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RESUMO
Titulo: Estudos Cinéticos da transferéncia Eletronica Direta e Mediada pela enzima
HRP sobre Materiais Nanoestruturados
Autor: Delton Martins Pimentel

Orientador: Prof. Dr. Flavio Santos Damos

No presente trabalho realizou-se o estudo do percentual de TED e TEM da
enzima HRP sobre Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas modificado com Azul
de Meldola (MWCNT/MB), ja que 0 mesmo tem sido amplamente usado como suporte
para imobilizacdo de enzimas. Entdo foram realizados estudos de eletrodo disco
rotatoério na presenca e auséncia de Dopamina em meio fosfato pH 7 contendo
diferentes volumes de peroxido. Com o intuito de avaliar o percentual de transferéncia
eletronica direta e mediada da enzima sobre o substrato MWCNT/MB foi aplicada a
Equacdo de Koutecky-Levich, bem como as expressdes para TED e TEM,
respectivamente. Com nas expressdes para corrente cinética anteriores foram estimados
0s percentuais de TED e TEM para os materiais confeccionados sendo obtido
respectivamente: 55% de TED e 45% de TEM/TEM para MWCNT/HRP. Tais
resultados demonstram que os eletrodos modificados de tal forma apresentam-se como
excelentes materiais para se explorar a TED para a enzima HRP mediante uma reducéo

da TEM sobre materiais nanoestruturados.

Palavras-chave: biossensor, compostos fendlicos, Horseradish Peroxidase,

transferéncia eletrdnica direta, transferéncia eletrénica mediada.
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ABSTRACT

Title: Kinetic Studies of Electron Transfer Mediatedand Direct by HRP on
Nanostructured Materials
Author: Delton Martins Pimentel

Advisor: Prof. Dr. Flavio Santos Damos

In this study was carried out the investigation of the percentage of DET and
MET of HRP on Carbon Nanotube Walls Multiple modified with Meldola Blue
(MWCNT / MB), since it has been widely used as support for immobilization of
enzymes. In this sense, were performed studies by using rotating disk electrode in the
presence and absence of dopamine in phosphate buffer (pH 7) containing different
amounts of peroxide. To evaluate the percentage of direct and mediated electron
transfer from the enzyme on the substrate MWCNT / MB, was applied to the Koutecky-
Levich equation, and the expressions for DET and MET, respectively. Based on the
these expressions for the mechanism of DET and DET / MET were estimated
percentage as: 55% DET and 45% DET / MET for MWCNT / HRP. These results
demonstrate that the modified electrode is an excellent material to explore the DET for

the enzyme HRP through a reduction of MET on nanostructured materials.

Keywords: biosensor, phenolic compounds, Horseradish Peroxidase, direct electron

transfer, electron transfer mediated.
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1. INTRODUCAO

A bioeletrocatalise ¢ de fundamental importancia do ponto de vista pratico uma
vez que o entendimento da reagdo bioldgica de transferéncia eletronica é essencial para
o desenvolvimento de biossensores.

A enzima mais empregada no desenvolvimento de biossensores ¢ a Horseradish
Peroxidase (HRP) e estudos do mecanismo de agdo desta enzima indicam que, sobre
eletrodo de grafite pirolitico, apenas 42% das enzimas imobilizadas atuam mediante
Transferéncia Eletronica Direta (TED) e o percentual restante por Transferéncia
Eletronica Mediada (TEM). Recentemente, o interesse no emprego de materiais
nanoestruturados como suporte para TED de enzimas tem sido crescente € muitos
materiais tém sido apresentados como excelentes suportes para transferéncia eletronica
em biossensores enzimaticos, embora nenhuma informagdo sobre o percentual de
transferéncia eletronica direta ou mediada seja investigado.

Através deste trabalho, busca-se explorar os diferentes parametros que
ocasionam variagoes nas percentagens de TED e TEM/TED de um biossensor contendo

HRP como material biolégico, bem como efetuar os célculos das mesmas.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 A interface eletrodo-solugéo

Ao investigar processos eletroquimicos interfaciais, essencialmente dois tipos de
processos se destacam: (a) os processos capacitivos e (b) os processos faraddicos. De
forma geral, o entendimento pormenorizado destes ¢ fundamental para que os mesmos
possam ser explorados adequadamente conforme desejado em uma aplicagdo especifica.

Os processos capacitivos tém sido amplamente estudados mediante o
desenvolvimento de modelos de interface eletrodo-solu¢do para compreender os
processos capacitivos que ocorrem quando as técnicas voltamétricas e amperométricas
sdo empregadas. Na auséncia de processos Faraddicos, a proporcionalidade entre o
potencial aplicado e a carga elétrica desenvolvida devido a orientagdo de espécies na
regido interfacial € a capacitancia desta camada.

Seguindo este preceito, o primeiro modelo para descrever o comportamento na
interface eletrodo-solu¢ao foi sugerido por Helmholtz. Nele as cargas positivas e
negativas estavam ordenadas de um modo rigido nos dois lados da interface, o que deu
origem a designagdo de camada compacta. Este modelo também foi desenvolvido
paralelamente por Perrin, e sua andlise ¢ analoga ao funcionamento de um capacitor de
placas paralelas.

No entanto, este modelo nao levava em consideragdo, as interagdes que ocorriam
além da primeira camada de ions adsorvidos e ndo previa a variagao da capacitancia
diferencial com o potencial, nem a dependéncia do potencial com a concentragao.

Entre 1910 e 1913, Gouy e Chapman desenvolveram independentemente, um
modelo de dupla camada onde considerava que o potencial e a concentragdo
influenciavam a capacitancia da dupla camada, assim, esta ndo seria compacta como na
descricao de Helmholtz-Perrin, mas de espessura variavel, estando os ions livres para se
movimentarem. Este modelo, denominado de modelo de camada-difusa, apesar de ndo
explicar integralmente os dados experimentais, foi a primeira contribuicdo na qual
aspectos essenciais da interface eletrodo-solu¢ao foram considerados.

Em 1924, Stern combinou o modelo proposto por Helmholtz-Perrin, de camada
compacta de ions com o de Gouy-Chapman, onde os ions estdo dispersos na solucio

foon . 12
como uma nuvem em desordem térmica (Figura 1). '
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Figura 1 - Representacdo esquematica da dupla camada para um eletrodo carregado
negativamente: a) e b) potencial elétrico desenvolvido segundo Helmholtz; c) e d) segundo

Gouy-Chapman e c) e e) segundo Stern. !

Conforme pode ser observado na Figura 1, a reorganizagdo de moléculas na
interface eletrodo-solu¢ao induz o desenvolvimento de um potencial elétrico na
interface, o que naturalmente induz também o desenvolvimento de uma corrente
capacitiva no sistema.

Por outro lado, a necessidade atual de desenvolvimento de novas metodologias
eletroanaliticas de detec¢do e quantificagdo de espécies em baixos niveis de
concentracdo bem como o estudo de processos que ocorrem com desenvolvimento de
pequena corrente elétrica tem exigido nas ultimas décadas um tratamento especifico na
eliminacdo e/ou minimizacdo dos efeitos indesejaveis da corrente capacitiva

desenvolvida na interface eletrodo-solugao.

2.2 Métodos eletroanaliticos

Os métodos eletro analiticos fazem uso das propriedades elétricas mensuraveis,
tais como corrente elétrica e cargas elétricas produzidas por uma espécie quando este €
submetido a uma diferenca de potencial entre eletrodos em uma cela eletroquimica. !
Essas propriedades elétricas podem entdo ser relacionadas com algum parametro

quimico intrinseco do analito, como por exemplo, sua concentracdo. Existe uma enorme



variedade de técnicas eletro analiticas que tém sido utilizadas para varias aplicacdes,
entre elas 0 monitoramento ambiental, o controle de qualidade de produtos e processos
industriais e as analises biomédicas.

