ a E _ o«
logk—c = log [(1_a)] ou v = 0o (14)
Vg o«
v (1-a) (15)

Onde k, e kc séo as inclinagdes das retas derivadas dos graficos Epa € Epc versus
log ». Uma vez estimado o valor de @, a constante de velocidade padrdo k° pode ser
determinada aplicando-se a condicdo de E-E” = 0 na equacdo 15, que com alguns

rearranjos matematicos se reduz na equagéao 16 [40].

a(l-a)nFAE,

Logk® = aLog(1 —a) + (1 — a)Loga — Log% - T (16)
ko _ anFv, _ (1-a)anFy, (17)
RT RT
a) b
0,11 024 ")
o0 0,1
O OO
Z 00 > ,0l0 Cocam® OFC
: o ocoommo 4 9918 6 daxo
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1 LL]'O,1 T
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log v I
Figura 30 — Grafico de Laviron mostrando a dependéncia dos rg)gtgnciais de pico
anodico e catddico em fungédo do logaritmo da velocidade de varredura (v) para FFC-
GOx (a) e FFC-OG-GOx (b).

O valor de « obtido foi de 0,56 para o bioeletrodo FFC-GOx (figura 30 a) e de

0,57 para FFC-OG-GOx (figura 30 b). A partir desses parametros, os valores das
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constantes cinética de transferéncia de elétrons em sobrepotencial zero (k°) foram

calculados e sumarizados na tabela 6.

Tabela 6 — Valores de k e de a para os bioeletrodos FFC-GOx e FFC-OG-GOX.

Bioeletrodo a K%/st
FFC-GOx 0,56 9,08
FFC-OG-GOx 0,57 15,04

O elevado valor de k° é atribuido & presenca do 6xido de grafeno nas FFC sobre as
quais aproximam o FAD da GOx e a superficie eletrédica do carbono e também ao
aparecimento das bordas de grafite. Por outro lado, o valor de k® calculado para o
sistema FFC-GOx foi de 9,08 s. Comparativamente com outros valores de k°
reportados na literatura [116-118], o sistema FFC-OG-GOx apresentou um maior valor,
confirmando que a presenca do 6xido de grafeno promove um répido mecanismo de

trocas de elétrons nessa interface.
4.7.2 Teoria de Marcus para DET

Embora amplamente utilizado para descrever a cinética de transferéncia de
elétrons, o formalismo de Butler-Volmer possui uma série de restricGes e condi¢des de
contorno. O pressuposto principal da teoria de BV é que as energias de ativacdo para
ambas as curvas, catddica e anddica, sdao uma funcdo linear do sobrepotencial e nao
levam em considera¢do o efeito da energia de reorganizagdo (L) nas constantes de
velocidade [113, 114]. Como consequéncia, valores superestimados de Kred/Koxi S€rao
obtidos. Esses desvios podem ser compreendidos pelo fato da teoria de BV considerar
as superficies de reacdo lineares, em vez de parabdlicas (ou seja, a energia potencial
varia linearmente em vez de parabolicamente ao longo da coordenada de reacdo) e

ignorar as contribui¢des, na velocidade, dos estados no eletrodo para qualquer potencial
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diferente do potencial aplicado (nivel de Fermi) [83]. Deste modo, a teoria de Marcus
[80-82] se torna mais adequada para o estudo de reacdes de transferéncia de elétrons de

proteinas redox adsorvidas.

A teoria de Marcus foi desenvolvida originalmente para reacfes de transferéncia
homogénea de elétrons [49,80-82], quando aplicada a sistemas heterogéneos, e dessa
forma, superou as restricdes previstas pelo formalismo de Butler-Volmer. Para a
transferéncia de elétrons entre um eletrodo e uma espécie redox adsorvida, Chidsey [34]
derivou uma relacdo entre as constantes de velocidade (kred/koxi) € O sobrepotencial
(equacdo 6), por integracdo da equacdo de Marcus [49,80-82], que descreve a
velocidade de transferéncia de elétrons entre um doador e um receptor sob todos os
niveis de Fermi no eletrodo, usando a distribuicdo de Fermi-Dirac para explicar a
probabilidade de ocupacédo de cada nivel, uma vez que a transferéncia de elétrons pode

ocorrer para ou a partir de qualquer nivel de Fermi no eletrodo.

