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GLOSSARIO DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

ABTS (2,2- azino- bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)
BTS Exopolissacarideo Botriosferana

BSA Soro Albumina Bovina

EPC Eletrodo de Pasta de Carbono

Epc Potencial de pico catddico

Ep,ox Potencial de oxidagao

Errp Potencial de reducao

EQMs Eletrodos Quimicamente Modificados
FTO (Oxido de Estanho Dopado com Fluor).
Ip corrente de pico

loa corrente de pico anodica

Ipc corrente de pico catddica

le =o,5/Ma  Valor de corrente obtido com o potencial fixado em 0,5 V
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RESUMO

Um biossensor de pasta de carbono modificado com enzima lacase de extrato bruto
de Aspergillus oryzae do produto Novozym 51003 foi proposto. Essa enzima catalisa
a oxidagao de diferentes tipos de fendis, aminas e ligninas acopladas no oxigénio da
molécula e esta entre as mais aplicadas na construcdo de biossensores
amperométricos. O efeito da concentragcdo de lacase foi estudado aplicando-se
50”L, 100 nL, 150 |j,L e 200 nL do produto Novozym 51003 na mistura de pasta de
carbono formada por 75% (m/m) de po6 de grafite e 25 % (m/m) de nujol. A influéncia
de um mediador, o ABTS (2,2- azino- bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) e o pH
foram avaliados. Como suporte para imobilizagao do agente modificador utilizou-se
seringas de plastico de 1 mL (seringas clinicas para insulina), modificadas com um
fio de cobre acoplado ao embolo ligado, para o contato elétrico externo, a uma
seccao de grafite, o efeito de um polimero condutor, o pirrol, também foi avaliado.
Outra técnica de imobilizagao utilizada neste trabalho foi a Layer by Layer, tratam-se
de uma automontagem de filmes, para esta etapa utilizou-se, placas de FTO (Oxido
de Estanho dopado com Fluor, Flexitec) como suporte. Os filmes poliméricos
oferecem a vantagem de proteger a superficie do sensor contra impurezas, bloquear
interferentes e permitir alta velocidade de transferéncia de elétrons. Os materiais
utilizados, além da enzima lacase (NOVOZYM 51003) e do eletrdlito PDDA
(poly(diallyldimethylammonium chloride), foram amidos de milho e mandioca.
Parametros como pH e velocidade de varredura foram avaliados nesta etapa e
demonstraram que para o eletrodo construido com a enzima imobilizada de
acordo com a configuraggo PDDA/AMDIDOMANDIOCA/PDDA/LACASE houve
melhor resposta em consequéncia de uma melhor estabilidade da enzima no
eletrodo.

Palavras-Chave: Eletrodos modificados. Lacase. Pasta de carbono. Amido, Filmes
automontados.
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ABSTRACT

A carbon paste electrode modified with enzyme laccase product Novozym 51.003
has been proposed in this manuscript. This enzyme catalyzes the oxidation of
different types of phenols compounds, and lignin amine functional groups engaged.
This enzyme has been among the most applied in the construction of biosensor
amperometric Electrical. The effect of laccase amounts added on the carbon paste
was studied using 50~L, 100 nl_, 150 nL e 200 nL of the product Novozym 51.003 i.
The mixture of carbon paste was composed by 75% (m/m) of the graphite and 25%
(m/m) nujol. The mediator ABTS (salt diamine of 2,2- azino- bis (3-ethylbenthiazoline-
6-sulfonic acid) influence and pH were also evaluated. As support to immobilize
modifying agent was used syringes plastic 1 mL (syringes Nicas to insulin), adapted
with a copper wire attached to the piston connected to the contact externally with
graphite rod. Another technique use to immobilized enzyme was Layer by Layer. In
this step was used, FTO glasses (tin oxide doped with Fluor, Flexitec) as support.
The materials used were laccase enzyme (Novozym 51003); polyeletrolytes PDDA
(poly (diallyldimethylammonium chloride) and different sources of starch: corn and
cassava. Parameters such as pH and scan rate were studied at this stage and
demonstrated that for the electrode construction of the immobilized enzyme
according to the set PDDA/CASSAVASTARCH/PDDA/LACCASE was the most
higher response and the better electrode stability.

key words: Modified electrodes. Laccase. Carbon paste. Starch. Self assemblies
films.
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INTRODUGAO

Devido a grande necessidade de identificacdo e quantificacdo de
metabdlitos de diferentes fontes como, por exemplo: amostras clinicas, amostras de
alimentos e principalmente ambientais, a quimica analitica concentrou estudos que
buscavam novos mecanismos de analises que fossem rapidos, eficientes, simples e
relativamente de baixo custo.

Segundo a IUPAC (THEVENOT et al., 2001 apud ANDRADE, 2006), os
biossensores sdo um subgrupo de sensores quimicos que sdo capazes de proporcionar
informacdo analitica quantitativa ou semi-quantitativa, usando um elemento de
reconhecimento bioldégico com a sensibilidade de um transdutor para converter o sinal
proporcional a concentracédo do analito.

Estes dispositivos foram criados inicialmente na década de 60, mais
precisamente em 1962 onde dois cientistas, Clarck e Lyons integraram uma enzima a
um eletrodo para a determinagdo de glicose em amostras de sangue. O dispositivo
apresentou ser uma ferramenta promissora para suplementar as técnicas tradicionais
de analises como a cromatografia e a espectrofotometria (JAROSZ-WILKOLASKA,
RUZGAS, GORTON, 2004), devido as suas caracteristicas peculiares, tais como:
especificidade, sensibilidade, seletividade, resposta rapida, baixo custo de producéo,
estocagem, potencial para miniaturizagcéo, facilidade de automagédo e construgcéo de
equipamentos simples e portateis para um monitoramento “on site” rapido (AMINE,
2004).

A utilizagdo de moléculas com atividade biolégica tem contribuido
sensivelmente para o desenvolvimento dos biossensores (ROSSATO, 2001). Entre os
elementos bioldgicos mais empregados na construgédo de biossensores, as enzimas
sdo as que mais se destacam, podendo ser utilizadas na sua forma purificada, ou em
estado bruto, podendo estar presentes em microorganismos ou em porgdes de tecido
animal ou vegetal (FATIBELLO FILHO; BARBOSA; LEITE, 2003).
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Dentre as partes que constituem os biossensores tal como observado
na Figura 1, os transdutores estao conectados aos elementos biolégicos e tem a fungéo
de converter o sinal quimico da reagao de interesse, mais especificamente em presenca
do analito de interesse em outro sinal mensuravel acusando a concentragdo do analito
na amostra. Dentre os transdutores mais utilizados, os do tipo eletroquimicos tém sido

amplamente empregados na construgédo dos biossensores (ROSSATO et al., 2001).
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Figura 1: Biossensor: Dispositivo que conecta um material biolégico a um transdutor.

Eletrodos quimicamente modificados (EQMs) sdo bastante apropriados
para o desenvolvimento de biossensores, gerando transdutores eficientes. Basicamente
um EQM consiste de duas partes: um eletrodo base e uma camada de modificador
quimico. Os eletrodos, neste caso, sdo tratados com algum reagente, modificando as
propriedades superficiais do eletrodo com algum interesse especifico, aumentando a
sensibilidade ou seletividade do mesmo. O termo eletrodo quimicamente modificado foi
utilizado na década de 70 por Murray e colaboradores (apud PEREIRA; SANTANA;
KUBOTA; 2002) que imobilizaram um agente modificador na superficie de eletrodos
convencionais e apresentaram caracteristicas fisico-quimicas alteradas em termos de
reatividade e seletividade. Dentre os materiais de eletrodo que podem ser usados na

construgao de biossensores, eletrodos a base de carbono sdo os mais utilizados devido
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as varias vantagens que oferecem tais como: baixa corrente de fundo, baixo ruido,
baixo custo e ampla janela de potencial em solugao aquosa.

O primeiro eletrodo de pasta de carbono (EPC) foi desenvolvido em
1958 por Adams (FATIBELLO FILHO; BARBOSA; LEITE, 2003), na tentativa de
preparar um eletrodo de carbono renovavel e que pudesse ser usado em uma ampla
faixa de potencial positivo, na qual o eletrodo de mercurio metalico ndo fosse aplicavel.

As enzimas sao frequentemente utilizadas como agentes modificadores
de eletrodo, imobilizadas em pasta de carbono, oferecem vantagens tais como:
facilidade de preparagao, baixo custo e estabilidade (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA,
2002).

A etapa da imobilizagdo do componente biolégico tem sido uma etapa
critca no desenvolvimento de Dbiossensores, devido a necessidade dos
biocomponentes, quando imobilizados, necessitarem reter a maior parte de sua
atividade biolégica para uma boa sensibilidade do biossensor. Assim, técnicas de
imobilizacdo, como por exemplo, formacao de filmes poliméricos para protegcao do
agente modificador e utilizagdo de espécies mediadoras sao de grande potencial para o
desenvolvimento dos biossensores. Desta forma existem varias configuragées para os
mesmo que vem encontrando inumeras aplica¢cdes (FREIRE; DURAN; KUBOTA, 2001).

Neste contexto, o presente trabalho vem discutir a construgdo de
eletrodos com a enzima lacase imobilizada em diferentes formas: em pasta de carbono,
filmes poliméricos e pala adsorgao fisica/quimica (camadas automontadas). O efeito da
adicdo de um mediador, no caso o ABTS (2,2- azino- bis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) aos eletrodos estudados também foram pesquisados através do
comportamento eletroquimico (voltamétrico) do eletrodo.

Os mediadores tém a funcdo de participar no processo redox da
atividade enzimatica atuando como uma “ponte de elétrons”, podendo ser oxidado pela
enzima e reduzido pelo substrato antes de retornar ao seu estado inicial. Este conteudo
esta descrito no segundo capitulo do trabalho que também descreve o estudo da
influéncia do pH e da quantidade de enzima na resposta eletroquimica dos eletrodos de

pasta de carbono com o material biolégico imobilizado.
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A voltametria ciclica foi a técnica utilizada para avaliagcao eletroquimica
dos eletrodos construidos com a enzima Lacase imobilizada através de filmes
poliméricos. A imobilizacdo de policamadas da espécie ativa na superficie do eletrodo
tem sido empregada no desenvolvimento de sensores com o objetivo de ampliar sua
resposta eletroquimica (MATTOSO; OLIVEIRA; PATERNO, 2001). Este conteudo,
relativos a imobilizagdo de material biolégico em filmes poliméricos, esta descrito em
dois capitulos. O capitulo 3 traz a formacgao dos filmes através do uso do polipirrol como
agente modificador, e o capitulo 4 traz a formagao de filmes automontados através da
técnica de “Layer-by-Layer” (LbL).