Os métodos eletro analiticos oferecem uma série de vantagens tais como:

(i) seletividade e especificidade da determinagdo resultante da oxirreducdo das
espécies analiticas de interesse em um potencial aplicado especifico;

(1) seletividade decorrente dos processos de oxirredu¢do do analito em eletrodo
de trabalho feito com material especifico;

(111) grande sensibilidade e baixos limites de detecgdo resultante das técnicas de
pré-concentracao ¢ modos de aquisi¢do de sinal que proporciona ambiente com baixo
sinal de fundo.

Todas estas vantagens sdo de extrema importancia na confeccdo de biossensores
e na formulagdo de diferentes métodos analiticos, uma vez que possibilitam tanto a
diferenciacdo de espécies eletroativas, quanto a minimizacao de interferéncias durante

as medidas.

2.2.1 Voltametria

A voltametria baseia-se na medida da corrente em uma célula eletroquimica
composta por trés eletrodos (um de trabalho, um de referencia e um contra - eletrodo),
condicdo na qual a velocidade de oxidacdo ou reducdo do analito ¢ limitada pela
velocidade de transferéncia de massa do analito para a superficie do eletrodo. *! Esta
técnica tem sidoamplamente empregada por quimicos analiticos, inorganicos, fisico-
quimicos e bioquimicos para estudos fundamentais de processos de oxidagdo e redugao
em varios meios, processos de adsor¢do as superficies e mecanismos de transferéncia de
elétrons em superficies modificadas de eletrodos.

O eletrodo de trabalho ¢ onde ocorre a reagdo de interesse e pode ser composto
de diferentes materiais, tais como carbono, ouro, prata, cobre, platina, niquel, paladio,
etc. O eletrodo de referéncia permite o monitoramento do potencial do eletrodo de
trabalho, sendo os mais utilizados o eletrodo saturado de calomelano e o Ag/AgCl. O
eletrodo auxiliar atua no controle da corrente necessaria para sustentar a eletrdlise que
ocorre no eletrodo de trabalho. Nesta situacdo, a corrente passard entre o eletrodo de

trabalho e o auxiliar, evitando que ocorram disturbios (como eletrolise, por exemplo) no



eletrodo de referéncia. Neste dispositivo, o eletrodo de referéncia realizara o seu papel
sem interferéncias, que ¢ o de manter o seu potencial constante durante as medidas. Por
isto pode-se usar além do eletrodo de trabalho e do auxiliar, um eletrodo de referéncia
de dimensdes pequenas, o que facilita o uso de recipientes voltamétricos de tamanho
reduzido.

Na voltametria, a voltagem no eletrodo de trabalho varia sistematicamente
enquanto a resposta de corrente ¢ medida. Varias fungdes voltagem-tempo, chamadas
sinais de excita¢cdo, podem ser aplicadas ao eletrodo. A mais simples delas ¢ a varredura
linear, na qual o potencial no eletrodo de trabalho muda linearmente com o tempo.
Tipicamente, o potencial no eletrodo de trabalho varia em uma faixa de 1 ou 2 V. Outras
formas de onda que podem ser aplicadas sdo as ondas pulsadas e triangulares.

As formas de onda dos quatro sinais de excitagdo mais comuns empregados na
voltametria sdo mostradas na Figura 2. O sinal de excitacdo voltamétrico classico
corresponde a varredura linear, exposta na Figura 2-a, na qual uma tensdao aplicada a
c€lula aumenta linearmente em fungdo do tempo. Entdo, a corrente que se desenvolve
na c¢lula ¢ medida em funcao da voltagem aplicada.

Dois sinais de excitacao do tipo pulso sdo apresentados na Figura 2b e 2c. As
correntes sao medidas em varios instantes durante o tempo de vida dos pulsos. Com a
funcao de onda triangular mostrada na Figura 2d, o potencial varia linearmente entre um
valor maximo e um valor minimo. Esse processo pode ser repetido diversas vezes
enquanto a corrente ¢ registrada em funcao do potencial.

A voltametria ciclica tem encontrado aplicagdo consideravel como uma
ferramenta de diagnodstico que fornece informacdes acerca de mecanismos de reagdes

redox realizadas sob varias condigoes.

Tipo de Tipo de
Nome Forma de onda voltametria Nome Forma de onda voltametria

3 Polarografia Polarografia
(a) Vamredura g (b) Pulso E depuls‘w

linear 7 a ; .
\.rullanrle[rmr diferencial diferencial
hidrodinimica

Tempo —» Tempo —»

Voltametria

(c) Onda Voltametria de (d) Trangular o
ciclica

quadrada onda quadrada E

Tempo —»

Tempo —=

Figura 2 - Sinais de excitacio de tensdo versus tempos empregados na voltametria.



2.2.1.1 Voltamogramas

A Figura 3 mostra um voltamograma de varredura linear tipico para uma eletrolise
envolvendo a redugdo de um analito A para formar o produto P em um eletrodo de filme
de mercurio.

Os voltamogramas de varredura linear obtidos sob condi¢des de baixa velocidade
de varredura (de poucos milivolts por segundo) geralmente tém a forma de uma curva

sigmoidal chamada de onda voltamétrica.

+100.0

Corrente limite

+80.0 — L I\ A +ne =P

+60.0 —

+40.0 - Ve i

Corrente, HA

+20.0 Xe i/2

0.0

-20.0
00 -0.2 -04 =06 -0.8 -1.0

Figura 3 - Voltamograma de varredura linear. "

A corrente constante observada apos o rapido aumento (ponto Z na Figura 3) ¢
chamada corrente limite i, porque ¢ limitada pela velocidade na qual o reagente ¢
conduzido a superficie do eletrodo por processos de transporte de massa. Correntes
limite geralmente sdo diretamente proporcionais as concentracdes dos reagentes. A
voltametria de varredura linear quantitativa baseia-se nessa relagao.

Portanto, podemos escrever:

I,=KC, 1)

onde C4 € a concentracdao do analito e k, uma constante.

O potencial no qual a corrente ¢ igual a metade da corrente limite ¢ denominado



potencial de meia-onda e tem o simbolo FE;,. O potencial de meia-onda estd
aproximadamente relacionado com o potencial padrdo para a semi-reagdo, mas

geralmente ndo ¢ idéntico a essa constante.

E I

1/2=2 )

Algumas vezes os potenciais de meia-onda sdo uteis na identificacdo de
componentes de uma solugdo. Para obter correntes limites reprodutiveis de maneira
rapida, tanto a solucdo quanto o eletrodo precisam estar sob movimento reprodutivel e
constante ou um eletrodo gotejante de merctrio deve ser utilizado.

A voltametria de varredura linear na qual a solugdo ¢ agitada ou na qual o
eletrodo permanece em rotagdo ¢ conhecida como voltametria hidrodindmica. A
voltametria com o eletrodo gotejante de mercurio ¢ chamada polarografia.

No tipo de voltametria de varredura linear discutido até aqui, o potencial varia
de forma suficientemente vagarosa e a transferéncia de massa ¢ rapida de modo que um
estado estaciondrio possa ser alcangado na superficie do eletrodo. Consequentemente, o
transporte de massa do analito para o eletrodo apenas balanceia sua velocidade de
redugdo no eletrodo. De maneira andloga, o transporte de massa para longe do eletrodo
¢ igual a sua velocidade de producao na superficie do eletrodo.

Existe outro tipo de voltametria de varredura linear na qual velocidades de
varredura rapidas (1 V/s ou mais) sao empregadas em solugdes ndo agitadas. Nesse tipo
de voltametria, um sinal de corrente-tempo na forma de pico € obtido em razdo da
deplexao do analito na solu¢ao proxima do eletrodo. A voltametria ciclica ¢ um exemplo
de um processo no qual as varreduras lineares diretas e inversas sao aplicadas.