_ kmax J-oo exp (—1/4A\RT[A+F(E-E®)—RTx]?)
—0o0

kred/oxi = Jam/RT T+exp (%) dx (6)

A constante de velocidade méaxima, kmax, € 0 limite de k, quando o sobrepotencial

tende ao infinito e é dado por:

22
41m°Vy

kmax = mexp(—ﬁr) (18)

Onde V, representa o grau de acoplamento eletrénico, r é a distancia entre o doador e o
receptor (em A) e A é o coeficiente de decaimento (em A™). As constantes de velocidade
podem ser avaliadas numericamente a partir da equagdo 6 usando a metodologia
proposta por Heering e colaboradores [83]. Utilizando o software Matlab® R2013a,
essa metodologia (descrita no tépico 3.4 da parte experimental) [84,85] foi empregada

para calcular as curvas 10g (Kreq + Koxi) VS E-E” para diferentes valores de energia de

57



reorganizacdo. As curvas apresentadas na figura 31 sdo similares as obtidas
anteriormente por outros autores [42, 118]. Para altos valores de A a soma das
constantes de velocidade aumenta de forma logaritmica com o aumento do
sobrepotencial, conforme previsto pelo modelo de Butler-Volmer (figura 31, linha

vermelha).
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Figura 31 — Gréfico dos sobrepotenciais (E-E°) em fun¢do do logaritmo das constantes
de velocidade de transferéncia de elétrons de reducdo e oxidacao (Kreq *+ Koxi). AS curvas
pretas calculadas segundo a equacdo de Marcus com diferentes valores de A. As linhas
retas vermelhas foram calculadas segundo as equacdes 10 e 11, como previstas pelo
comportamento de Butler-Volmer.

A partir dessas consideracdes é possivel analisar teoricamente o comportamento
das constantes, para FFC-GOx e FFC-OG-GOx, levando-se em consideragcdo as
proposi¢des de Butler-Volmer e Marcus. Nesse sentido, nas figuras 31 (a) e (b) mostram

curvas tedricas que correlacionam os sobrepotenciais (E-E°) em funcdo do logaritmo

BV
oxi

das constantes de oxidagdo (kZY) e reducdo (k2Y,), conforme previsto por Butler-
Volmer (linhas retas pretas) e segundo a teoria de Marcus (curvas azul, vermelha e
verde). As curvas representadas por bolas pretas representam o comportamento
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experimental do log v em fungdo dos sobrepotenciais. As linhas retas nessas duas

figuras foram calculadas segundo as equacgdes 10 e 11, como previsto por Butler-

Volmer (BV).
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Figura 31 — Grafico da medida do decaimento das constantes em fungdo dos
sobrepotenciais (t = 25°C). Curvas foram calculadas segundo a equagdo 6 com: A= 0.2
eV (azul), A= 0.38 eV (vermelho) e A= 0.5 eV (verde) com k°= 9,08 s, « = 0,56 para
FFC-GOx (a) e k%= 15,04 s, = 0,57 para FFC-OG-GOXx (b).

Para os sistemas FFC-GOx e FFC-OG-GOx, o comportamento experimental
(representado pelas bolas pretas), previsto por BV, se aproxima das curvas tedricas

quando a energia de reorganizacéo da enzima é de 0,38 eV (curva da linha vermelha).
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As equacbes de Butler-Volmer equivalem a um caso limite da equagdo
integrada de Marcus com A tendendo ao infinito. Experimentalmente, isso significa que
as equacles de Butler-Volmer sé podem ser utilizadas para determinar as velocidades
de transferéncia de elétrons com suficiente acurécia, quando a energia de reorganizacao
do sistema é muito maior que o sobrepotencial maximo aplicado. Isso acontece porque a
coordenada de reagdo parabdlica assumida na teoria de Marcus € estreitamente
aproximada a uma funcéo linear, quando o potencial aplicado é muito menor do que a
energia de reorganizacao. Entretanto, para valores menores de energia de reorganizacéo,
é observado um aumento exponencial do log(Kreq + Koxi) €m fungdo do sobrepotencial,
até a formacdo de um plat6, onde a velocidade de transferéncia de carga € maxima, Kmax.
Isso ocorre quando o sobrepotencial € muito maior do que a energia de reorganizacao e
reflete o fato de que toda a distribuicdo das moléculas redox ativas com estados
disponiveis para transferir elétrons (estados desocupados para reducdo e ocupados para
oxidacdo) é enquadrada exclusivamente pelos estados no eletrodo que, por sua vez,
também estdo disponiveis para a transferéncia de elétrons (estados ocupados para
reducdo e desocupados para oxidacdo) [49, 42, 118]. Quando kma € alcancado, a
aplicacdo de maiores potenciais ndo cria novos estados disponiveis para transferéncia
eletronica, nem aumenta a probabilidade de transferéncia de elétrons entre os dois
estados, portanto, as constantes de velocidade se tornam independentes do
sobrepotencial. Esse platé formado é o andlogo eletroquimico da regido de inverséo de

Marcus para transferéncias de elétrons intra e intermolecular [49].