O capitulo 3 trata da resposta eletroquimica de eletrodos de pasta de
carbono, sendo a enzima Lacase (NOVOZYM 51003®) imobilizada através de filmes
gerados pela adicédo de polipirrol como agente modificador em solugdo. O pirrol foi
escolhido pelo carater condutor, do filme de polimero formado a partir deste monémero,
em um vasto intervalo de pH (1 a 14), melhorando a transferéncia de elétrons na
catalise enzimatica. Para melhor estabilizagcdo do eletrodo a enzima foi imobilizada na
presenca do exopolissacarideo Botriosferana (BTS). Este polissacarideo € uma goma
soluvel em agua e foi produzido pelo fungo Botryosphaeria rhodina isolado de cancro
de eucalipto por Barbosa, Dekker e St Hardy, (1996) no Laboratério de Pesquisa de
Bioquimica de Microrganismos do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da
Universidade Estadual de Londrina, de acordo com os procedimentos descritos na
literatura (SILVA, 2007; DEKKER; BARBOSA, 2001) e gentiimente cedidos pela
Professora Dra. Aneli de Melo Barbosa.

Outra técnica de formacgao de filmes automontados que tem recebido
grande atencgao pela sua facilidade e baixo custo de produgao é aquela denominada de
“‘Layer-by-Layer” (LbL) (DECHER; HONG, 1991). Os filmes sdo automontados por
sobreposicdes de espécies com cargas efetivas opostas, as espécies usadas devem
ser polieletrélitos e o material de interesse cujas atragdes entre camadas se dao por
pontes de hidrogénio e por atragdes eletrostaticas (CHAI et al., 2008). A construgcéo do
eletrodo com a enzima Lacase imobilizada utilizando esta técnica de filmes

automontados esta descrita no Capitulo 4.
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OBJETIVOS

OBUJETIVO GERAL
o Construir eletrodos modificados utilizando-se a enzima Lacase (NOVOZYM

51003®) imobilizada por diferentes procedimentos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a adigdo de ABTS a pasta de grafite como mediador de atividade de
lacase.
o Estudo do eletrodo modificado através da variacdo do pH do eletrdlito e da

quantidade de enzima.

o Imobilizar a enzima lacase utilizando o polimero condutor, pirrol, como agente
modificador em solugao, para imobilizagao da lacase.

o Imobilizar a Lacase através da técnica de automontagem “layer by layer’ (LbL)
utilizando-se diferentes fontes de amidos, em suporte rigido lamina de FTO (éxido de

estanho dopado com fluor).
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CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ELETRODOS DE PASTA DE CARBONO

Estudos envolvendo eletrodos modificados s&o relatados na literatura
desde o comego do século XX, quando Kucera em 1903 propés um eletrodo de
mercurio metalico. O eletrodo apresentado teve sua utilidade limitada devido ao
bloqueio gradual da superficie e pela adsor¢do de interferentes, gerados durante os
processos eletroquimicos. Desde entdo as pesquisas para desenvolvimentos de novos
materiais eletrédicos a base de carbono se intensificaram (BARD; FAULKNER, 2000).

Em 1958, foi desenvolvido por Adams o primeiro eletrodo de pasta de
carbono (EPC) na tentativa de preparar um eletrodo de carbono renovavel e que
pudesse ser usado em uma ampla faixa de potencial positivo, embora seus
experimentos nao tivessem obtidos resultados satisfatérios, em relacdo a operacéo do
eletrodo, concluiu-se que a mistura de pasta de carbono tinha apresentado
propriedades eletrodicas promissoras (VIEIRA; LUPETTI; FATIBELLO FILHO, 2003).

Desde entdo os eletrodos de pasta de carbono foram intensamente
explorados como uma alternativa viavel a producdo de eletrodos modificados. Os
eletrodos preparados a base de pasta de carbono apresentam vantagens, tais como
baixa corrente de fundo, baixo ruido, baixo custo e ampla janela de potencial em
solugdo aquosa, o que justifica sua extensa utilizagdo como eletrodo de trabalho em
uma série de aplicagdes eletroquimicas como: saude (testes rapidos para dosagem de
glicose, uréia, com uso em unidades de terapia intensiva, laboratérios clinicos),
industria alimenticia (analisadores de composi¢cdo de alimentos, teor de contaminacgao
microbiana, concentragao de vitaminas, corantes etc.) e monitoragdo ambiental (uso em
tratamento de &guas, residuos industriais e gases poluentes, concentragdes de

substancias como fendis, pesticidas, metais pesados) (VISWANATAM et al., 2009;
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TECON; VAN DER MEER, 2008; SEIDEL; NIESSNER, 2008; WANEKAYA; CHEN;
MULCHANDANI, 2008).

A pasta de carbono é constituida por uma mistura de p6 de grafite e um
agente aglutinante. O p6 de grafite possui baixo custo, baixa capacidade de adsorgao
de oxigénio e impurezas eletroativas. Existem varias formas de materiais carbonaceos,
que sao apropriados para aplicagdes eletroanaliticas, dentre eles os mais utilizaveis
sdo: pasta de carbono, carbono vitreo, grafite pirolitico e nanotubos (AHUJA et al.,
2007; JUNFENG et al., 2006). O dleo vegetal também deve possuir caracteristicas
determinadas, como ser eletroinativo, quimicamente inerte, imiscivel em &agua,
apresentar baixo teor de impurezas, e ser pouco volatil. Sob essas condicbes o
componente ndo condutor é capaz de exercer sua fungdo de conferir consisténcia a
mistura e preencher os intersticios entre os grédos de grafite. Entre os agentes
aglutinantes, Nujol; Uvasol; Parafina; Bromonaftaleno sdo bastante empregados
(AHAMMAD; LEE; RAHMAN, 2009; ZIMA et al., 2009). Wang e Naser et al. (apud
OLIVEIRA, 2004) prepararam eletrodos compdésitos carbono/parafina, incorporando
quantidades apropriadas de modificadores na mistura parafina fundida/pé de grafite e
sua posterior solidificagao, resultando em uma dispersdo homogénea do modificador e
numa superficie mecanicamente rigida. A compatibilidade de diferentes modificadores
com o eletrodo foi acompanhada por voltametria ciclica.

A mistura dos componentes grafite em p6 e 6leo orgénico (agente
aglutinante) resultava num material compdsito, segundo Talman e Petersen (1990)
constituido por pelo menos uma fase condutora e pelo menos uma fase isolante. A
simplicidade na sua preparacao permite desenvolver eletrodos de varias formas e
tamanhos diferentes e a incorporacdo de uma variedade de modificadores. A seguir €
apresentada uma pesquisa bibliografica sobre o desenvolvimento e aplicagao
eletroquimica sobre eletrodos de pasta de carbono modificadas com agentes quimicos,
evidenciando que estes apresentam vantagens em relagdo aos eletrodos de pasta com
aglutinantes liquidos possibilitando maior sensibilidade nos limites de detecgao.

Sanmantias et al. (apud OLIVEIRA, 2004) propuseram um eletrodo
composito de grafite/polimeros sobre uma superficie de éxido de estanho dopado com

indio (ITO) que pbéde ser modificado com filmes de Nailon contendo uma pequena
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quantidade de substancias eletroativas dispersadas, tal como as ftaloacianinas, com
resposta eletroquimica. Os resultados foram demonstrados em dados de voltametria
mostrando que a dispersdo do metilviologénio no Nailon facilita o transporte eletrénico
através da membrana.

Klatt et al. (apud OLIVEIRA, 2004) desenvolveu um eletrodo de
grafite/teflon para caracterizagdo voltamétrica. O autor propés que com esse
procedimento o eletrodo poderia conservar a capacidade de moldagem e eliminar a
dissolugcdo podendo ser usados em solventes ndo aquosos. Varias composicoes de
grafite/teflon foram preparadas mostrando que as de maior composi¢cdo apresentam
maior resisténcia mecanica, mas alta resisténcia 6hmica.

Fernandez et al. (apud OLIVEIRA, 2004) descreveram a aplicagéo de
eletrodo compdsito a base de grafite/poli (tetrafluoretileno), na detecgcdo amperométrica
da oxidagdo de herbicidas Tiram e Disulfuram respectivamente. Limites de 4,3. 10% e
2,0. 10 mol. L™ foram encontrados para Tiran e Disulfuran respectivamente.

Os eletrodos compésitos citados tiveram 6timas respostas
eletroquimicas, mas apresentaram dificuldades em relacdo a reprodutibilidade de
superficie (TALMAN E PETERSEN, 1990). A pasta de grafite € capaz de imobilizar
outros agentes modificadores, como por exemplo, as enzimas, que podem ser
imobilizadas na forma pura ou em extrato bruto de tecidos e microorganismos que a
contenham (LEITE, FATIBELLO-FILHO, BARBOSA, 2003).

Gil et al (2008) desenvolveram biossensores de pasta de carbono
modificados com lacase utilizando-se de extrato enzimatico bruto obtido de culturas do
fungo Pycnoporus sanguineus. Os autores avaliaram o efeito do emprego de
biopolimeros com soro albumina bovina (BSA) e do glutaraldeido no desempenho do
biossensor. Os resultados obtidos demonstraram boa resposta do biossensor para
varios compostos fendlicos de interesse comercial e ambiental em pH neutro e em
diferentes meios.

Vieira, Lupetti e Fatibello-Filho (2003) construiram um eletrodo de pasta
de carbono modificado com extrato bruto de abobrinha, fonte da enzima peroxidase
(POD: EC 1.11.1.7) e o utilizaram para determinacédo de paracetamol em produtos

farmacéuticos. O biossensor apresentou um bom desempenho analitico e um tempo de
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vida superior a 7 meses. Os resultados obtidos com o biossensor para a determinacao
de paracetamol em formulagdes farmacéuticas apresentaram concordancia a um nivel
de confianga de 95% em relacdo a um procedimento da Farmacopéia americana.

Kubota et al. (1999 apud SOARES, 2001) descreveram a imobilizagao
de Peroxidase de Horseradish sobre silica gel modificada com éxido de titanio e seu
uso no desenvolvimento de um biossensor a base de pasta de carbono. O biossensor
mostrou um intervalo de resposta linear entre 10 e 50 pmol L™ de fenol, com um tempo
de resposta de 3 s.

Freire, Duran e Kubota (2001), construiram um eletrodo de pasta de
carbono modificados com lacase utilizando-se de extrato enzimatico bruto de Trametes
versicolor para deteccdo de compostos fendlicos. Os autores observaram bons
resultados de deteccdo quando utilizaram eletrodos constituidos de fibras de carbono e
lacase imobilizada covalentemente com carbodiimida e glutaraldeido.

O desempenho dos eletrodos de pasta de carbono modificados com
enzimas foi substancialmente melhorado. A imobilizacdo de enzimas nas pastas de
carbono como agentes modificadores de superficie vem aumentar a sensibilidade dos
eletrodos melhorando sua reprodutibilidade e ampliar seu campo de atuagédo. No caso
da enzima lacase que possui especificidade de catalise para compostos aromaticos,
especialmente compostos fendlicos, varios biossensores ja foram desenvolvidos com a
finalidade de monitorar efluentes industriais oriundos principalmente das atividades de
producdo de plasticos, tintas, corantes, drogas, antioxidantes, polimeros sintéticos,
resinas, detergentes e desinfetantes.