Na voltametria ciclica, os produtos formados na varredura direta podem ser
detectados na varredura inversa se ndo foram removidos do eletrodo ou ndao foram
alterados por uma reacdo quimica subsequente. A Figura 4apresenta um exemplo de um

voltamograma proveniente da voltametria ciclica.



Catddica

Corrente, pA

Anddica

Figura 4 -Voltamograma proveniente de voltametria ciclica; onde os indices pa representa pico

anédico e pc, pico catédico. ©!

2.2.2 Amperometria

A amperometria € um método eletroquimico que determina a concentracdo de
uma solucdo, baseado na medida de intensidade de corrente de uma célula eletroquimica
a um potencial fixo.

Como a intensidade de corrente depende principalmente do potencial do
eletrolito e da concentracdo das substancias eletroativas presentes em solucdo, a
corrente limite torna-se proporcional a concentracdo do analito quanto se aplica um
potencial constante.

A corrente limite, ou corrente de difusdo, pode sofrer varricdes de acordo com o
meio em que o analito esta disperso, dimensbes do filme sobre o eletrodo de trabalho,
e/ou velocidade de agitacdo da solucdo contida na célula e temperatura; uma vez que
todos estes fatores influenciam na velocidade com que o analito se difunde em direcdo
ao eletrodo. Deste modo, explorar essas diversas variaveis torna-se uma importante
ferramenta para entender o processo de transferéncia eletrénica em diferentes tipos de

sensores e biossensores.



2.2.3 Voltametria e Amperometria hidrodinamicas

A voltametria hidrodindmica ¢ realizada de vérias formas. De forma geral, a
solugdo ¢ posta em agitagdo enquanto a mesma esta em contato com um eletrodo fixo.
Alternativamente, gira-se o eletrodo a uma velocidade elevada e constante na solugao,

fornecendo assim a agdo de agitagdo (Figura 5).

(a)

Figura 5 - Montagem para realizacdo de voltametria hidrodinamica, onde (a) é a célula

eletroquimica, (b) é o motor de rotacdo e (c) € o controlador de rotacao.

Outra maneira de se realizar a voltametria hidrodindmica consiste em permitir
que a solugdo contendo o analito flua através de um tubo no qual o eletrodo de trabalho
¢ montado. Essa ultima técnica esta se tornando amplamente empregada na detecgdo de
analitos oxidaveis ou reduziveis a medida que eles deixam uma coluna de um sistema
cromatografico liquido.

De forma geral, durante a eletrélise o reagente pode ser transportado para a
superficie do eletrodo por meio de trés mecanismos: (1) migracdo sob a influéncia de
um campo elétrico, (2) conveccdo resultante de agitacdo ou vibracdo e (3) difusdo em
razao de qualquer diferenca de concentragdo entre a superficie do eletrodo e o seio da
solucdo. Na voltametria, todo o esfor¢o ¢ feito para minimizar o efeito da migracdo pela
introducdo de um excesso de um eletrolito de suporte inerte. Quando a concentracao do
eletrolito de suporte excede a do analito por um fator de 50 a 100 vezes, a fragdo da
corrente total carregada pelo analito se aproxima de zero. Como resultado, a velocidade
de migracdo do analito para o eletrodo de carga oposta torna-se essencialmente

independente do potencial aplicado.



A técnica de Eletrodo de Disco Rotativo (EDR) ¢ um dos poucos sistemas para o
qual as equacdes hidrodinamicas bem como a equacdo de difusdo-convecgdo té€m sido
rigorosamente resolvidas. Para esta técnica, um eletrodo ¢ confeccionado de forma a
encaixar-se a um motor que controla o nimero de revolugdes por segundo (ou por
minuto), ou seja, a frequéncia de rotacdo do eletrodo, /. De forma geral, ¢ comum
descrever a velocidade de rotacdo do eletrodo em termos de velocidade angular, ® (onde
0=21f).

Assim sendo, o problema residual ao aplicar técnicas hidrodindmicas consiste
em resolver a equacao de difusdo-convecgao cuja solugdo ¢ conhecida como equagdo de
Levich:

I, = 0,62nFAD?*P w/2p-1/6C;, A3)
onde n ¢ o nimero de elétrons transferidos, F a constante de Faraday, A a area do
eletrodo, D, ¢ o coeficiente de difusdo da espécie de interesse, v ¢ a viscosidade

. , . . * - L, .
cinematica do meio e C, a concentragao da espécie.

Tendo em vista que a Equagao de Levich ¢ aplicavel a processos controlados
totalmente por transporte de massa, do ponto de vista da equagdo de Levich devemos ter
uma relacao linear entre a corrente limite e a raiz da velocidade de rotagdo do eletrodo.
Contudo, do ponto de vista pratico, o que se observa acima de uma determinada
velocidade de rotagao do eletrodo ¢ que ha um desvio do comportamento de Levich tal

que a corrente independe da velocidade de rotagdo do eletrodo.

/ Linha de Levich

Corrente independe da
! velocidade de rotagéo
4 do eletrodo

(1)1 2

Figura 6 - Variacdo da corrente com a raiz da velocidade de rotacdo do eletrodo a potencial

constante.
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O desvio da linearidade na curva indica uma limitagdo cinética devido a cinética
de transferéncia eletronica na interface eletrodo-solu¢do tal que a corrente total do

. 1
sistema assume a forma[ O]I

S= 4o @

T

onde Ix representa a corrente cinética referente a transferéncia de carga.

Neste sentido, o principal aspecto a ser desenvolvido neste trabalho para avaliar
a cinética de transferéncia eletrOnica € aplicar adequadamente as expressOes para
cinética de transferéncia eletronica direta ¢ mediada para a enzima HRP ') Com base
no mecanismo de ac¢do enzimatica sobre perdxido de hidrogénio diretamente com
consequente reducdo da Enzima diretamente sobre o eletrodo de trabalho (Transferéncia
eletronica Direta) e acdo enzimatica sobre perdxido de hidrogénio com reducao via
compostos fendlicos (Transferéncia Eletronica Mediada) ¢ possivel obter expressoes
para corrente cinética de transferéncia eletronica direta e mediada ocorrendo
simultaneamente e apenas direta. Tendo em vista que os compostos fenolicos entram no

ciclo catalitico da enzima HRP, ¢ possivel também explorar esta enzima na detecgao

destes.

2.3 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sao encontrados na composicdo de diversos materiais
e/ou substancias que temos contato em nosso dia-a-dia, podendo ainda ser usados na
fabricacdo de resinas fenodlicas na industria plastica, na inddstria metalurgica como
agente de limpeza de ferro e ago, como solvente seletivo para refinagdo de 6leos
lubrificantes, reativo de sinteses organicas (4cido salicilico, fenolftaleina, acido picrico,
anidridos orgénicos, benzeno, cloro-fenol, cicloexanol e diversas drogas
farmacologicas).

A importancia da determinagdo destes compostos ¢ reconhecida mundialmente
devido ao grande interesse ambiental, alimenticio e clinico, jA que estes compostos
agem de diversas formas dependendo de sua concentragdo. '

Outro fato que chama a atencdo ¢ que muitos compostos fendlicos sdo tidos

como toxicos para plantas e animais, pois penetram facilmente em membranas celulares
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e na pele. Tais compostos podem afetar as velocidades das reagdes biocatalisadas nos
processos de respiragio e fotossintese. ')

Nas ultimas décadas as principais técnicas para o monitoramento de espécies
fendlicas tém sido realizadas por meio de métodos espectrofotométricos e
cromatograficos. !'*! Contudo, tais técnicas exigem um grande volume de amostras bem
como a derivatizacdo da mesma e apresentam elevado custo por andlise.