O valor de A = 0,38 foi usado para gerar as curvas para FFC-GOx e FFC-OG-GOx
no grafico da figura 32. Como previsto pela teoria de Marcus, em baixos
sobrepotenciais as constantes aumentam exponencialmente e assim, aproximam-se

assintoticamente de um valor de patamar maximo (kmax) em elevados sobrepotenciais. A
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partir dessa figura, a constante maxima atingida para FFC-OG-GOx foi duas vezes
maior quando comparada a constante obtida para o bioeletrodo FFC-GOx (limha
vermelha), o que indica que a presen¢a do 6xido de grafeno facilita os mecanismos de

trocas de elétrons.

304
_ FFC-OG-GOx
_ 25]
N ]
~ 20.
o ]
2 s FFC-GOx
0 1,01
054
0.0

00 02 04 06 08 10
E-E%V

Figura 32 — Gréficos da constante de velocidade de TE de oxidacao (kox) em funcdo do
sobrepotencial para FFC-GOx (k°=9.08 s, o = 0.56) (linha preta) e FFC-OG-GOx (k°
= 15.04 s*, o = 0.57) segundo a teoria interfacial de Marcus (equag&o 6 com A= 0,38
eV).

4.7.3 Dependéncia da TDE com a distancia

Outra maneira de analisar a influéncia do 6xido de grafeno na TDE € através da
distancia entre o FAD e a superficie da fibra de carbono. Estudos reportados na
literatura [119, 120] mostram que a TDE ocorre quando a distancia entre o cofator
enzimatico e a superficie do eletrodo € pequena suficiente para permitir a transferéncia
do elétron (entorno de 13 A). Nesse sentido, inicialmente se investigou o

posicionamento do FAD dentro da estrutura proteica da GOx via simulacdes realizadas
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no software Jmol Versdo 12.2.15. A partir dessa visualizagdo, o FAD ndo fica
exatamente no centro da proteina, como pode ser observado na figura 33. Nessa figura,
observa-se a representacdo da GOx contendo 4 disténcias (14,08, 19,36, 19,55 e 26,38
A) entre as duas moléculas do FAD e a periferia da proteina. Considerando essa
simulacdo, a TDE efetiva serd favorecida se a enzima estiver preferencialmente
imobilizada pelo lado onde a distancia da periferia da proteina e 0 FAD sejam entorno
de 14 A. No entanto, o processo de imobilizacido adotado aqui promove uma adsor¢io
enzimatica de forma randémica, ou seja, de forma aleatéria na superficie da fibra. Isso
explica o fato do baixo sinal da TDE observado para o bioeletrodo FFC-GOXx, no qual
somente as enzimas adsorvidas através da menor distancia conseguem trocar elétrons

com a fibra.

Figura 33 — Posicdo do FAD (bolas coloridas) dentro da enzima GOx (RCSB Protein
Data Bank, codigo 1GPE). Estrutura e distancias obtidas por meio de simulagdo
realizada no software Jmol Versao 12.2.15.
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A figura 34 (a e b) mostra uma representacdo esquematica do processo de
adsorcdo da enzima na superficie da FFC e da FFC-OG, respectivamente. Na superficie
da fibra com a morfologia homogénea, ou seja, sem Oxido de grafeno, a TDE s6 é
realizada pela menor distancia (14,08 A) entre o FAD e a superficie da fibra (figura 33
a). Por outro lado, quando a enzima orienta-se na superficie do eletrodo FFC pelos lados
onde o FAD encontra-se com os maiores valores de distancia de 19,36 ou 26,38 A a

TDE ndo é favorecida.

Figura 34 — Esquema representativo das possiveis orientacdes de adsor¢do da enzima
(@) na superficie da FFC e (b) FFC-OG. As bolas coloridas representam o FAD.
Distancias calculadas utilizando-se o software Jmol Versdo 12.2.15.
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4.8 Bioeletrocatalise para Oxidacédo da Glicose