Outras referéncias sobre a preparacao de eletrodos modificados estéo
incluidas no proximo item, que descreve o desenvolvimento dos eletrodos construidos

com a aplicacao de lacases como modificadores.
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1.1.1 Modificagcdo com enzimas

A utilizagdo de moléculas com atividade biolégica em metodologias
analiticas evoluiu sensivelmente nos ultimos anos e atualmente a aplicagdo destas em
eletrodos modificados com pasta de carbono traz uma grande variedade de
configuragdes desses instrumentos (ZIMA et al., 2009).

Devido a suas propriedades de especificidade de catalisacdo e alta
sensibilidade, as enzimas, catalisadores protéicos das reagdes bioquimicas, sao
utilizadas como modificadores de pasta de carbono, e podem ser usadas na forma pura
ou pela imobilizagdo de microorganismos ou tecidos que contenham a enzima
requerida. A atividade catalitica da enzima proporciona um meio sensivel e especifico
para sua propria mensuragéo, dessa maneira, eletrodos a base de pasta de grafite tem
sido utilizados amplamente, principalmente devido o fato dos mesmos serem capazes
de n&o s6 de imobilizar enzimas, mas também ligantes mediadores de redox, tecidos
bioldgicos e de catalisar processos de 6xido-reducao de compostos envolvidos em
reagdes enzimaticas. (LEITE; FATIBELLO FILHO; BARBOSA, 2003).

Durante as ultimas décadas, muito conhecimento tem sido formulado a
respeito das propriedades cataliticas das enzimas, assim varios artigos cientificos foram
publicados destacando aplicagdes destes biocatalisadores em varios setores
produtivos, dentre os que destacam a produgcdo de cerveja, produtos alimenticios,
farmacéuticos, cosméticos e de limpeza, entretanto, dentro do tema em questao,
procurou-se tratar do uso de enzimas como agente modificadores de eletrodos de pasta
de carbono (MEIER; BURKAT, 2009; RODRIGUEZ et al.,2009; GOGATE; KABADI,
2009; WILLNER et al., 2009).

A idéia inicial de integrar uma enzima a um eletrodo ocorreu em 1962,
quando dois cientistas, Clark e Lyons, imobilizaram a enzima Glicose oxidase, e
utilizaram o dispositivo na determinagcdo de glicose em amostras de sangue. O
dispositivo foi denominado inicialmente de “eletrodo enzimatico”, mas como
consequéncia dos avangos nos estudos envolvendo sensores e enzimas houve

necessidade de um termo que fosse mais genérico e abrangente, quando passaram a
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ser denominados de biossensores (apud SADIK; ALUOCH; ZHOU, 2009; SARMA et al.,
2009).

Desde entdo, o desenvolvimento dos eletrodos de pasta de carbono
modificados com enzimas foi intensamente explorado, a pasta de carbono apresentava-
se de facil preparagcdo além do baixo custo, a imobilizacdo das enzimas em suporte
insoluvel teve sua estabilidade facilitando o uso em analises quimicas e tais eletrodos
apresentavam como caracteristicas, a vantagem de diminuir o limite de deteccédo do
analito de interesse e aumentar a seletividade das determinagdes.

Dentre as enzimas mais utilizadas em biossensores, estdo as
oxidorredutases, tais como: Glicose oxidase (BANKAR et al., 2009), Peroxidase de
Horseradish (PRAKASH; YOGESWARAN; CHEN, 2009), Urease (KRAJEWSKA,
2009a), Cholesterol oxidase (ARYA; DATTA ; MALHOTRA, 2008), Tirosinase
(JAFFREZIC-RENAULT, 2008), Lacase ((WIDSTEN; KANDELBAUER, 2007) entre
outras (LEITE; FATIBELLO FILHO; BARBOSA, 2003; VIEIRA; LUPETTI; FATIBELLO
FILHO, 2003).

O desenvolvimento dos eletrodos modificados com enzimas é
amplamente divulgado na literatura, da pesquisa bibliografica que foi feita, para este
tema, procurou-se focalizar eletrodos que fossem modificados com a lacase, visto que,
esta foi a enzima utilizada no trabalho.

Kochana et al. (2008) desenvolveram um biossensor bienzimatico a
base de lacase e tirosinase imobilizadas em matriz de gel de titania para determinacao
amperométrica de compostos fendlicos. O biossensor obtido foi utilizado com sucesso
para determinacao de 2,6 — dimetoxifenol, 4-tertibutilcatecol, 3-clorofenol e catecol. A
mais alta sensibilidade e ampla faxia linear foi observada para catecol, 234 mA mol.L™" e
2.107 = 3,2.10° mol.L", respectivamente.

Jarosz-Wilkolazka et al. (2004) construiram eletrodos com a enzima
lacase de Coriolos unicolor imobilizada em pasta de carbono pelo método de adsorgéo
fisica. Os eletrodos foram testados para deteccao de polifendis. Os eletrodos
modificados apresentaram diferentes sensibilidades para diferentes compostos, mas os
autores demonstraram que apenas a adsor¢gdo da enzima no grafite é suficiente para

obtencao de medidas simples de polifendis em solugao.
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Vianello et al. (2004) desenvolveram um biossensor de ouro revestido
com uma monocamada da enzima lacase do Rigidoporus lignousus, para determinagao
de fendis em dleos vegetais. Os autores obtiveram um limite de detecgdo 2.10° mol.L™
de hidroquinona caracterizando a célula eletroquimica e a atividade da enzima por
medidas amperométricas de solugbes de 1,4- benzoquionona como substancia
eletroativa.

Fatibello Filho, Leite e Barbosa (2003) construiram um eletrodo de
pasta de carbono modificada com extrato bruto enzimatico do fungo Pleurotus ostreatus
como fonte de lacase e o utilizaram para a determinagao de adrenalina e dopamina em
formulagdes farmacéuticas. Os resultados obtidos com o biossensor para a
determinacdo dessas catecolaminas em formulagbes farmacéuticas apresentaram
concordancia a um nivel de confianca de 95% em relacdo a um procedimento da
Farmacopéia americana.

A imobilizacdo de enzimas como modificadores de pasta de carbono
pode ser efetuada através de diferentes procedimentos e utilizando diferentes materiais
como suporte. A pasta de carbono apresenta-se de facil preparagao e baixo custo. A
enzima imobilizada em suporte insoluvel oferece maior estabilidade aumentando seu
uso em analises quimica. Os eletrodos de pasta de carbono modificada ainda
apresentam como vantagens, baixa corrente de fundo, superficie facilmente renovada,
facilidade de preparagao e ampla faixa de potencial de trabalho.

Os trabalhos acima representam alguns exemplos do uso de enzimas
na construgdo de biossensores, entretanto, a literatura traz muito mais informacdes.
Visto que, a enzima Lacase foi a enzima utilizada nesse trabalho, o tépico a seguir vem
trazer informacdes desta enzima bem como a sua importancia e aplicagdo em

biossensores.
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1.2 LACASE (P-DIFENOL: OXIGENOXIREDUCTASE; E.C.1.10.3.2)

Lacases (p-difenol: oxigenoxireductase; E.C.1.10.3.2) sdo enzimas que
catalisam a oxidacdo de diferentes tipos de fendis, aminas e ligninas acopladas no
oxigénio da molécula (ROSSATO, 2001), as aplicagbes de lacases sao muito amplas,
tendo utilizagdo no setor de papel e celulose (como bioclareador, potencial substituta do
cloro, que € ambientalmente nocivo devido a geracédo de compostos clorados altamente
toxicos); no tratamento de efluentes para remogdo de compostos poli-fendlicos ou
descoloracado de agua de efluente industrial, principalmente do setor téxtil, em relagéo a
sensores quimicos, estdo entre as mais empregadas na construgdo de biossensores
amperométricos (WIDSTEN; KANDELBAUER, 2007; COUTO; HERRERA, 2006).

Esta enzima esta amplamente distribuida na natureza, sintetizada por
varias plantas, bactérias, fungos e até por algumas espécies de insetos (PIOTTO, 2003)
as pesquisas com a enzima lacase tem sido intensas e muito tem se descoberto sobre
sua diversidade e utilidades (DURAN, 2002).

Lacases produzidas por fungos isolados na natureza tém sido
estudadas para utilizagcdo em diferentes processos biotecnolégicos de biorremediagao
de xenobidticos (WESENBERG; KYRIAKIDES; AGATHOS, 2003) na detecgdo e
tratamento de poluentes fendlicos na forma de biossensores (ROSSATO et al., 2001,
FREIRE; DURAN; KUBOTA, 2001; GOMES; REBELO, 2003; QUAN; SHIN, 2004).

As Lacases contém quatro ions metalicos classificado em trés tipos (T1,
T2, T3, e.g) de acordo com suas caracteristicas do espectro, sdo chamadas de cupro-
proteinas azuis, cuprooxidases azuis ou ainda oxidases azuis. Outras enzimas que
fazem parte desse grupo sao as ascorbato oxidase, a ceruloplasmina, e a
fenoxazinona. O ciclo catalitico desta enzima compreende as etapas de redugcdo do
cobre tipo 1 (aceptor primario de elétrons) pelo substrato (analito), transferéncia
eletrénica interna do cobre tipo 1 para os atomos de cobre T2 e T3 e por fim a interacao
destes com o oxigénio molecular. Os quatro atomos de cobre diferem entre si por seu
numero de oxidagao (tipo 1, 2 e 3) (ROSSATO, 2001).
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Neste processo, um unico elétron é removido do grupo hidroxila do
fenol, para formar radicais fenoxila, simultaneamente com a redugdo do oxigénio
molecular a agua. A Figura 2 mostra um esquema da atuagdo da enzima em um

substrato, de maneira genérica.

SUBSTRATO
H,0
O; 2 SUBSTRATO
REDUZIDO
SUBSTRATO
OXIDADO

Figura 2 - Mecanismo: reacéo laccase e substrato.
Fonte: (JAROSZ-WILKOLAZKA; RUZGAS; GORTON, 2004).

A redugao do oxigénio molecular para a agua ocorre gragas a interagao
com os ions cobre da estrutura da enzima com o substrato especifico; as enzimas
degradam compostos fendlicos, podendo catalisar quatro moléculas de substratos
concomitantemente com a redugao de quatro moléculas de oxigénio molecular a agua,
além de gerar produto oxidado (quinona). A aplicagdo de um potencial no meio onde
ocorre a reagao de catalise pode regenerar a enzima novamente ao seu estado oxidado
e assim continuar atuando na atividade de reconhecimento.

Existe ainda um ultimo grupo de especial interesse em biotecnologia
e.g. Enquanto a catdlise no centro cobre T1 é razoavelmente bem compreendida, a
descricdo detalhada dos eventos cataliticos que ocorrem na regido de redugao do
oxigénio molecular, regido do cluster de trés atomos de cobre (um T2 e dois T3) é

assunto de intenso debate.
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O processo de oxido-redugcdo ocorre com a assisténcia de quatro
atomos de cobre que formam o nucleo catalitico da enzima, conforme mostra a Figura 3
(RIVA, 2006).

His 452# His 111

|
H,0 I ,
‘ i His 395\
|
i OH
Cul_ ; cy
His 64 ! His 45 Phe 463
His 396 . . IS
His 454%._.. 5
Cu
N
His 68 His 109
T2 T3 T1

Figura 3 - Modelo do sitio catalitico da lacase de Tramates versicolor composto por quatro
atomos de cobre. Tipo 1 (T1) o cobre confere uma tipica coloragao azul a proteina, onde ocorre
a oxidacao do substrato. Tipo 2 (T2) e 3 (T3) os atomos de cobre formam um conjunto onde
ocorre a redug¢ao do oxigénio molecular a agua .