Uma alternativa para a minimizagdo destes problemas ¢ o uso de técnicas
eletroanaliticas, uma vez que as mesmas necessitam de pequena quantidade de amostras
e apresentam baixo custo por analise. Entre tais técnicas, os métodos amperométricos
com uso de biossensores tém ganhado destaque como uma alternativa para a
determinacdo e quantificacdo de substincias que empregavam métodos analiticos
relativamente caros € com tempos prolongados na preparacdo das amostras. Assim, a
importancia no desenvolvimento de biossensores estd em sua seletividade; baixo custo
de construgdo, potencial para miniaturizacdo e construcdo de equipamentos simples e

portateis para um monitoramento rapido de espécies. [

2.4 Biossensores

Segundo FATIBELLO, um biossensor pode ser definido como um sensor que
utiliza um material bioldgico (enzimas, anticorpos, antigenos, DNA, etc.) imobilizado a
um transdutor que ird converter um sinal biolégico em um sinal mensuravel. Tal aparato

encontra-se esquematizado na figura a seguir:

Ligd i 4 sinal

5." ""'.._'{\‘.'rﬁ“"."'\,“ l‘ { : Il elétrico
| | %f " | t /\/l\_f'

m A Vi

\\_. \- \_'

camada de transdutor
reconhecimento
biolégico

1

\
Wl
"

O

analito membrana
semipermeavel
seletiva

Figura 7 - Representacdo esqueméatica de um biossensor. !

A utilizagdo de um elemento biologico permite fazer uso da seletividade Uinica
das biomoléculas para as espécies alvo, fazendo com que ocorra uma significante

diminui¢do na leitura de interferentes. O sinal traduzido no biossensor ¢ resultante da
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reacdo entre o material de bio-reconhecimento e o analito alvo (por oposi¢do ao sinal
obtido num eletrodo classico que provém diretamente da reacdo do analito com este).
Para se obter um biossensores ¢ necessario conseguir elevados niveis de
seletividade, boa estabilidade nas condigdes de operagdo (temperatura, pH, forga idnica,
etc.) e também nas condi¢des de armazenamento, bem como retencdo de atividade
biologica, resposta em tempo util, precisa e reprodutivel.
Para a melhora da sensibilidade dos biossensores e eletrocatalise do processo,

eletrodos sdo modificados com filmes de biomoléculas 17 (18]

[19]

, nanoparticulas e

polimeros condutores. Os polimeros condutores e nanomateriais tém sido
amplamente utilizados no desenvolvimento destes sensores devido a versatilidade de

[20]

suas propriedades fisicas e quimicas. *”*' Neste sentido, um aspecto fundamental para

o desenvolvimento de um sensor e/ou biossensor ¢ explorar adequadamente o ciclo
catalitico da enzima.

Estes tipos de modificacdo tem apresentado uma excelente estabilidade frente a
uma ampla faixa de potenciais de trabalho, e também fornece um microambiente
favoravel para a atividade biocatalitica das enzimas, pois as monocamadas auto-
organizadas formadas podem simular membranas biologicas, aproximando o sistema
das condi¢des conformacionais 6timas observadas nos ambientes biologicos originais.

Vaérias enzimas tém sido utilizadas em biossensores para determinaranalitos de
interesse clinico e ambiental. O acoplamento eletrdnico entre as enzimas e o eletrodo
nos biossensores pode ser realizado através de diferentes mecanismos:

Q) Pela eletroatividade do substrato ou produto enzimatico (biossensores de
primeira geracao);

(i) Pelo auxilio de mediadores, livres em solugcdo ou imobilizados juntamente
com a enzima (biossensores de segunda geracéo) e, finalmente,

(iii)  Pela transferéncia eletronica direta entre a superficiedo eletrodo e o centro
ativo da enzima (biossensores de terceira geragéo).

A sensibilidade dos biossensoresde primeira geracdo pode ser muito
incrementada, pois 0 método de imobilizacdo utilizado em sua constru¢do possui um
efeito positivo na densidade, ambiente edisposi¢cdo dos elementos biologicamente

ativos, o que ndo ocorre de forma téo eficiente nos outros tipos.Neste sentido, devido a
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simplicidade e versatilidade dos biossensores de primeira geracdo este foi o tipo de
biossensor utilizado neste trabalho.

Em relacdo aos biossensores de segunda geracdo, monocamadascontendo grupos
eletroativos (mediador) fornecem uma possibilidade para estudar a transferéncia
eletronica a “longa distancia” via 0 contato elétrico entre o elemento biocatalitico, o
mediador e a superficiedo eletrodo. Um pré-requisito fundamental para o
desenvolvimento de biossensores de terceira geracdo € o controle do processo de
transferéncia de elétrons entre o sistema biocatalitico de reconhecimento e a superficie
dos eletrodos. Esta transferéncia eletronica depende, dentre varios fatores, da natureza
do elemento biolégico (somente um grupo reduzido de enzimas e proteinas apresenta
esta propriedade) e da distancia e orientacdo do centro de dxido-reducdo em relacdo a
superficie do eletrodo.Logo a seguir encontra-se um quadro comparativo entre os

biossensores de diferentes geracdes quanto ao mecanismo reacional.

Classificagcao
do Representacdo esquematica
biossensor
1% geracgao
. s
2% geracoes E
M, Produto
eletrodo
™\~ Substrato
< 5
a
3" geracio g
eletrodo

Figura 8 - Quadro comparativo da representacdo esquematica do mecanismo reacionalde

biossensores de diferentes geracdes.

2.5 Biossensores amperiométricos para fenois

Fenois podem ser determinados amperiometricamente através de uma oxidagao
eletroquimica direta, contudo, neste processo podem ocorrer inimeras reagcdes paralelas

que levam a formacao de produtos poliméricos que inativam a superficie do eletrodo.

14



Biossensores amperiométricos podem minimizar estes obstadculos na
determinagdo de fenois, uma vez que operam com um baixo potencial aplicado em
relacdo a um eletrodo de referéncia, onde se mede a corrente gerada pela reacdo
biocatalisada de oxidacdo ou reducgdo das espécies eletroativas na superficie do eletrodo,
que de um modo geral, processam-se em potenciais ao redor de 0 V vs Ag/AgCl ou
ECS.*?! Nesse potencial, a contribui¢io de espécies interferentes (aquelas que sdo

facilmente oxidadas ou reduzidas) ¢ minimizada, o que pode ser visto na Figura abaixo:

E’ hidroquinona

E? fenol
E’ 4-clorofencl
+ E/V vs ECS.
05 04 0302 01 0 01 02 03 04 05 06
Intervalo de
potencial 6timo

§ - A

"-—R‘,-—-" Oxidacdo direta de compostos
Reducéo de oxigénio fenolicos e substancias mterferentes

Figura 9 - Intervalo de potencial étimo para a operacdo de biossensores amperio métricos e o

intervalo de oxidagdo direta de compostos fenélicos.

Os sensores amperiométricos sao mais rapidos, mais sensiveis e precisos do que
0s potencio métricos, pois nao € necessario esperar que o equilibrio termodindmico seja
obtido, e, além disso, mantém uma resposta linear em uma grande faixa de concentracao
do analito.

Dentre os principais materiais utilizados como base para esses tipos de eletrodo
encontram-se o carbono vitreo, grafite pirolitico, pasta de carbono e grafite composito,
podendo ainda ter suas superficies modificadas com enzimas redox, tais como

tirosinase, lacase e peroxidase .

2.6 Imobilizacdo de enzimas em biossensores

A imobilizacdo do componente bioldgico em um biossensor ¢ a etapa mais
critica, uma vez que o mesmo deve manter suas caracteristicas fisicas e quimicas para

que ndo haja a interferéncia de compostos indesejaveis. Contudo, quem vai garantir a
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estabilidade do composto biolégico, vai ser o material de suporte e para que isso ocorra,
ele deve ter caracteristicas tais como: ser insoluveis em agua, alta capacidade de se ligar
a enzimas, apresentar-se quimicamente inerte e mecanicamente estavel.'**!