A aplicabilidade do bioeletrodo FFC-OG-GOx como bioanodo de BCs foi
investigada por meio de testes eletroquimicos na presenca de glicose. A figura 35
mostra as curvas de polarizagéo (j x E) na escala de potencial compreendida entre -0,8 a
0,0 V em diferentes concentracfes de glicose. Nessa figura, observa-se que o aumento
na concentracdo de glicose promove 0 aumento na corrente de oxidagdo. Para potenciais
mais negativos, entre -0,8 e -0,4 V, a variacdo de corrente de oxidacdo é mais
pronunciada. Por outro lado, para potenciais entre -0,4 e -0,2 V, a variagdo na corrente
de oxidagdo diminui, indicando que essa regido corresponde ao estado quase-
estacionario de corrente (les). Segundo o grafico, a reacdo na auséncia de glicose
apresenta um potencial inicial de oxidacdo do FAD de -0,54 V. Entretanto, na presenca
de 4 mmol L™ de glicose esse potencial é deslocado para -0,74 V. Além disso, a
corrente de eletro-oxidacdo do FAD em 0 V é de 22 uA cm™ na auséncia de glicose, e
de 26 pA cm™ na presenca de 4 mmol L. Esses comportamentos indicam que o

bioeletrodo oxida baixas concentracdes de glicose.

24 P ]

v 4 mmol L*
3 mmol L™
2 mmol L™
e 1 mmol L™
| _m_sem g!icosel
-0,4 -0,2 0,0
E/V (Ag/AgC)
Figura 35 — Curvas de polarizacdo para o biodnodo FFC-OG-GOx na auséncia de

glicose (m) e na presenca de diferentes concentracdes de glicose: 1 (o), 2 (4), 3 (¢), 4
(V) mmol L™. Eletrélito: tamp&o fosfato de sédio pH 7,2. Velocidade de 10 mV s™.
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Segundo Lesovac e coautores [121], 0 mecanismo proposto para a reagao entre a
glicose e a glicose oxidase ocorre por abstragdo de hidretos. O mecanismo de abstragéo
de hidreto é descrito como a remog¢&o de um préton do grupo hidroxil do carbono 1 (C,)
da glicose por um grupo basico da enzima GOXx. A transferéncia do hidreto ocorre do C;
da glicose para o nitrogénio 5 do FAD [122], conforme proposto pelo autor no esquema
da figura 36. Nessa reacdo a molécula de agua contida na forma oxidada da enzima
(FAD) é substituida pela glicose simultaneamente. Em seguida, ocorre a transferéncia
de um préton para o residuo da histidina 516 (His) e a transferéncia de um anion hidreto
para 0 FAD. Finalmente a lactona é substituida pela agua, levando a formacédo da forma

FADH". [123-125]

Glicose  H3;0" HZO Lactona
FAD /’ FADH" A —FADH
H,0 — Gllcosei—)—r Lactona—> H,0
HisH* His HisH* HisH*

Figura 36 — Representacdo esquematica reproduzida da referéncia [122] para o
processo de abstracdo de hidreto na reagéo entre a glicose e a glicose oxidase.

Para entender melhor o desempenho eletrocatalitico da enzima imobilizada,
realizaram-se experimentos de cronoamperometria. Baseado nos estudos de curva de
polarizagdo aplicou-se -0,3 V durante 400 segundos. Esse potencial foi escolhido, pois,
é nele onde se atinge a corrente de estado quase-estacionario para a oxidacao de glicose.
Nesse sentido, a figura 37 mostra 0 cronoamperograma para o biodnodo FFC-OG-GOx

na presenca de sucessivas adi¢des de glicose. Cada seta indicada na figura corresponde
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a uma adicdo de 100 pL de glicose na concentracdo de 0,5 mol L™ durante 400
segundos. O tempo necessario para atingir a corrente de estado quase-estacionario logo
apos a adicdo ¢ de 8s, indicando uma répida resposta [126]. Esse tempo de resposta €
inferior a outros observados na literatura [127, 128]. O aumento na concentracdo de
glicose promove rapidamente o aumento na corrente de oxidacdo e atinge o nivel de
saturacdo em elevadas concentracdes, como esperado pelo comportamento de
Michaelis-Menten [129]. Esse comportamento indica que a glicose é facilmente oxidada
em baixas concentracGes para o biodnodo FFC-OG-GOxX. A rapida resposta pode estar
atribuida a facilidade de difusdo da glicose no biofilme de GOx e nafion formada na

superficie da fibra de carbono. [130]

100 t3(’)0 300
S
Figura 37 — Resposta cronoamperométrica do biodnodo FFC-OG-GOx na presenca de

sucessivas adicdes de 100 uL de glicose a 0,5 mol L™. Eletrélito: tampéo fosfato de
sodio pH 7,2, desoxigenado. Potencial aplicado de -0,3 V vs Ag/AQCls:.