As lacases também sao caracterizadas pela sua baixa especificidade
para substratos, de maneira que a eficiéncia de sua agdo depende amplamente da
natureza do substrato sobre o qual ela devera agir. Difendis simples, como
hidroquinonas e catecdis, geralmente sdo bons substratos, mas a enzima também é
capaz de oxidar polifendis substituidos, aminas aromaticas, benzenotidis e uma série
de outros compostos. Por muitos anos pensava-se que a lacase catalizava apenas
substancias fendlicas, mas estudos recentes demonstraram que esse numero de
substratos pdde ser ampliado por meio de mecanismos de reagdo envolvendo
compostos denominados mediadores. (DURAN et al;, ROSA; D’ANNIBALE;
GIANFREDA, 2002).

Mediadores sao moléculas de baixo peso molecular que estéo

indiretamente envolvidas na reagcado enzimatica. No caso da lacase em particular, estes
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sao facilmente oxidados (no centro cobre T1) produzindo, em alguns casos, radicais
catiénicos reativos e muito instaveis que podem oxidar substratos complexos antes de
voltarem ao seu estado original. Neste mecanismo lacase-mediador, os mediadores
oxidam substratos de alta massa molecular. Os elétrons recebidos pela lacase sao
finalmente transferidos reduzindo oxigénio para formagdo de agua (nos sitios
agrupados T2/T3) (BOURBONNAIS; PAICE, 1990; MAJCHERCZVK, 1999).

Em biossensores, o uso de mediadores veio incrementar a
sensibilidade destes dispositivos, auxiliando a transferéncia de elétrons entre as
enzimas oxidases, como a Lacase, e a superficie do eletrodo. Polimeros condutores
também s&o utilizados com esta finalidade, porém a utilizagdo de enzimas junto a

outros agentes modificadores depende das técnicas empregadas para a imobilizagao.

1.3 TECNICAS DE IMOBILIZACAO

Para um correto funcionamento do biossensor, 0 componente bioldgico
deve estar convenientemente unido ao transdutor. Varias técnicas de imobilizagado dos
biocomponentes, mais particularmente de enzimas, tém sido desenvolvidas: adsorgéo,
ligacao covalente, ligagdo cruzada e a oclus&do com imobilizagdo em filmes ou matrizes
polimérica (0s). No entanto alguns desses processos mais comuns, representados na
Figura 4, em muitos casos, estdo passivos a problemas, como a baixa reprodutibilidade
na manufatura e pouca homogeneidade durante a deposi¢gédo na superficie, fatos que
muitas vezes limitam sua utilizacdo em determinagdes analiticas. (FREIRE, DURAN;
KUBOTA, 2001).
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Figura 4 — Esquema dos principais métodos de imobilizagdo
do elemento biolégico em biossensores.

1.3.1 Adsorsao

Na adsorgdo, o material biolégico é fixado fisicamente na superficie do
sensor por meio de forgas de Van der Waals, pontes de hidrogénio ou interagdes
hidrofobicas, apresentando a vantagem de ser extremamente simples (AHUJA et al.
2007; JUNFENG et al., 2006).

A adsorgao consiste na dissolugdo do agente modificador em um
solvente apropriado e na exposigao, em geral, da imerséo do eletrodo a esta solugao.

Este método proporciona incorporagéo simples e rapida da biomolécula,
embora a unido seja muito fraca, o que resulta na perda de material e redugéo de vida
util do sensor (SEGNINI, 2003).
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1.3.2 Ligacao Covalente

Alguns grupos funcionais da enzima, que ndo sejam essenciais para a
atividade catalitica da enzima, podem unir-se a alguma matriz sélida mediante ligacdes
covalentes (JUNFENG et al., 2006).

E importante que os sitios ativos nas biomoléculas ndo sejam afetados
pelo processo de imobilizacdo, para que nao se perca a sua atividade. Este método de
ligacdo covalente proporciona uma maior estabilidade aos biossensores e €& mais
amplamente utilizado, por outro lado apresenta o inconveniente de que a modificacao
da enzima pode levar a diminuicdo ou a inativagcado de sua atividade catalitica (VIEIRA,;
FATIBELLO FILHO, 2003).

1.3.3 Ligacao Covalente Cruzada

O procedimento de ligagdo covalente cruzada baseia-se na ligagéao
cruzada entre os grupos amino do suporte com 0s grupos amino das biomoléculas,
empregando-se reagente bi ou multifuncionais. O glutaraldeido € o agente de entre-
cruzamento mais utilizado devido ao fator de ser barato e soluvel em agua (TELES;
FONSECA, 2008; JUNFENG et al., 2006; AHUJA et al., 2007).

Porém, apesar de ser um método bastante simples, nem sempre é facil
controlar as condi¢cbes experimentais e a integridade do elemento bioldgico pode néo
ser totalmente conservada (LOJOU; BIANCO, 2006).
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2.3.4 Filmes ou Matrizes Poliméricos (As)

O uso de filmes poliméricos e membranas que acabam por cobrir a
superficie do eletrodo e protegé-la de impurezas e interferentes, também € praticavel na
imobilizacdo de agentes modificadores.

Ao contrario das técnicas vista anteriormente, a modificagdo com
membranas poliméricas permite a imobilizagdo em muitas monocamandas da espécie
ativa na superficie modificada com filmes poliméricos aumentando a consideravelmente
a resposta eletroquimica (PEREIRA, SANTOS; KUBOTA, 2002).

Os filmes poliméricos ainda oferecem vantagens como: bloquear
interferentes, protecdo da superficie do sensor contra impurezas e alta velocidade de
transferéncia de elétrons. Como principal desvantagem do método podemos citar a
dificuldade de se formar filmes homogéneos e reprodutiveis (AHUJA et al., 2007;
GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007).

O polipirrol e seus derivados estao entre os mondmeros mais utilizados
por sua versatilidade e a grande variedade de espécies, que apresentam propriedades
redox, capazes de se ligar ao grupo pirrol (GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007).

Entre as diversas técnicas de producéo de filmes poliméricos destaca-
se o processo conhecido como “casting”. Este consiste em gotejar sobre a superficie
gotas da solugdo do polimero, a qual também esta incluida a biomolécula, e deixar
evaporar o solvente com o controle ou ndo de temperatura. Neste caso, apds a
evaporacédo do solvente, ttm-se a biomolécula envolvida pelo filme formado (GERARD;
CHAUBEY; MALHOTRA, 2002).

Outra técnica que vem se destacando na formacdo de filmes
poliméricos para imobilizacdo do biocomponente € a de automontagem (do inglés Self-
Assembly), também conhecida como camada por camada — LbL (Layer-by-Layer). Esta
técnica tem se mostrado extremamente promissora, capaz de produzir filmes ultrafinos
organizados em nivel nanométrico de diferentes tipos de materiais de interesse, de
maneira simples e barata (CHEN, 2006; RODRIGUEZ et al., 2009; DECHER, 1997).
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Uma das vantagens oferecidas por este método refere-se ao solvente,
comumente utilizado, agua, embora esta caracteristica também limite a gama de
polimeros empregados (MATTOSO; PATERNO; OLIVEIRA JUNIOR, 2001).
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CAPITULO 2
CONSTRUGAO DE ELETRODOS MODIFICADOS COM A ENZIMA LACASE
(NOVOZYM 51003) IMOBILIZADA EM PASTA DE CARBONO

2.1 INTRODUCAO

Da necessidade de novos métodos analiticos, que sejam mais
versateis, rapidos, seletivos e sensiveis, ganham importancia os biossensores que sao
instrumentos que apresentam estas caracteristicas, além de relativo baixo custo de
construgao e estocagem, potencial para miniaturizagéo, facilidade de automacéao e de
equipamentos simples e portateis para um monitoramento “in site” rapido,
representando uma ferramenta promissora para suplementar as técnicas existentes
(GERARD; CHAUBEY; MALHOTRA, 2002). Os biossensores sao um subgrupo de
sensores contendo eletrodos modificados com material biolégico imobilizado e
adsorvido a superficie de um transdutor (CLARKS; LYONS, 1962; FATIBELLO FILHO;
CAPELATTO, 1992; MARQUES; YAMANAKA; 2008). Basicamente os eletrodos
enzimaticos tém a sua superficie modificada por um material compésito contendo a
enzima adsorvida a um transdutor que ira transformar o sinal resultante da reacao
bioquimica de reconhecimento, enzima-substrato, em outra forma de sinal mensuravel
(VISWANATHAN; RADECKA; RADECKII, 2009).

A imobilizagdo da enzima, purificada em um tecido vegetal ou em
extrato bruto, € um fator importante para a confiabilidade do sensor uma vez que a
resposta desta ao reconhecer o substrato depende da estabilidade do eletrodo. O
principal problema durante o processo de imobilizagdo de uma enzima pode ser a perda
parcial ou total da atividade, que pode ser atribuida a diversos fatores, como
propriedades da propria enzima, do suporte, dos reagentes utilizados e das condi¢des
experimentais (CHEN, 2006). Esta dificuldade pode ser diminuida pela imobilizagao
adequada da molécula de proteina, o que diminui a velocidade de desnaturacao da
enzima (FREIRE; DURAN; KUBOTA, 2001; GERARD; CHAUBEY; MALHOTRA, 2002).
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No mecanismo de imobilizacdo por adsorgao, varios tipos de carbono
sdo usados como eletrodos, dentre eles, pode-se citar o carbono vitreo, fibras de
carbono, espuma de carbono e outras formas de grafite. O grafite em pd, em especial,
pode ser utilizado na preparagdo de materiais compdsitos, aglutinado por polimeros,
oleos nao condutores e parafinas (AHUJA et al., 2007; JUNFENG et al., 2006).

Enzimas sao catalisadores biolégicos usadas em reagdes com
substrato especifico frequentemente empregadas como agentes modificadores de
eletrodo, aglutinadas através da utilizacédo de um éleo mineral misturado a um tipo de
material carbonaceo.

Eletrodos de pasta de carbono (EPC) sao apropriados para o
desenvolvimento de biossensores, pois possuem baixas corrente de fundo mesmo em
grandes variagbes de potencial quando comparado com outros eletrodos solidos. A
enzima imobilizada em pasta de carbono oferece vantagens tais como: facilidade de
preparagao, baixo custo e facilidade de manuseio do eletrodo (PEREIRA, SANTOS,
KUBOTA; 2002).

O primeiro eletrodo de pasta de carbono modificado com enzima foi
proposto na década de 60, mais precisamente em 1962, dois cientistas, Clark e Lyons,
integraram a enzima Glicose oxidase a um eletrodo de pasta de carbono e o utilizaram
na determinacdo de glicose em amostras de sangue (FATIBELLO FILHO; VIEIRA;
LUPETTI; 2003).