As caracteristicas das enzimas sdo os principais limitantes da escolha do método
de imobilizagdo, uma vez que dependendo do tipo de ligagdo, o material suporte ¢ o
método para imobilizagdo pode ocorrer uma grande variacdo no pH 6timo reacional,
velocidade maxima de reacdo e na sensibilidade do biossensor. Essas limitagdes podem
ser minimizadas através da combinag¢do de diferentes métodos de imobilizacdo e a
adicao de alguns compostos bi ou multifuncionais ao modificador. Um exemplo classico
¢ o uso do glutaraldeido tanto para a imobilizagdo como para a estabilizagdo de enzimas
imobilizadas por adsor¢do ou oclusdo. ! Logo a seguir serdo explicitadas as vantagens
e desvantagens dos principais métodos de imobilizacdo de compostos bioldgicos sobre
materiais de suporte.

Tabela 1 - Procedimentos de imobilizacdo de biomoléculas em sensores. **!

Tipo de
Vantagens Desvantagens
Imobilizacao
- simples; -ligagdes  das  biomoléculas  sdo
-realizados em condi¢des | dependentes do pH, solvente e
Adsor¢ao brandas; temperatura;
-menos destrutiva para o | -alta taxa de lixiviagdo para a solugdo,
material biologico. comprometendo a estabilidade do
sistema.
- complexo  estavel ) ) ]
L . ) - procedimentos mais laboriosos com
Ligacao biomolécula-substrato;
L consumo de tempo;
Covalente - lixiviagdo  das L o
) . - possibilidade de perda da atividade
moléculas ¢ minimizada; . )
) o biologica do material.
- maior sensibilidade.
Ligacao - procedimento simples; ‘
‘ | - dificuldade de controle da reacdo;
Covalente - forte ligagdo quimica o
‘ - pode ocorrer falta de rigidez da
Cruzada das biomoléculas. ‘
superficie
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2.6.1 Adsorcéao

Este ¢ o método de imobilizagdo mais simples e baseia-se em colocar uma
solugdo do composto bioldogico em contato fisico com um material adsorvente, ou uma
dispers@o do mesmo, por um periodo de tempo. Passado esse periodo, se interrompe o
contato fisico e lava-se a superficie para se retirar o material que nao foi adsorvido.

As enzimas podem ser adsorvidas diretamente sobre o material de eletrodo ou
sobre suportes organicos ou inorganicos tais como: alumina, carvao, argila, celulose,
silica, gel, vidro e colageno. Tal fato deve-se a mecanismos de troca i6nica ou por
simples adsorcao fisica, usualmente fraca, ocorrendo via formagao de ligagdes de Van
Der Waals, como as ligacdes de hidrogénio; ou adsor¢do fisica e quimica envolvendo
ligagdes covalentes. 12"

Contudo, a adsor¢ao enzimatica e a manutencao de sua atividade em um material
de suporte ¢ dependente do pH, natureza do solvente utilizado, concentracao da enzima
e do adsorvente, e temperatura; sendo o conhecimento € o controle deste fatores
indispensaveis para a montagem de um biossensor.

Sabe-se que a simples adsor¢ao da enzima na superficie de eletrodos leva a uma
baixa estabilidade operacional, necessitando assim da unido de outro método de
imobilizagao, tal como a ligacao cruzada com glutaraldeido ou a introducao de um filme

ou membrana para evitar a perda do material bioldgico em meio aquoso. **

2.6.2 Ligacao covalente

A ligacdo covalente ¢ formada através dos grupos funcionais da enzima,

27 E importante que os

proporcionando uma maior estabilidade ao biossensor.
aminoacidos essenciais para a atividade catalitica da enzima ndo sejam envolvidos na
ligagdo covalente ao suporte, uma vez que a presenca da mesma causa a perda da
atividade enzimatica. Este problema pode ser prevenido se a enzima for imobilizada na

presenga do seu substrato como forma de protecio de seu sitio ativo. 1*”!

2.6.3 Ligacao covalente cruzada

Este procedimento consiste na formagdo de uma rede polimérica ou particulas

macroscopicas entre as moléculas da enzima ou entre as moléculas do suporte com os
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reagentes funcionais. Esta nova organizacdo molecular permite a enzima uma maior
estabilidade aos efeitos gerados pelo pH, forca idnica, diferentes solventes e
temperatura.””) Porém, muitas vezes sdo gerados problemas difusionais devido a danos
gerados as enzimas, fazendo com que na maioria das vezes este método de imobilizacao

. J . . r 1
seja utilizado em conjunto com os demais métodos.”*"!

2.7 Biossensores a base de peroxidases e as vias de transferéncia eletronica

O uso de enzimas 6xido-redutases como modificadores tem sido muito comum
na construcao de biossensores amperiométricos porque as mesmas catalisam uma reagao
quimica redox, envolvendo uma etapa de transferéncia eletronica de seu proprio ciclo
natural. A enzima horseradish peroxidase (HRP) catalisa a oxidagdo de uma variedade
de compostos inorganicos e organicos na presenca de peroxido de hidrogénio através de

seu sitio ativo protoporfirinico, como pode ser visto na Figura 10.

H,0

AH H20,

Ciclo Catalitico da HRP

A* + HO

Figura 10 - Mecanismo geral do ciclo catalitico da HRP na presenca de H,0, (agente oxidante).

AH representa o substrato redutor e As o radical formado. #4

O ciclo catalitico das peroxidases pode ser descrito através das seguintes
equacoes:
HRP (Fe*") + H,0,—~HRP-1 + H,0 )
HRP-I + AH=HRP-II + *A (1D
HRP-II + AH—=HRP (Fe*") + *A + H,0 (1)
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onde HRP-I e HRP-II sdo intermediarios oxidados da enzima, AH ¢é o substrato redutor

e *A é um radical livre.

Na primeira etapa, a enzima reduz o perdxido formando um composto oxidado
intermediario (HRP-I) de elevado estado de oxidac¢do. A forma oxidada da enzima ¢
entdo, reduzida a sua forma nativa em duas etapas, sendo que em cada etapa uma
substancia organica ¢ oxidada, podendo este processo ocorrer de forma direta ou
mediada.

Na transferéncia de elétrons direta (TED) as formas oxidadas da enzima sao
reduzidas por elétrons doados do proprio eletrodo. Ja na transferéncia mediada (TEM), a
enzima recebe elétrons de substancias doadoras (AH;), que podem ser fendis, aminas
aromaticas, ou ferrocenos.

Na presenca de uma substancia doadora de elétrons a enzima ¢ regenerada e as

espécies *A formadas sdo reduzidas eletroquimicamente no eletrodo, resultando em

uma corrente de redugdo proporcional a concentragao da substancia doadora.

H,0

0)
HO,

Figura 11 - Mecanismo de transferéncia de elétrons mediada por fenol em eletrodos
modificados com peroxidase. Phyx e Phreg sdo as formas oxidada e reduzida do

mediador, respectivamente. P+ = radical protoporfirina !

Desta forma os fendis, tais como a dopamina, podem atuar como doadores de
elétrons na reagdo da peroxidase com peroxidos, sendo este o principio da utilizagdo de
eletrodos modificados com peroxidase para a detec¢dao de espécies fenolicas em células

eletroquimicas. %
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A sensibilidade dos biossensores a base de peroxidase para a determinagdo de
fenol ¢ limitada pela corrente produzida pela transferéncia de elétrons direta entre a
enzima e o eletrodo na presenca apenas de peroxido, sendo interessante uma diminui¢ao
neste processo para aumentar a sensibilidade do biossensor para fenol. Neste sentido, o
estudo da cinética de TED e TEM da HRP sobre novos materiais de eletrodo ¢
fundamental para se aperfeigoar os biossensores enzimaticos.

Estudos demonstraram a possibilidade de utilizar os eletrodos de grafite solido e
de pasta de carbono modificados com HRP para a determinagdo de fenois e compostos
relacionados.

