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Introducéao

O processo de sol-gel tem atraido interesse de
pesquisadores para a imobilizacdo de biomoléculas
devido a vérios fatores como a facilidade de
fabricacéio e flexibilidade no projeto de sintese’.

A enzima peroxidase (“horseradish root”, HRP) é
freqlientemente usada em quimica analitica por
manter uma resposta estavel, por longos periodos de
tempo a temperatura ambiente e em um amplo
intervalo de pH, alem do baixo custo financeiro e ser
disponivel, comercialmente, em diversos graus de
pureza.

O presente trabalho apresenta a imobilizacéo da
HRP sobre eletrodo de grafite modificado com o sol-
gel tetraisopropoxido de titanio (titania).

Resultados e Discussao

Os experimentos foram realizados em uma célula
eletroquimica de 5,0 mL empregando-se Ag/AgCl, fio
de platina e grafite (modificado ou n&o) como
eletrodos de referéncia, auxiliar e trabalho,
respectivamente, utilizando um  potenciostato/
galvanostato EG&G mod.263. O sol-gel foi obtido
conforme descrito na literatura®.

Inicialmente, os eletrodos foram submetidos a 1, 2
ou 3 depdsitos do filme de sol-gel por meio do
processo de dip-coating, com um tempo de secagem
de 24 horas entre os depdsitos. Apds a modificacdo
os eletrodos foram lavados por imersao em solugéo
tampéo fosfato pH 7,0.

Em seguida, os eletrodos foram incubados em
uma solucdo contendo HRP 0,6 U mL-1 por um
tempo de 3 horas. As medidas eletroanaliticas foram
feitas por amperometria com um potencial fixo de —
0,08V, utilizando-se perodxido de hidrogénio 3,5 x 10-3
mol L-1 como substrato enzimético e &cido 5-
aminossalicilico (5-ASA) 5,0 x 10-4 mol L1 como
mediador de elétrons.

A Figura 1 apresenta os valores de intensidade de
corrente obtidos na auséncia/presenca da HRP
imobilizada. Observa-se que, nos experimentos
conduzidos na presenca da HRP e do sistema 5
ASA/H,O,, had um significativo aumento da
intensidade de corrente, quando comparados aos
experimentos realizados na auséncia de qualquer um
dos reagentes. Nota-se, também, que a resposta
enzimatica foi maxima quando o eletrodo
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Figura 1: Efeito do nimero de depdsitos de filme de sol-

gel sobre eletrodo de grafite nas condigbes: {) 5
ASAH,0,; (?) H0J/HRP; (?) 5-ASAHRP; (?) 5-
ASA/HzoleRP Eaplic =-0,08V vs. Ag/AgCl

continha 1 depdsito do filme de sol-gel, sendo,

portanto, definido apenas 1 depdsito para
experimentos subsequentes.
Efetuou-se um planejamento fatorial 2° para

otimizacdo da concentracdo da HRP a ser
imobilizada e do tempo de incubacao dos eletrodos
na solucdo da enzima. A Tabela 1 apresenta os niveis
alto e baixo aplicados para tais variaveis.

Tabelal: Niveis alto e baixo para planejamento fatorial 22

Variavel Nivd alto Nivel baixo
Cure (UmL™) 06 02
tincub&?o (hOI’ a) 3 1

Os estudos quimiométricos indicaram que a
concentragdo da HRP em 0,6 U mL™* com um tempo
de incubacgéo de 1 hora foram as melhores condigbes
para imobilizacdo da enzima.

Conclusdes

O filme de sol-gel de titAnia mostrou-se eficiente
para imobilizacdo da enzima HRP.
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