Excelentes revisbes sobre eletrodos de pasta de carbono modificados
com presenca de enzimas foram recentemente publicadas, como o trabalho de
Rodrigues e Rivas que relataram as caracteristicas e vantagens do eletrodo compésito
preparado, usando-se particulas de vitreo aglutinadas com 6leo mineral, como
biossensor enzimatico. O eletrodo foi modificado com a enzima Polifenol oxidase e
usado para a quantificacdo de compostos fendlicos e catecois, como hidroquinona e
dopamina (apud OLIVEIRA, 2004). A descricao destes trabalhos tornaria esta sessao
bastante extensa, entretanto, destaca-se o desenvolvimento de eletrodos de pasta de
carbono modificados com enzima descritos no item 1.1.1 do capitulo 1.

Lacases (p-difenol: oxigenioxidoreductase; E.C.1.10.3.2) sdo enzimas

que catalisam a oxidagao de diferentes tipos de fendis, aminas e ligninas acopladas no
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oxigénio da molécula (ROSSATTO; 2001). Essas enzimas séo produzidas por diversos
organismos, mas ocorrem em maior quantidade em fungos lignoliticos (QUAN; SHIN,
2004).

Lacases séo importantes enzimas para aplicagbes biotecnoldgicas,
sendo utilizadas, como por exemplo, no setor industrial, em industrias de papel e
celulose (RAGHUKUMAR; D'SOUZA-TICLO; VERMA, 2008), atuando como
bioclareadores, potencial substituta do cloro, que é ambientalmente nocivo devido a
geracao de compostos clorados altamente toxicos, € no monitoramento ambiental
sendo aplicadas em biossensores amperométricos utilizados para a determinagédo de
compostos poli-fendlicos ou descoloragdo de agua de efluentes industriais (industrias
de plastico, herbicidas, tintas etc.) (WIDSTEN; KANDELBAUER, 2007; COUTO;
HERRERA, 2006).

Como componentes de biossensores, a lacase oxida compostos
fendlicos em seus produtos correspondentes, as quinonas (DURAN; ROSA;
D’ANNIBALE; GIANFREDA, 2002). Ha uma reducéo eletroquimica de cada um desses
produtos gerando uma corrente que € proporcional a espécie quimica oxidada, ou seja,
proporcional a concentragdo de fendis presentes na solugdo da amostra (DEKKER;
BARBOSA, 2001).

Biossensores contendo o eletrodo enzimatico a base de lacase tiveram
resposta amperométrica estavel, demonstrados por Yaropolov e colaboradores (1994),
que aplicaram o instrumento no monitoramento de compostos fendlicos presentes em
efluentes industriais. Estes biossensores permitiram uma analise com frequéncia de 40
amostras por hora sem nenhuma queda na atividade da lacase.

Biossensores amperométricos modificados com mediadores tem sido
um dos principais campos de pesquisa com eletrodos enzimaticos (AHUJA et al., 2007).
Mediadores tais como: hexacianoferrato, ferroceno, azul de metileno, ABTS, entre
outros, sdo compostos de baixo peso molecular que facilitam a troca de elétrons entre a
enzima e o substrato, sendo primeiro oxidado pela enzima e depois reduzido pelo
substrato. A incorporacdo destes compostos no eletrodo tem sido feita por adsorcgao,
oclusao em filmes poliméricos ou adicionados em pasta de carbono. O mediador redox

ideal deve ser um bom substrato para a lacase; as formas reduzida e oxidada devem
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ser estaveis e ndo devem inibir a reagdo enzimatica. A Figura 5, a seguir, mostra o
esquema da conversdo redox, ciclica, indicando o efeito de um mediador na atividade
catalitica da enzima lacase (JOHANNES; MAJCHERCZYK, 2000).

Eletrodo imobilizagio enzimatica Solugéo

& Lacase Mediador Substrato
(\ {ox) (ox) /-

Lacase © Mediador
(red) {red) J

Produto

Figura 5 - Esquema indicando o efeito do mediador na catalise enzimatica
de uma lacase.

Considerado como o primeiro mediador referido para a lacase, o sal de
ABTS (2,2- azino- bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (RAGHUKUMAR; D'SOUZA-
TICLO; VERMA, 2008) tem sido aplicado juntamente com esta enzima numa mistura de
pasta de carbono formada por grafite em p6 e um 6leo aglutinante na construgao de
eletrodos modificados, procedimento que vem resultando em melhores condi¢gdes de
estabilidade e sensibilidade para os biossensores. A reacdo do ABTS pela enzima
desenvolve rapidamente radicais (corados), estaveis e que podem reagir com fendis, de
acordo com os seus potenciais redox, formando novos radicais, fenoxilo, que
desencadeiam novas reagdes. Nessa interagao os radicais formados regeneram ABTS.

A Figura 6 a seguir mostra um esquema da oxidagao e redugdo do
ABTS na presenca da lacase (CALL; MUCKE, 1997).
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Figura 6 - Mecanismo representativo da oxidagdo do ABTS
na presenca de lacase.
Fonte: (Adaptado de MOROZOVA, et al. 2007b).

De acordo com o mecanismo representado, a oxidacdo do ABTS pela
enzima lacase acontece em duas etapas sendo que em cada uma destas etapas, esta
envolvida a remogado de um elétron. Estudos recentes (FABRINI; GALLI; GENTILI,
2002), demonstraram através de voltametria ciclica que inicialmente ha a formagéao do
cation radicalar ABTS™, seguido por uma oxidagdo lenta do cation radicalar ao
dicationo ABTS?".

Desde 1990, quando o ABTS foi encontrado como um mediador para
substrado ou ativador da catélise enzimatica (BOURBONNAIS, PAICE; 1990) o numero
de compostos que podem ser convertidos pela lacase aumentaram drasticamente,
antes se pensava que estas enzimas catalisavam apenas a oxidagdo de compostos
fendlicos, desde entdo o sal de ABTS, tem sido amplamente utilizado como mediador

de reacao catalitica envolvendo a lacase (CORTES, 2008).
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No presente trabalho foram estudadas propriedades eletroquimicas de
eletrodos de pasta de carbono envolvendo a lacase (NOVOZYM 51003®). A adicdo de
um mediador foi estudada como forma de melhorar o mecanismo de troca de elétrons,
na superficie do eletrodo, e de estender a agcdo desta enzima para uma variedade de
substratos. Assim, espera-se que um aumento na resposta amperométrica do eletrodo.
Outros parametros, tais como pH e concentragao de lacase também foram estudados.
A voltametria ciclica foi a técnica utilizada para caracterizar o eletrodo modificado com

lacase imobilizada na pasta de carbono.

2.2 PARTE EXPERIMENTAL

2.2.1 Reagentes e Solugdes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico
(PA) e usado sem purificagdo prévia. A agua usada na preparagao das solugdes foi

deionizada e ultrapurificada (Mili-q, Milipore, resisténcia nominal, 18,2 mQ).

2.2.1.1 Solugéo de cloreto de potassio

A solucdo de KCI 0,3 mol.L™ foi preparada adicionando-se 0,558 g do

composto diluido em baldo volumétrico para 25 mL.
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2.2.1.2 Solugao de ABTS (2,2’ -azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)

A solucdo de ABTS 2mmol L™ foi preparada adicionando-se 0,055 g do

composto diluido em baldo volumétrico para 50 mL.

2.2.1.3 Solugao de fenol

A solucdo de fenol 0,1mol L™ foi preparada adicionando-se 0,235 g do

composto diluido em baldo volumétrico para 25 mL.

2.1.4 Obtencéo da Enzima de extrato bruto do Fungo Aspergillus Oryzae

A lacase do fungo Aspergillus oryzae foi obtida a partir de uma amostra

do produto NOVOZYM 51003®, gentilmente cedida pela empresa Novozymes.

2.2.2 Determinacgéo da Atividade Enzimatica da Lacase

A atividade da lacase foi determinada através da oxidagdo do ABTS
como substrato, contido em solugdo de 50 mmol.L™”, em pH 3,00 (tamp&o Mac'llvaine,
120 mmol L") a 50 °C, como descrito por Barbosa e Dekker (1996). O tempo de reagao
foi de 5 minutos.

Para a determinacdo de atividade da enzima lacase decorrente da
oxidagdo do ABTS, leituras foram realizadas em comprimento de onda 420 nm
utilizando um espectrofotometro (METROLAB 1700, UV-VIS).
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A unidade de atividade da lacase foi definida como o numero de umol

de ABTS oxidado por minuto por mL da solucdo de enzima lacase (Novozym 51003%).

2.2.3 Preparacéo dos Eletrodos de Pasta de Carbono

O eletrodo de trabalho (EPC/lacase) utilizado foi o de pasta de carbono
modificado com a enzima de extrato bruto do Aspergillus oryzae (Novozym 51003%). A
enzima foi adicionada e aglutinada na mistura de pasta de carbono preparada pela
adicdo de po6 de grafite (Fluka), e de 6leo mineral comercial (Nujol da marca Unido
Quimica). Dois eletrodos de pasta de carbono foram preparados, além do eletrodo de
trabalho (EPC/lacase), um segundo eletrodo de pasta de carbono sem a presenga da
enzima (EPC), foi construido, quando o eletrodo de trabalho era construido, a mistura
de pasta de carbono era preparada por p6 de grafite, 6leo mineral (Nujol) e lacase
(Novozym 51003®) na seguinte proporcdo em massa: 75%, 23% e 2%,
respectivamente. As pastas foram preparadas através da adicdo dos componentes a
um almofariz e maceradas com auxilio de pistilo por um periodo de 40 minutos, quando
a pasta adquire uma consisténcia adequada.

Preparadas as misturas, as pastas foram colocadas nas extremidades
de seringas de plastico de 1 mL (seringas clinicas para insulina), modificadas com um
fio de cobre acoplado ao embolo ligado, para o contato elétrico externo, a uma secgao
de grafite. O contato entre o fio de cobre e a secgao de grafite foi melhorado pela
aplicacdo de uma tinta condutiva (Condumax plus). A Figura 7 mostra o esquema do

eletrodo construido:
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Figura 7 - Esquema do eletrodo de pasta de carbono modificado construido.

Pasta de Carbona

As pastas de carbono que eram preparadas assim como os eletrodos
de pasta de carbono, ficavam sempre armazenados dentro de recipientes apropriados e
mantidos em geladeira a uma temperatura proxima de 4°C.
Para estudo dos comportamentos voltamétricos dos eletrodos de pasta
de carbono, foram preparadas as seguintes solugdes eletroliticas:
e KCI0,3molL"
e ABTS 2,0 mmol L
e KCI0,3 mol L' mais ABTS 2,0 mmol L™, pHs: 2,3 e 4
e KCI0,3 mol L mais Fenol 0,1 mol L' pHs: 3,4,5,6e 7

O pH das solugdes foi ajustado com solugdes de HCI e KOH diluidos,

utilizando-se um pHmetro para confirmacao dos valores.
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2.2.4 Medidas Voltamétricas (Caracterizagao Eletroquimica)

A voltametria ciclica € uma técnica usada para informagdes qualitativas
e quantitativas de reagdes eletroquimicas, apresentando vantagens como:
sensibilidade, portabilidade e versatilidade. As informagdes sdo obtidas por meio de
medidas da corrente em fungdo de um potencial aplicado usando eletrodos imersos em
solucdo. A reacdo de redox acontece na interface entre a superficie do eletrodo e a
solugdo o qual esta imersa.