Neste contexto, os nanotubos de carbono (NTC) tém surgido como uma nova
classe de nanomateriais que tém despertado consideravel interesse nos ultimos anos,
apresentando-se como um novo tipo de estrutura finita de carbono com morfologia
tubular e dimensdes nanométricas, possui propriedades fisicas e quimicas Unicas. Sabe-
se que os nanotubos de carbono foram sintetizados pela primeira vez em 19915 através
do processo de pirdlise de grafite em plasma sob atmosfera controlada de hélio.
Contudo, em 1889, numa patente norte-americana, ja se relatava que filamentos de
carbono poderiam ser formados a partir de hidrocarbonetos, em cadinhos de metal em
altas temperaturas. %

Estes materiais tém sido comumente utilizados na preparacdo de modificadores
de superficies de eletrodos devido a sua elevada area superficial, alta condutividade
elétrica e estabilidade quimica, que quando em conjunto com as outras espécies
modificadoras potencializam a detec¢io dos mais diversos analitos. 7

A modificacdo de eletrodos com estes materiais tem proporcionado o
desenvolvimento de sistemas com propriedades quimicas melhoradas, proporcionando
uma maior sensibilidade e seletividade para os métodos analiticos desenvolvidos. Essas
caracteristicas tém sido melhoradas quando se adsorve sobre a superficie dos nanotubos
de carbono substancias eletrocatalisadoras.

Neste sentido, tem-se verificado o grande emprego dos materiais bioldgicos,
como ¢ o caso das enzimas, as quais tem proporcionado uma alta seletividade aos

sistemas desenvolvidos. Assim os estudos relacionados a transferéncia eletronica direta

e mediada destas substancias tem foco de grande interesse.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamentos:

Nos estudos conduzidos neste trabalho, foram utilizados os

equipamentos:

Balanga analitica modelo AY220 (SHIMADZU);
Rotatorio Modelo AFMSRCE (PINE);
Potenciostato Modelo 128N (AUTOLAB);

Estufa para esterilizagdo e secagem Mod. EL - 1.2 (ODONTOBRAS).

3.2 Materiais e reagentes:

Eletrodo de carbono vitreo;

Eletrodo auxiliar: fio de platina;

Eletrodo de referéncia de Ag/AgCl;

Célula eletroquimica com capacidade para 20 ml;
Azul de meldola;

Dopamina;

HRP Tipo VI (EC 1.11.17);

Nanotubo de Carbono de Paredes Multiplas (NTCPM);
Glutaraldeido;

Peroxido de hidrogénio;

Gas Nitrogénio;

Fosfato de s6dio monobasico.

seguintes

3.3 Preparacdo do nanotubo de carbono modificado com azul de meldola

(NTCPM/MB)

Inicialmente pesou-se 2 g de NTCPM e 4 g de azul de meldola. Adicionou-se as

duas massas a 1 ml de dgua destilada e deixou-se em repouso por 48 horas. Passado o

periodo de tempo adicionou-se mais 100 mg de NTCPM a dispersdo e filtrou-se. A

massa de NTCPM/MB foi seca em estufa a 45°C por 24 horas e, posteriormente,

armazenada em recipiente plastico.
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3.4 Estudos de imobilizacdo da enzima em eletrodos de carbono vitreo

Inicialmente foram preparados diferentes modificadores, variando-se a
quantidade de HRP, tampao fosfato pH 7, NTCPM/MB, para se avaliar a aderéncia do
modificador sob o eletrodo. Logo ap6s foram testadas as condigdes de temperatura para

modificagdo do eletrodo.

3.5 Estudos dos parametros cinéticos do eletrodo modificado com a enzima
(NCTPM/HRP) em presenca de perdxido

Realizou-se estudos baseados nas técnicas de voltametria ciclica, voltametria
hidrodindmica e cromoamperometria com diferentes concentragdoes de H,O, (100 umol
L' 200 pmol L 300 pmol L'l; 400 pmol L' e 500 pmol L'l)em meio fosfato,
variando-se a velocidade de rotacdo do eletrodo de carbono vitreo para se obter os
parametros cinéticos envolvidos na transferéncia eletronica direta do eletrodo para a

enzima, bem como se avaliar a resposta em funcao da concentracao de peroxido.

3.6 Estudos dos parametros cinéticos do eletrodo modificado em presenca de
dopamina

Foram realizados estudos semelhantes aos do tépico 3.5 para o eletrodo de
carbono vitreo modificado, porém fixando-se o volume de peréxido em 200 pmol L™ e
variando-se a concentracdo de dopamina na célula eletroquimica (0 pmol L' e 200
umol L"), para se obter as porcentagens de transferéncia eletronica mediadas para a

enzima.

3.7 Calculos das porcentagens de TED e TEM

Através da razdo dos coeficientes angulares das curvas de Koutecky-Levich
para reducdo de peroxido na superficie do eletrodo modificado na presenca e na
auséncia de dopamina, respectivamente, obtém - se a porcentagem de TED. Fazendo-se
o célculo diminuindo-se esta porcentagem obtida do total de porcentagem de

transferéncia eletronica, tem-se a porcentagem de TEM/TED.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Reducdo de Peroxido de Hidrogénio sobre Nanotubos de Carbono de Paredes
Multiplas e a Enzima HRP.

Inicialmente foram conduzidos voltamogramas de varredura linear para o
eletrodo modificado com NTCPM/HRP sob diferentes velocidades de rotagdo do
eletrodo em tampdo fosfato, pH 7, e uma concentracio de perdxido de 200 pmol L™
(Figura 12). Este estudo produz duas informacdes de extrema importancia relacionadas
a viabilidade dos estudos de quantificagdo da TEM e TED: (1) a corrente de reducao do
peroxido de hidrogénio € proporcional a velocidade de rotacdo do eletrodo e (2) o

eletrodo modificado apresenta estabilidade mesmo sob condi¢des hidrodinamicas.

10 05 00 05
E /V vs Ag/AgCI

Figura 12 -Voltamogramas de varredura linear para eletrodo de carbono vitreo modificado com
NTCPM/HRP em 200 umol L™ H,0, em diferentes velocidades de rotagdo do eletrodo.

Sob condig¢des de controle por transporte de massa a solugdo da Equacdo de
Difusdao-Convecg¢do (Equagdo 5) mostra que a corrente limite ¢ proporcional a

concentracdo de seio de solugdo, C,*, bem como a raiz quadrada da velocidade de
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varredura do eletrodo, ' conforme estabelecido pela bem conhecida Equagdo de

Levich:

il,c =0, 62nFAD§/3m1/Zv_1/6C3 o

onde n representa o namero de elétrons da reagdo, F é a constante de Faraday (C mol™),
A ¢ a area do eletrodo, D, o coeficiente de difusdo da espécie eletroativa na forma
oxidada (cm’s™), v é a viscosidade cinematica do meio (cm’s™), Co* ¢ a concentragdo da
espécie eletroativa na forma oxidada, 1. € a corrente limite catodica (corrente de
redugdo) e o representa a velocidade angular de rotacao do eletrodo.

Para a oxidagdo, a corrente anddica limite esta relacionada a velocidade angular

pela expressao:

il,a = -0, 62nFAD2R/3001/2V_1/6C§ o

onde Dr € o coeficiente difusional da espécie eletroativa na forma reduzida, Cr* ¢ a
concentragdo da espécie eletroativa na forma reduzida e 1, ¢ a corrente limite anddica.
Os demais simbolos tem seus significados usuais como citado anteriormente no

processo catodico.