Outro fator importante que pode ser obtido por meio desses estudos é a constante
aparente de Michaelis—Menten (Klapp). [129] Muitas enzimas exibem um comportamento
hiperbdlico da velocidade inicial da reacdo (V,) em funcdo da concentracdo inicial do
substrato [S]o (equagdo 19), segundo o comportamento de Michaelis—Menten. O Kf,‘[pp mede
a afinidade entre a enzima e o substrato. Valores pequenos de Ky refletem afinidade

elevada da enzima pelo substrato e, portanto, atingira a maxima eficiéncia catalitica em
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baixas concentracdes de substrato. Por outro lado, grandes valores de Ky refletem baixa
afinidade da enzima pelo substrato. Nesse sentido, a partir da figura 38 (a), que
corresponde ao grafico da densidade de corrente de estado quase-estacionario em funcéo da
concentracdo de glicose, é possivel modelar o comportamento catalitico segundo Michaelis-
Menten. Nesse grafico, observa-se que ha uma regido linear até a terceira adicdo de glicose
(3 mmol L™), que esté representada pela linha reta. No entanto, para concentracdes acima

de 3 mmol L?, a enzima atinge o seu estado de saturacéo.

12' a) b) 0,240'
)
o o *°
94 °® _ 0,192
I=
o
64 < 0,144+
= °
31 , 0,096
(K3P°Y
0" : : : \/ —_—
0 2 4 6 8 -02 00 02 04 06 08 1,0
Concentracdo de glicose / mmol L* C™ de glicose /(mmol L™

Figura 38 — (a) Gréafico de Michaelis-Menten que correlaciona as densidades de
correntes de estado estacionario em funcdo da concentracdo de glicose e (b) grafico dos
duplos Reciprocos (Lineweaver—Burk).

A partir de tratamentos algébricos da equacdo 19, obtém-se a equacdo 20
(Lineweaver—Burk), onde (jo) é a densidade de corrente inicial e Cy é a concentracao inicial
de glicose. Essa equacdo pode ser representada por um grafico chamado de gréfico dos
duplos reciprocos, (figura 38 b). Esse grafico possui uma linha reta cuja inclinagdo
(K,'? 13max) apresenta um intercepto de 1/jmsx NO eixo Y e um intercepto de -1/K,;** no eixo
X. [129] O baixo valor de Kg*P obtido (1,1 mmol L) para a GOx, reflete uma elevada

afinidade entre a enzima e o substrato.
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O valor obtido para a Ky;""foi muito menor do que outros valores citados na
literatura [130-132] para a transferéncia direta de elétrons da GOx. A tabela 7 apresenta

os valores de K" e outros reportados na literatura.

Tabela 7 — Valores reportados de Ky"* para diferentes bioeletrodos.

Bioeletrodo KPP /mmol L Ref.
CG-NTC-GOx-néfion 9,8 [130]
CG-Qui-GOx 2,5 [131]
Grafeno-Qui-GOx 4.4 [132]
CG-CdTeNP-NTC-GOx 51 [133]
FFC-OG-GOx 11 Esse trabalho

CG = carbon grafite, Qui= quitosana, CdTeNP= nanoparticulas de CdTe, NTC= nanotubos de carbono

Contudo, todos esses resultados mostram-se promissores para aplicacdo do bioanodo

FFC-OG-GOx em biodispositivos para geracdo de energia.
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5.0 CONCLUSAO

A esfoliagdo quimica com a solugdo H,SO,/KMnO, realizada nas FFC
promoveu a formacéo in situ de o0xido de grafeno e de bordas de grafite, conforme visto

nas imagens de MEV-FEG.

A presenca de grupos hidrofilicos no 6xido de grafeno foi confirmada por meio

das espectroscopias FTIR, Raman, raios-X e EDX.

A GOx foi imobilizada com sucesso conforme as respostas redox apresentadas.
O potencial redox do bioeletrodo FFC-GOx foi de -0,43 V, diferentemente do potencial

do bioeletrodo FFC-OG-GOx, que foi de -0,5 V versus Ag/AgCI.

A constante heterogénea de transferéncia de elétrons foi duas vezes maior para o
bioeletrodo FFC-OG-GOx, conforme calculado pela teoria de Marcus. As curvas
simuladas através da teoria de Marcus obteve um comportamento aproximado ao

experimental quando se empregou o valor da energia de reorganizacdo de 0,38 eV.

Testes de cronoamperometria e curva de polarizacdo na presenca de diferentes
concentracdes de glicose mostraram um aumento nas correntes de oxidacéo de glicose.
O valor obtido de KPP foi de 1,1 mmol L™. O baixo valor de Ky™” revela um rapido
mecanismo de oxidacdo de glicose. Todos esses resultados mostraram-se promissores

para a aplicabilidade do biodnodo FFC-OG-GOx em BCs de glicose.
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