Os experimentos voltamétricos, Figura 8, foram realizados em um
potenciostato MQPG-01, em conjunto com a interface MQ/12/8PG conectado a um
microcomputador para controle do potencial e aquisicdo de dados. Um eletrodo de
Ag/AgCI (prata-cloreto de prata) serviu como referéncia e uma espiral de platina, como
eletrodo auxiliar.

O contra eletrodo tem a fungcdo de fornecer a corrente requerida pelo
eletrodo de trabalho sem influenciar nas caracteristicas e nas determinagdes dos
dados. O eletrodo de trabalho assume o potencial aplicado a ele enquanto o de
referéncia mantém o potencial constante, durante a medida na célula eletroquimica.
Assim, a corrente gerada passara entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo. O

sinal entdo podera ser amplificado e processado por um sistema registrador.

| 11

Figura 8 - Representacao esquematica do sistema constituido por trés
eletrodos para realizagdo de medidas de voltametria ciclica.



43

O eletrdlito suporte, como por exemplo, o KCI, deve ser utilizado, para
evitar a migragao dos reagentes, e dos produtos em direcdo aos eletrodos, assim como

também controlar a forga ibnica e melhorar o transporte de carga na solugao.

2.2.4.1 Célula voltamétrica

Todas as medidas voltamétricas foram feitas em uma célula
eletroquimica de vidro com capacidade para 25 mL, contendo o eletrodo compésito de
(trabalho), o eletrodo de referéncia Ag/AgCl e o contra eletrodo, ligados ao

potenciostato. A Figura 9 mostra a fotografia da célula eletroquimica utilizada.

Figura 9 - Foto da célula eletroquimica utilizada nas determinag¢des analiticas.
Observa-se o eletrodo de referéncia Ag/AgCl (3), a esquerda se observa o
contra eletrodo de platina (1) e ao centro o eletrodo de trabalho descrito (2).

Os voltamogramas ciclicos foram realizados sob as seguintes
condicdes: velocidade de varredura igual a 20 mV s™' e janela de potencial abrangendo
de0a+1,0V.
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2.2.5 Efeito do Mediador

Para o estudo do efeito do mediador foram realizadas voltametrias
ciclicas de eletrodos de pasta de carbono modificadas com a enzima lacase (Novozym
51003%) e ABTS (solugdo 50 mmol L™).

Este estudo envolveu a construcédo de trés eletrodos de pasta de
carbono distintos, para o primeiro eletrodo (EPC) preparou-se 500 mg de pasta de
carbono contendo na mistura: grafite em po (75% m/m) mais 6leo aglutinante Nujol
(25% m/m), o segundo eletrodo de pasta de carbono modificada (EPC/lacase) contendo
a mesma quantidade de grafite em p6 mais 23% dleo aglutinante e 2% de lacase do
Aspergillus oryzae (Novozym 51003®), e um terceiro eletrodo contendo os componentes
em quantias idénticas ao anterior, mas adicionado sobre a mistura 200 yL da solucao
de ABTS 50 mmol L™ (EPC/lacase/ABTS).

E importante ressaltar que o composto ABTS é muito utilizado na
determinacdo da atividade catalitica da lacase atuando como substrato da enzima,
entretanto, neste trabalho ele foi adicionado na mistura de pasta de carbono modificada
com o proposito de estuda-lo como mediador, para avaliar seu efeito na resposta
voltamétrica do eletrodo.

Os eletrodos foram imersos em uma cela eletroquimica contendo,
solucdo eletrolitica KCI 0,3 mol L™, solucdo de ABTS 2 mol L™ e solugdo de KCI 0,3 mol
L™ mais ABTS 2mmol L, sendo esta tltima solugdo, preparada em trés valores de pH:
2, 3 e 4, ajustado com solugdes de HCI e KOH.

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos sob as seguintes condi¢des:
velocidade de varredura igual a 20 mV. s™ e janela de potencial abrangendo de 0 & +1,0

V nos diferentes eletroélitos anteriormente descritos.
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2.2.6 Estudos da Quantidade da Enzima

Apos verificar o efeito do mediador, os eletrodos de trabalho tiveram a
pasta de carbono modificada pela adigdo de 0,1% em massa do sal de ABTS.

A avaliacdo da influéncia da quantidade de enzima lacase do
Aspergillus oryzae (NOVOZYM 51003®) no processo de imobilizagao foi verificada em
funcdo da resposta voltamétrica dos eletrodos. Para isso, foram registrados
voltamogramas ciclicos dos eletrodos variando o potencial de 0,0 a -1,0V a20 mV s™,
em uma célula eletroquimica com 10 mL de solugao eletrolitica preparada com fenol
(0,1 mol L™, utilizando-se KCI (0,3 mol L™) como eletrdlito suporte. Os volumes de
solucio da lacase do produto NOVOZYM 51003® foram 50 pL, 100 pL, 150 pL e 200
ML, que correspondia a 47, 94, 141 e 187 U (unidade de atividade enzimatica),

respectivamente.

2.2.7 Estudo da Influéncia do pH

O pH exerce grande influencia sobre as reagbes enzimaticas. As
enzimas apresentam pH o6timo onde a atividade e a velocidade das reacgbes sao
maximas. A molécula de lacase € uma glicoproteina dimérica, ou tetramérica, que
usualmente contém quatro atomos de cobre por monémero, ligados a trés sitios de
redox. Dependendo do valor de pH, a lacase, pode sofrer desnaturagdo, isto é, sua
conformacao nativa pode ser alterada perdendo parcial ou totalmente sua atividade
catalitica.

Para o estudo da influéncia do pH, avaliou-se a resposta voltamétrica
do eletrodo de trabalho em solugdo de KCI (0,3 mol L™") e Fenol (0,1 mol L") nos
seguintes valores de pH: 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0, ajustados com solu¢des de HCI e KOH
diluidos. Simultaneamente, foi avaliada a quantidade de 50 uL de lacase (Produto

Novozym 51003®) adicionada ao eletrodo de pasta de carbono.
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O eletrodo teve seu comportamento voltamétrico avaliado utilizando-se
solucdo de KCI (0,3 mol L) e Fenol (0,1 mol L") com os cinco valores distintos de pH.
Em seguida, o mesmo foi feito com o eletrodo de pasta de carbono modificado com

adicdo de 100 uL da lacase e assim sucessivamente com 150 yL e 200 pL da enzima.

2.3 RESULTADOS E DiscuUssAO

2.3.1 AVALIACAO da Atividade da Lacase (Novozym 51003%)

A atividade da lacase (NOVOZYM 51003®) foi de 937 U/mL. O valor é

foi condizente com o previsto pelo fornecedor, ou seja, de 1000 U/mL.

2.3.2 Efeito da adi¢do de Mediador nos eletrodos construidos de lacase de Aspergillus
Oryzae (Novozym 51003°)

A Figura 10 a seguir, apresenta o voltamograma do eletrodo de pasta
de carbono (EPC) em solucdo de KCI (0,3 mol.L™"). Os resultados obtidos demonstram
que nao ha evidencias de picos de oxidacdo nem de reducdo, o que se conclui que a

pasta de carbono nao causa interferéncia na resposta dos eletrodos construidos.
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Figura 10 - Voltamograma ciclico do eletrodo de pasta de carbono (EPC) construido com
grafite em po (75% m/m) e nujol (25% m/m). Voltamograma obtido no
eletrélito KCI 0,3 mol L™ com pH ajustado para 2,00. A velocidade de
varredura foi de 20 mV s™.

Foi possivel observar que para os eletrodos de pasta de carbono
contendo lacase (Novozym 51003®), obteve-se um grande aumento de sua resposta
amperométrica quando foi adicionado o ABTS como mediador.

A Figura 11 mostra um aumento pronunciado na sensibilidade do
eletrodo de pasta de carbono quando incorporado em sua composi¢cdo, solucido de
ABTS (50 mmol L™") como mediador. O eletrodo que nao recebeu a adigdo do mediador
apresentou um valor de Ey; de aproximadamente +0,70 V e um valor de I,c de 41,5 pA.
O eletrodo que possuia o0 mediador em sua pasta de carbono apresentou um valor de

Eyc de +0,73 V e um valor de |, correspondente a 326,8 pA.
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Figura 11 - Voltamogramas ciclicos sobrepostos de eletrodos construidos com mediador

(—) e sem mediador (- - -). Os eletrodos foram caracterizados no eletrélito

(ABTS 2 mmol.L™'+ KCI 0,3 mol L") com pH ajustado para 2,00. O agente

biolégico utilizado foi a enzima comercial do fungo Aspergillus oryzae
(NOVOZYM 51003°). A velocidade de varredura foi de 20 mV s™.

Os perfis dos dois voltamogramas, neste caso, foram semelhantes. A
adicdo do mediador ocasionou um aumento na resposta amperométrica em
aproximadamente 8 vezes. A oxidacdo do ABTS pela lacase ocorre em duas etapas
representadas pelos dois picos de oxidagdo obtidos do voltamograma do eletrodo
EPC/lacase/ABTS. Inicialmente a oxidacdo do ABTS pela lacase ocorre com a
formacgéo do cation radicalar ABTS™ representado pelo primeiro pico de oxidacdo com
um valor de Ep de aproximadamente + 0,17 V, o segundo pico de oxidagdo, Epq,
representa a oxidacdo do cation radicalar formando o dicationo ABTS?*, com um valor
de aproximadamente + 0,73 V.

A diferenga nas correntes pode ser observada no voltamograma do
eletrodo de pasta de carbono modificada ndo contendo a presenga do mediador em sua
composicao, ilustrada em destaque na Figura 11.

O efeito da adigdo do mediador foi avaliado em outros dois valores de
pH: 3,0 e 4,0 para a solucdo de , KCI (0,3 mol L™") mais ABTS (2,0 mmol L™"). O pH foi
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ajustado com solugbes de hidroxido de potassio e acido cloridrico diluidos. Os
resultados descritos na Tabela 1 vem complementar a Figura 11. Novamente se
observa um aumento acentuado nas respostas amperométricas com a adigdo do

mediador, em todas as ocasioes.

Tabela 1 - Efeito da adigdo do mediador sobre a resposta amperométrica, para o Iy, do
sensor em diferentes valores de pH para o eletrélito (ABTS 2 mM+KCI 0,3 M).
O agente bioldgico utilizado foi a lacase comercial de Aspergillus oryzae.