Por outro lado, em condi¢des nas quais o gradiente de concentracdo ndo ¢é
maximo, ou seja, quando a concentragdo de superficie da espécie oxidada ou reduzida
ndo sdo extremamente pequenas (Co (y=0)— 0 ou Cr (y=0)— 0) as correntes desenvolvidas

obtidas de acordo com as seguintes expressoes:

i= i [—C°‘ Cgs(yz")] 0
(]
. . ca-cr (v=0)

Nestes casos, para um processo Nernstiano, a combinacdo das equagdes de

corrente elétrica a equagdo de Nesnst gera a equagdo de onda voltamétrica:

— R, Cie= )
E = E1/2 + nFln (9)

( i- il,a)

onde,

24



2/3
— g0 4 RT Dr
Eyz=E”+ —1In (DO) (10)

Ao se observar a equagdo de onda voltamétrica fica evidente que a forma da
onda voltamétrica independe da velocidade angular de rotacdo do eletrodo. Ou seja, ja
que 1 varia com 0)1/2, a corrente elétrica, 1, deve variar com a raiz da velocidade de
rotagdo do eletrodo em qualquer potencial elétrico aplicado.

Contudo, o que se observa na pratica, para a maioria das reagdes de eletrodo
investigadas por EDR ¢é que a relagdo entre corrente elétrica e a raiz quadrada da
velocidade angular de rotagdo do eletrodo ndo € linear, uma vez que hd um desvio da
relacdo entre i e " de forma que a corrente apresenta-se independente da velocidade
de rotagdo do eletrodo. Em tal circunstancia, a corrente elétrica € denominada corrente
cinética, i, € expressa a corrente na auséncia de qualquer efeito de transporte de massa.

Ou seja, esta € a corrente elétrica que deverd fluir sob limitagdo cinética caso o
transporte de massa seja eficiente suficientemente para manter a concentracdo na

superficie tao elevada quanto a concentracao no seio da solugao.
i . . .
Claramente, —7 C deve ser constante se ik € elevado, bem como o grafico i vs
()

®'? deve ser curvado e tender a um valor limite i = ix quando 0 — o,

172

Consequentemente, o grafico 1/i vs 1/ * deve ser linear e pode ser extrapolado para

o'?=0 permitindo obtermos ik'l.

Neste contexto, a corrente de reducao do peroxido de hidrogénio sobre um
eletrodo modificado com a enzima HRP pode ser limitado pelo transporte de peroxido
para a superficie do eletrodo e/ou pela cinética de transferéncia eletronica da reagdo
enzimatica. A corrente medida, i, € uma combinagao da corrente limitada pelo transporte
de massa, 1;, € a corrente limitada pela cinética do processo, ix, de acordo com a equagao

de Koutecky-Levich:

1 1 1 1 1
-=—+ —= —++ (11)

i g e ik 0,62nFADZ 3@1/2y-1/6¢;

onde todos os termos tem seus significados usuais.

Na Figura 13 sdo apresentados amperogramas sob diferentes velocidades de
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rotacdo do eletrodo ( = 0, 100, 200, 400, 600 ¢ 900 rpm) na presenca de 200 umolL'1
de H,O,. Conforme pode ser observado, a medida que a velocidade de rotacdo do

eletrodo aumenta ha uma maior corrente catddica referente a redugdo do peroxido de

hidrogénio.
0 — Orpm

— 100 rpm

24 — 200 rpm

400 rpm

600 rpm

-4 - —— 900 rpm

<
3 64
-8
-10-
T T T T T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70
t/s

Figura 13 - Medidas de Amperometria com eletrodo de disco rotatério modificado com
NTCPM/HRP em 200 pmol L H,0, em diferentes velocidades de rotacdo do eletrodo.
Experimento realizado em tampéo fosfato 0,1M, pH 7.

Neste sentido, foram plotados os graficos de Levich e Koutecky-Levich (Figura
14) com o proposito de se avaliar a existéncia de controle cinético no experimento

realizado.
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Figura 14 - (a) Grafico de Levich referente aos dados da Figura 12, (b) Gréafico de Koutecky-
Levich para reducdo de perdxido de hidrogénio em diferentes concentracdes e (c) Gréfico de

Koutecky-Levich para redugdo de perdxido de hidrogénio na auséncia e presenca de dopamina.
Experimento realizado em tampéo fosfato 0,1 M pH 7.
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O comportamento linear obtido nas Figuras 14b e l4c estdo em concordancia
com a Equagdo de Koutecky-Levich, de forma que € possivel extrair os parametros

cinéticos para a transferéncia eletronica direta e direta-mediada:

i'=i "+t (12)
. . . 2 -1 C . . .
onde ik e ip (ir=0,62nFAD Bov!fer) representam as correntes cinética e difusional,

respectivamente.

A analise dos dados foi conduzida explorando duas abordagens diferentes: (1)
Mecanismo de transferéncia eletronica direta e (i) mecanismo de transferéncia
eletronica direta e mediada ocorrendo simultaneamente. Na primeira abordagem a
redugdo de perdxido ¢ conduzida pela enzima e a redugdo do sitio ativo da enzima
ocorre diretamente sobre o eletrodo conforme a seguir:

HRP (Fe*") + H,0, — Composto I + H0, ki

Composto I +2¢ + 2H" — HRP (Fe’") + Hy0, Kk,
onde k; e ks representam as constantes de velocidade referente as etapas 1 e 2,
respectivamente. (ks representa a velocidade de transferéncia eletronica entre as formas

oxidadas da enzima e a superficie do eletrodo).

A velocidade de ocorréncia da oxidagdo do estado nativo da HRP, a qual ¢
equivalente a redugdo de perdxido de hidrogénio, ¢ dado pela primeira das duas reagdes

apresentadas anteriormente:

d [H; 0;]
dt
= K; [H; O3] Tyrp TED (13)

onde I'nrpreD € @ concentracdo de superficie da HRP apta para realizar TED.

V= —

Considerando que a concentragdo total de enzima na superficie do eletrodo I
(em mol cm™) é a soma de todas as formas da enzima na superficie, isto é:
I' =Turprep tICr + T'Cyy (14)
onde I'urprep, I'Cr e I'Cyy representam a concentracao de peroxidase no estado nativo e

os estados oxidados, respectivamente.
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Para a HRP sob TED a correspondente equagdo para balango entre as formas da
enzima na superficie do eletrodo ¢ I' = I'yrprep + LcrtED, j& que ndo se pode discernir
entre os compostos | e II. Assim sendo, de acordo com as equagdes que descrevem o

processo de TED, tem-se que:

Feprep _ Turetep
dt dt

= K1Ture1ep[H202] — KTcrreD (15)

Neste caso, como aproximagdao, quando a corrente cinética ¢ considerada, a
concentracdo de perdxido ¢ assumida por ser equivalente a concentracdo de seio de
solu¢do. Como para o estado estaciondrio (sob medida amperométrica em potencial
constante e sob transporte de massa para a superficie do eletrodo), a concentragdo das

trés formas de peroxidase sdo constantes de forma que:

dI‘ICI,TED — dl-‘HRP,TED -0

16
dt dt (16)
e
K Tyrprep [H203] = K Tcprep 17)
Excluindo I'citep da equacdo anterior, usando a equagdo (14), temos que:

Irep K
TED K (18)

r =
HEPTED T K4 [H20,] + K,

Caso a expressdao para ['mrprep anterior seja substituida na expressdo da

velocidade da reacdo a seguir:

d[H;0,]

teremos:
d[H,0,] [perK
v = — T = Kl[Hzoz]FHRP,TED = Kl[HZOZ] K1[H202]:_ Ks (20)
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Tendo em vista que a expressdo para corrente cinética ¢ dada por:
ik = nFAv (21)

temos a expressao que relaciona a corrente cinética com concentra¢ao de peroxido bem

como a concentracdo de HRP habil para realizar DET (I'pgr):

1 K,;[H;0,] + K, _ 1 K;[H;0,] + K;
ixin  NFA. K{[H;0;]TrgpK; nFATtgp K;[H;0;]K;

1 1

1 1
- = + —> (22)
ixin NFATgp (K1[H202] K

Tendo-se a abordagem para a TED, pode-se obter as constantes cinéticas para as
etapas reacionais da TED a partir de um estudo empirico da relagdo entre ix e [H,O5].
Para a transferéncia eletronica mediada, o ciclo da peroxidase ¢ expresso pela

sequéncia de reagdes equivalentes a descritas na Figura 11:

HRP (Fe3+) + H,0,; — Composto I + H,0, k;
Composto I +DA + H — Composto I + DA*, k,
Composto I1 + DA + H" >HRP + DA*+ H,O, k3

DA* + e — DA, Kem

onde DA representa a dopamina ¢ DA* representa a semidopaminaquinona.

A velocidade do ciclo reacional da peroxidase anterior ¢ definida como
v = - d[DA]/dt, onde DA ¢ a espécie doadora de elétrons. A constante de velocidade kg
define a reacdo eletroquimica de regeneracdo da DA* para DA. Assim, o par redox
serve como um mediador. O substrato DA ¢ escolhido de forma a garantir que k,m, seja
alto suficiente e ndo seja a etapa limitante da reagao.

Neste sentido, as equagdes para velocidade de reagdo para o ciclo catalitico da

peroxidase de acordo com as equagdes referentes as etapas ki, ks e ks sdo dadas por:
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v= — — = K;[S|l'¢; + K3[S]T¢cy (23)

bem como, temos que:

dr
d—tCI = K;[H;0;]Tyrp — K3 [S]T¢ (24)
dr

d:" = K, [SITcr — K;3[SITen (25)
dr

dHtRP = K;3[S]Tcy — Kq[H20,]Tyrp (26)

Considerando que no estado estaciondrio as concentracdes de superficie de HRP,

CI e CII sao aproximadamente constantes teremos que:

dlcy  dliey  dlyge

at ~ at ~ at _° (27)
K1[H20;]Ture = K2[SITcs (28)
K>[SITcr = K3[SITen (29)
K3[SITcn = Kq[H;02]THge (30)

Excluindo I'yrp das ultimas trés equagdes usando a relacdo da equagao (14),

chegamos as seguintes expressoes para C; e Cy:

N K;K3I'[H,;0;] (31)
7 KyK;[H,0,] + K K3[H,0,] + K;K;5[S]
K;K,I'[H;0;] 32)

T =
™ KK, [H,0,] + K K3[H;0,] + K;K;5[S]
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Por sua vez, ao inserirmos as duas expressoes anteriores na equagao (23), tem-se

que:

2T B 1 N K, + K3 (33)
v K,[H;0,] K;K;3[S]

onde se k2>>k3, temos:

2T B 1 N 1 34)
\4 K,[H;0,] K3[S]

Finalmente, combinando a tltima expressdao com a expressdao 21, para corrente

elétrica, temos:

1 =( 1 4 1 ) (35)
Ikin K,[H,0;]  K;[S]

onde I' representa a concentragdo total de enzima ativa na superficie e os demais termos

tem seu significado conforme definidos anteriormente.

Por fim, para a transferéncia direta e mediada ocorrendo simultaneamente os
mecanismos de TED e TEM sdo combinados em um mecanismo de transferéncia

eletronica mista de TED e TEM. Neste caso temos:

HRP (Fe’") + H,0, — Composto I + H,0, K

Composto I +2¢ +2H" — HRP (Fe’") + Hy0, Kk,

Composto I +DA + H — Composto I + DA*,

Composto IT + DA + H" HRP + DA*+ H,0, k3

DA% + ¢ — DA. Kem

Conforme pode ser observado, a redu¢do da forma oxidada da enzima
(Composto I) ¢ feita diretamente sobre o eletrodo bem como pelo mediador de forma

que a TED e a TEM ocorrem simultaneamente. Para este caso de ocorréncia simultanea
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de TED e TEM temos que a corrente cinética relaciona-se com a concentracdo de

perdxido de hidrogénio pela seguinte equagao:

1 1

1 1
i T y
Iiin  NFATtgp/TEM (K1[H202] K + K3[S] (36)

onde I'rgp/rem representa a quantidade total de enzima ativa na superficie.

Conforme pode ser observado, mediante a analise das equacdes anteriormente
deduzidas, que relacionam a corrente cinética (Ixin) com a concentragdo de perdxido de
hidrogénio, a dependéncia da corrente cinética com a concentracdo de peroxido de
hidrogénio ¢ similar.

A Figura 15 ilustra o grafico de Koutecky-Levich para a redugdo de peroxido de
hidrogénio na auséncia de dopamina. Fica evidente que o coeficiente angular das curvas
de Koutecky-Levich s3o dependentes do aumento da concentracido de perdxido, o que

esta em concordancia com a Equagao 36.

08

0.7 ] 100 umolL” de H_O_
' = 200umoll” de H.O,

06d| * 200vmol’deH.0,
]| v 400vmolL" deH 0,

054 500 vmolL" de H_0,

0.4 1

it (A

0.3 1
0.2 4
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Figura 15 - Gréfico de Koutecky-Levich para eletrodo modificado com NTCPM/HRP: 100
pmol L™ 200 pmol L?; 300 pmol L; 400 umol L™ e 500 umol L™ de H,0,.

A partir da intercessdo das curvas de Koutecky-Levich para diferentes
concentragdes de peroxido de hidrogénio foram obtidos os valores de corrente cinética
para o processo de TED e, entdio, foram plotadas as curvas de L' vs [H,O0.]" na

presenca e auséncia de dopamina (Figura 16).
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Figura 16 - Dependéncia dos interceptos dos graficos de Koutecky-Levich com a concentracao

de peréxido na auséncia e presenca de dopamina 200 pmol L™.

Contudo, os coeficientes angulares dos graficos Lan' vs [H20,] referentes a
TED, TEM e TED/TEM simultaneo sdao diferentes. Conforme pode ser observado, a
razao dos coeficientes angulares das equacdes para a TED e TED/TEM nos fornece o
percentual de enzima na superficie habil para realizar a transferéncia eletronica direta

em relagdo ao percentual total de enzima ativa na superficie.

1
coeficiente angular tgp JTEM nFATTED /TEM ['rep 37)
coeficiente angularygp B 1 B IrEp/TEM
nFAFTED

Com base nas expressdes para corrente cinética anteriores para TED e
TED/TEM; e pelos coeficientes angulares das curvas de Koutecky-Levich, foram
estimados os percentuais de TED e TEM para os materiais confeccionados: 55% de
TED e 45% de TED/TEM. Tais resultados demonstram que os eletrodos modificados de
tal forma apresentam-se como excelentes materiais para se explorar a TED para a

enzima HRP mediante uma redu¢ao da TEM sobre materiais nanoestruturados.
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5. CONCLUSAO

Através do presente trabalho foi possivel:

o Explorar os diferentes parametros que ocasionam variagdes nas porcentagens de
TED e TEM/TED de biossensores enzimaticos contendo HRP como material biolégico,

bem como efetuar os calculos das mesmas;

. Perceber que tanto a quantidade de substrato enzimatico, quanto de mediador na
célula eletroquimica alteram os valores de TED devido 4 varia¢do de disponibilidade de

enzimas ativas para manter a cinética reacional na superficie do eletrodo;

. Comprovar que o fator limitante da cinética racional deste tipo de biossensor € o
transporte de massa, uma vez que a corrente de redu¢do do peroxido de hidrogénio ¢

proporcional a velocidade de rotacao do eletrodo.

Tais resultados demonstram que os eletrodos modificados de tal forma
apresentam-se como excelentes materiais para se explorar a TED para a enzima HRP
mediante uma redu¢ao da TEM sobre materiais nanoestruturados. Contudo, os estudos
também demonstram a possibilidade de desenvolvimento futuro de materiais com

propriedades melhoradas para um melhor apronfudamento deste tipo de estudo.
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