Sem mediador | Com mediador
pH loc | (HA) loc Il (A) Razio lpc Ul Il
2,0 41,5 326,8 0,127
3,0 30,8 325,8 0,0945
4,0 39,6 366,0 0,108

O mecanismo de acgdo dos sistemas lacase-mediador tém sido
estudados em virtude do seu potencial de aplicagdo (Johannes & Majcherczyk 2000).
Os mediadores redox, descritos pela primeira vez por Bourbonnais e Paice (1990),
permitem a lacase a oxidagao de compostos nao fendlicos, estendendo a amplitude de
substratos em que a enzima catalisa reagbes de oxidagdo (Minussi et al. 2005,
Posdnyakova et al. 2004, Gonzales et al. 2002). Sistemas lacase-mediador tem sido
muito utilizados em industrias de papel e celulose, onde atuam na descoloragao de
corantes e, em industrias téxteis, onde atuam no tratamento desses efluentes,
removendo compostos xenobidticos aromaticos e poluentes (Call; Mucke, 1997).
Shumakovich et al. (2006) estudaram as propriedades quimicas e cinéticas de
mediadores de lacase de Trametes hirsuta e ressaltam a eficiéncia destes na
biodegradacdo de compostos xenobidticos pela lacase. Em relacdo aos sensores
quimicos, lacases e mediadores também tem sido muito utilizados como modificadores
de superficie de eletrodos empregados na construgdo de biossensores. A literatura traz
varios trabalhos sobre estes dispositivos de deteccdo com lacase aplicados para

determinacdo de analitos de interesse farmacéutico, alimenticio e principalmente
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ambiental. Liu e Dong (2008) imobilizaram a lacase na superficie de nanotubos de
carbono vitreo e observaram que a enzima manteve 6tima atividade eletrocatalitica
para a redugédo de oxigénio utilizando o ABTS como mediador. O biossensor pode ser
usado para determinagdo de catecol com ampla faixa linear. Odaci et al. (2006)
puderam verificar os efeitos de trés diferentes mediadores, ou seja, HBT (I-
hydroxybenzotriazole), VLA [acido violuric (5-acido isonitrosobarbituric)] e TEMPO (2,2,
6,6-tetrametilpiperidina-N-oxil radical) na resposta de um eletrodo com a enzima lacase
imobilizada através de ligagdes covalente com glutaraldeido. O eletrodo foi utilizado
para determinacao de paracetamol. A medida foi baseada na detec¢do do consumo de
oxigénio em relagdo a oxidagao do analito. Os autores observaram efeito notavel sobre
o sinal amperometrico com a presenga dos mediadores e a lacase, proporcionando
maior consumo de oxigénio durante a reagdo enzimatica, com destaque para o HBT
como mediador. Liu et al. (2005) verificaram para seu eletrodo de nanotubo de carbono
com a enzima lacase imobilizada em matriz de quitosana o efeito do ABTS em favor da
acessibilidade do substrato ao sitio ativo da enzima. Fabrini et al. (2002); verificaram
através de voltametria ciclica o papel de 12 mediadores na atividade da lacase e pbéde
observar no caso do ABTS, reagdes de oxidagcdo imediatas deste composto
melhorando o mecanismo de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo.
Posteriormente, os eletrodos foram construidos com a mesma
configuragao, porém acrescentando ABTS (0,1% m/m) a mistura de pasta de carbono
modificada, visto que atuou como um bom mediador para a lacase, conforme mostram
os voltamogramas da Figura 11. Portanto, optou-se por estudar a resposta voltamétrica

do eletrodo em relacédo a quantidade de enzima e do pH do eletrdlito.

2.3.3 Efeito da adicdo de concentragcdes de lacase e de diferentes valores de pH na

resposta do eletrodo de pasta de carbono.

O efeito da concentragao da lacase foi estudado utilizando-se volumes
de 50 pL, 100 pL, 150 pL e 200 pL do produto NOVOZYM 51003® cujas atividades
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enzimaticas correspondiam a 47, 94, 141 e 187 U, respectivamente, adicionadas a
mistura de pasta de carbono.

Simultaneamente, foi avaliado os efeitos dos valores de pH: 3,0; 4,0;
5,0; 6,0 e 7,0, da solucdo KCI (0,3 mol L") mais fenol (0,1 mol L") sobre a melhor
resposta do eletrodo

Os voltamogramas obtidos estdo apresentados nas Figuras 12 a 15.

40 T T T T T T T

EPC/lacase/ABTS

20 50 L lacase

1/ pA

-20

40 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

Figura 12 - Voltamogramas ciclicos para eletrodos de pasta de carbono com
lacase de Aspergillus oryzae (Novozym 51003®) imobilizada (50
uL), em solugdo de fenol 0,1 M e KCI 0,3 M, v = 20 mV s’ em
difrentes valores de pH: (—) 3,0; (—) 4,0; (—) 5,0; () 6,0; e,
(—)7,0.
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Figura 13 - Voltamogramas ciclicos para eletrodos de pasta de carbono com
lacase de Aspergillus oryzae (Novozym 51003®) imobilizada (100
ulL), em solugdo de fenol 0,1 M e KCI 0,3 M, v = 20 mVs™, em
difrentes valores de pH: (—) 3,0; (—) 4,0; (—) 5,0; (——) 6,0; e, (—)
7,0.

60 T T T T T T T

40 EPC/lacase/ABTS

20 150 pL lacase

1/ A
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40
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-80 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

E/V

Figura 14: Voltamogramas ciclicos para eletrodos de pasta de carbono com
lacase de Aspergillus oryzae (Novozym 51003®) imobilizada (150 pL), em
solugao de fenol 0,1 M e KCI 0,3 M, v = 20 mV s, em diferentes valores de
pH: (—) 3,0; (—) 4,0; (—) 5,0; (—) 6,0; &, (—) 7,0.
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Figura 15 - Voltamogramas ciclicos para eletrodos de pasta de carbono com lacase
de Aspergillus oryzae (Novozym 51003®) imobilizada (200 uL), em solugéo de fenol
0,1MeKCI0,3M,v=20mVs", em diferentes valores de pH: (—) 3,0; (—) 4,0; (—)
5,0; () 6,0;e, (—) 7,0.

A Figura 16 mostra uma comparagao dos valores de corrente (em pA)
quando foi fixado o potencial em 0,5 V em fungado do pH para concentragdes de lacase

(937 U mL™") de 50 ul, 100 ulL, 150 pL e 200 pL.
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Enzima/uL
1 —m—50uL - (47 V)
0] —e— 100 pL - (94 U)

—4— 150 L - (141 U)
v 200 4l - (187 U)

Figura 16 - Valores da corrente em (uA) quando o potencial foi fixado em 0,5 V
(Voltamogramas ciclicos) para eletrodo de pasta de carbono com diferentes
concentragdes de lacase imobilizada em diferentes valores de pH".

O efeito da concentragcao da lacase imobilizada mostrou uma maior
sensibilidade quando foram adicionados a mistura da pasta de carbono 150 uL de

solugdo da enzima. A tabela 2 mostra os resultados apresentados na Figura 16.
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Tabela 2 - Resultados obtidos, nos estudos das variaveis: quantidades de enzima e de
pH do eletrdlito. O agente bioldgico utilizado foi a enzima lacase do fungo Aspergillus
oryzae (Novozym 51003°).

Enzima/ pL pH lg = 0,5/MA
50 3,0 7,81
50 4,0 11,72
50 5,0 12,21
50 6,0 12,12
50 7,0 16,60
100 3,0 16,12
100 4,0 21,98
100 5,0 22,96
100 6,0 22,96
100 7,0 21,98
150 3,0 20,03
150 4,0 32,73
150 5,0 38,10
150 6,0 39,57
150 7,0 40,06
200 3,0 48,93
200 4,0 41,28
200 5,0 34,24
200 6,0 31,13
200 7,0 20,30

Na avaliagcéo de diferentes valores de pH para o sistema eletroquimico,
utilizando-se o eletrodo de pasta de carbono com a lacase imobilizada, observou-se
que houve um aumento da resposta do eletrodo com o aumento do pH da solugéo
eletrolitica, quando foi adicionado a mistura de pasta de 150 uyL de lacase de
Aspergillus orizae (Novozym 51003% ).

Ainda da tabela 2 observa-se que ocorre um aumento da resposta do

eletrodo de acordo com os valores de corrente medidas em fung¢édo do pH: 3,0, 4,0 € 5,0
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da solugao quando foram adicionados a mistura de pasta de carbono as quantidades 50
uL e 100 pL de lacase (Novozym 51003®), sendo que para o volume de 100 pL, os
valores de corrente praticamente mantiveram nos valores de pH 5,0 a pH 7,0.
Normalmente, o pH 6timo de atividade da lacase depende do tipo de
substrato. No caso de fendis, as lacases fungicas costumam ter atividade o6tima no
intervalo de pH entre 3,0 e 7,0 (Schneider et al., 1999). Para o desenvolvimento de
eletrodos de pasta de carbono modificadas com lacase € importante evitar a perda
parcial ou total de atividade da enzima que pode ser atribuida por diversos fatores entre
eles, o pH. Para Gomes e Rebelo (2003) que construiram um biossensor com a enzima
lacase de Coriolus versicolor imobilizada em membranas e o aplicaram para
determinacgao de varios compostos fendlicos em vinhos, como por exemplo, o catecol, a
maxima resposta catalitica do sistema foi observada nos pH entre 4,5 e 5,5. O eletrodo
de Freire, Duran e Kubota (2001), constituido de fibras de carbono e lacase de
Trametes versicolor imobilizada covalentemente com carbodiimida e glutaraldeido, foi
aplicado para determinacdo de compostos fendlicos. A dependéncia da resposta do
biossensor em fungdo do pH para uma solugdo de catecol 100 pmol.L™" foi avaliada
aplicando-se um potencial de -100 mV. O biossensor apresentou maxima resposta
amperometrica para pH 5,0 da solugdo de catecol demonstrando uma queda de
sensibilidade no intervalo de pH entre 5,0 e 7,5. O biossensor de Leite, Fatibello-Filho e
Barbosa (2003) que tinha a enzima lacase do fungo Pleurotus ostreatus imobilizada em
pasta de carbono, foi empregado para determinagdo de adrenalina e dopamina em
formulagdes farmacéuticas. O efeito do pH sobre a resposta do biossensor foi estudado
no intervalo de 3,0 a 8,0 e os autores observaram aumento dos valores de corrente com
o aumento dos valores de pH entre 3,0 a 7,0. O efeito da concentragcdo de lacase
também foi estudado no trabalho variando-se as concentragdes entre 0,29 e 1,8 U/mg
de enzima adicionadas a pasta de carbono. Foi observado um aumento da resposta do
biossensor com aumento da concentragéo de lacase sendo que 1,2 U/mg da enzima foi

o valor onde o biossensor apresentou sua melhor resposta.
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2.4 CONCLUSOES PARCIAIS

A solugdo de lacase de Aspergillus oryzae teve sua atividade
enzimatica determinada e equivalente a 937 U/mL.

A adicdo do ABTS a pasta de carbono nos eletrodos como mediador
para a agao da lacase se mostrou extremamente efetiva, proporcionando um aumento
de aproximadamente 8 vezes na resposta amperométrica. Os valores de corrente (Ipc)
tiveram aumento de 787% a 924%, e o pH 4,0 do eletrdlito, proporcionou melhor
resposta voltamétrica.

O estudo do efeito da concentragdo de lacase imobilizada sobre a
resposta do eletrodo demonstrou que a resposta do eletrodo aumenta com o aumento
da quantidade de enzima imobilizada até 150 L, tendo decrescido para 200 pL.

A influéncia do pH na resposta do eletrodo de pasta de carbono,
modificada com 150 pL lacase (Novozym 51003) imobilizada, teve melhor desempenho
quando o pH do eletrdlito foi proximo da neutralidade.

O desenvolvimento de um biossensor estavel com alto grau de
seletividade, mantendo suas caracteristicas de facil manipulagcdo e de portabilidade
continua a ser um desafio para a area eletroanalitica.

Propdem-se para a continuidade do trabalho estudar outros métodos de
imobilizagdo do biocomponente, principal responsavel pela seletividade do biossensor,
objetivando maior estabilidade e sensibilidade para o mesmo, com utilizacdo de
polimero condutor e de filmes poliméricos que devem proteger a superficie do eletrodo

contra impurezas, bloquear interferentes e favorecer a atividade catalitica.
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CAPITULO 3
ELETRODOS MODIFICADOS UTILIZANDO POLIMERO CONDUTOR PARA
IMOBILIZAGAO DE AGENTES BIOLOGICOS

3.1 INTRODUCAO

Neste capitulo, um estudo sobre eletrodos quimicamente modificados
com filmes poliméricos, sera abordado. Neste contexto foram escolhidos componentes
capazes de promover ou melhorar a estabilidade do eletrodo.

O polipirrol foi escolhido como agente modificador em fun¢do do seu
carater condutor e sua biocompatibilidade. O exopolissacarideo botriosferana (EPS) foi
escolhido por ser soluvel em agua e melhorar a estabilidade da enzima imobilizada.

A adsorcdo de biomoléculas € o método mais simples de preparacao
dos eletrodos. Varias substancias podem adsorber enzimas sobre suas superficies, tais
como alumina, carvao, celulose, silica gel, vidro, etc. A unido é muito fraca, o que
resulta na perda de material e tempos de vida muito curtos (SEGNINI, 2003).

A imobilizacdo do biocomponente através de filmes ou matrizes
poliméricos (as) permite a imobilizagdo de muitas monocamadas da espécie ativa na
superficie modificada, ampliando consideravelmente a resposta eletroquimica (DONG,
2002). Os filmes poliméricos ainda oferecem a vantagem de proteger a superficie do
sensor contra impurezas, bloquear interferentes e permitir alta velocidade de
transferéncia de elétrons (KUBOTA, 2002).

Polimeros intrinsecamente condutores (PIC) ou polimeros eletroativos
conjugados apresentam como vantagens: baixo custo, propriedades bioldgicas inertes,
alta velocidade de transferéncias de elétrons e facilidade de sintese sobre qualquer
superficie metdlica, o que justificam a sua aplicagdo no desenvolvimento de novos
sensores (LOFRANO, 2001; VISWANATHAN; RADECKA; RADECKII, 2009).

Os estudos com polimeros condutores tiveram seu inicio na década de

70, a descoberta do poliacetileno dopado é considerada o marco inicial dos polimeros
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intrinsecamente condutores. Mas, foi em 1987 que aconteceu a primeira aplicagao de
polimeros condutores na imobilizacdo de enzimas, a enzima era a Glicose oxidase e foi
depositada em polipirrol sobre eletrodos de platina (ANDRADE, 2006; RAZOLA et al.,
2002).

Entre os polimeros condutores tais como: poli (anilina), poli (indol), e
poli (pirrol), este ultimo tem se destacado bastante na modificacdo de superficies de
eletrodos por apresentar caracteristicas como: ser soluvel em agua, podendo ser
misturados juntamente com as enzimas, sem provocar a desnaturagcao destas, além
formar do filme em uma unica etapa, Figura 17 (GERARD; CHAUBEY; MALHOTRA,

2002).
H H
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piarol polipnrol
(a) (b)

Figura 17 - Representacgao estrutural do pirrol (a) e do polipirrol (b).

O polimero de poli (pirrol) € formado sobre a superficie do eletrodo
onde a enzima é depositada, assim a conexao enzima-eletrodo acontece sem envolver
os sitios ativos da mesma, aumentando a sensibilidade do biossensor.

Varios eletrodos enzimaticos a base de polipirrol tem sido construidos,
a imobilizacdo da enzima na matriz polimérica pode ocorrer por interacdo fisica ou
quimica e tem a finalidade de manter a proximidade da mesma com o eletrodo
(GUIMARD; GOMEZ; SCHMIDT, 2007).

A formacdo dos filmes poliméricos pode acontecer através de trés
procedimentos: “casting”, eletroporimerizagao e “screen printing” (COSNIER, 1999). A
elaboracéo do filme polimérico através da técnica “casting” foi escolhida, visto que esse
foi o procedimento utilizado por ser de baixo custo e de facil obtencéo.

No procedimento de “casting”, a formagao do filme acontece quando

ocorre a evaporagdao do solvente da solugdo contendo o polimero, adicionada ou
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depositada na superficie do eletrodo (GERARD; CHAUBEY; MALHOTRA, 2002;
TELES; FONSECA, 2008). A biomolécula também faz parte da solugéo e, portanto &
incluida dentro do polimero formado. A desvantagem deste método é a dificuldade de
se formar filmes homogéneos e reprodutiveis (TELES; FONSECA, 2008).

O volume de lacase de Aspergillus oryzae (Novozym 51003®) foi de 200
uL (187 U) para os eletrodos construidos, estes foram avaliados por voltametria ciclica
utilizando como substratos: solugdes de fenol, hidroquinona e benzoquinona. Uma
solucao de cloreto de potassio foi utilizada como eletrélito suporte.

As lacases sao enzimas que catalisam a oxidagdo de varias
substancias aromaticas e inorganicas. Hidroquinona, também chamada benzeno-1,4-
diol, 1-4 dihidroxibenzeno ou ainda quinol, € um composto organico aromatico o qual é
um tipo de fenol, tendo a férmula quimica CgHs(OH), (LEITE; FATIBELLO FILHO;
BARBOSA, 2003). A oxidagédo da hidroquinona catalisada pela enzima lacase produz
como produto a parabenzoquinona, um dos isémeros de posicdo da benzoquinona, de
formula quimica CgH4O,, portanto a parabenzoquinona correspondente a forma oxidada
da hidroquinona (WIDSTEN; KANDELBAUER, 2007).

A aplicagcao de um potencial no meio onde ocorre a reagao de catalise
pode regenerar a lacase novamente ao seu estado oxidado, e assim continuar atuando

na atividade de reconhecimento.



61

3.2PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 Reagentes e Solucdes

Para o preparo das solugdes foi utilizado os seguintes reagentes:

Monémero pirrol 99% (p.a) — Este foi utilizado previamente

destilado e estocado a temperatura de 4 °C.

Ferricianeto de Potassio (p.a)

Cloreto de ferro (p.a)

Benzoquinona 99% (p.a)

Hidroquinona 99% (p.a)

lacase (NOVOZYM 51003®), produzida pela empresa Novozymes,

Curitiba-PR.

Exopolissacarideo (EPS) Botriosferana

3.2.1.1 Produgéao de exopolissacarideo (EPS)

O Botriosferana foi produzido no Laboratério de Pesquisa de

Bioquimica de Microrganismo do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da

Universidade Estadual de Londrina e gentilmente cedidos pela Professora Dra. Aneli de

Melo Barbosa.
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3.2.1.2 Preparo das solugdes

Pesou-se 1,056 g de KsFe(CN)g, 0,34 g de FeCl;.H,O e 0,025 g do
exopolissacarideo (EPS) Botriosferana que foram dissolvidos em 25 mL de agua para
preparar uma solucédo 0,1 mol. L™, 0,05 mol.L™" e 1g/L, respectivamente.

A solucéo serviu para preparo de outras duas solugdes, na primeira 10
mL desta foi adicionada 0,0335 g de pirrol (0,05 mol.L™") mais 200 pL da enzima lacase
de Aspergillus oryzae (Novozym 51003®). Na segunda, adicionou-se somente igual
quantidade de pirrol. Os reagentes utilizados foram procedentes da Merck. Todas as
solugdes foram preparadas com agua deionizada e ultrapurificada (Mili-q, Milipore,
resisténcia nominal, 18, 2mQ).

As duas solugdes foram entao filtradas lavando-se o papel de filtro com
agua, o polipirrol foi sintetizado quimicamente por exposicdo do mondémero aos
oxidantes, no caso dos sais de ferro, sendo que um po preto também foi formado como

resultado da sintese do polimero.

3.2.1.3 Construgao dos eletrodos de pasta de carbono

As solugdes obtidas da filtragdo citada anteriormente foram utilizadas
na constru¢ao de dois eletrodos de pasta de carbono, utilizando-se seringas de plastico
de 1 mL (seringas clinicas para insulina), modificadas com um fio de cobre acoplado ao
embolo ligado, para o contato elétrico externo, a uma secgao de grafite. A mistura de
pasta de carbono foi preparada com 75% (m/m) de grafite em po, 25% (m/m) de nujol e
mais 100 pyL da solugao inicial obtida da filtracdo contendo a enzima. Esta mistura foi
levada a um almofariz e maceradas com o auxilio de pistillo por um periodo de 40
minutos, quando a pasta adquiriu consisténcia adequada. Foram montados dois
eletrodos de pasta de carbono: o primeiro foi modificada com polipirrol e lacase,

EPC/Ppyl/lacase; o segundo eletrodo, foi modificado somente com o polipirrol, EPC/Ppy,
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assim este difere do anterior por conter na mistura carbonacea a solugdo obtida da
filtracdo sem a lacase.

Os eletrodos foram analisados utilizando-se a voltametria ciclica, em
solugdes de KCI (0,3 mol L™') mais ABTS (2 mM) e em KCL (0,3 mol L") mais Fenol (2
mmol L"). A influencia da concentracdo de fenol foi estudada, variando-se as
concentracdes de fenol (0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0; 70,0; 100,0 mmol.L™).

Utilizando-se a mesma técnica da voltametria ciclica, os eletrodos foram
mais uma vez estudados em solucdo de KCI (0,3 mol L") e Hidroquinona (2 mmol L),
KCI (0,3 mol L") e Benzoquinona (2 mmol L"), sendo que para estas solucdes foi
verificado também o melhor valor de pH (2,0, 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0) para a resposta do
eletrodo e, posteriormente, entdo com este valor definido estudou-se a velocidade de
varredura.

A solugdo de hidroquinona (2 mmol.L™") foi preparada adicionando-se
0,0110 g do composto diluida em baldo volumétrico para 50 mL e a solugdo de
benzoquinona (2 mmol L'1) foi preparada adicionando-se 0,0108 g do composto diluida
em baldo volumétrico de 50 mL. Ambas as solugdes foram preparadas diariamente, e

para o ajuste do pH foram utilizados solu¢des de HCI e KOH.

3.2.2 Estudo da Velocidade de Varredura

Para este estudo foram realizadas voltametrias ciclicas em diferentes
velocidade de varreduras de potenciais (2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 e 1000 mV.s™),
com eletrodo EPC/Ppy/lacase [compdésito: 75% (p/p) de p6 de grafite, 25% (p/p) de
nujol e 100 uL de solugdo de lacase] imerso em solucdes de hidroquinona (2mmol.L™)
e benzoquinona ( 2mmol L"), ambas em KCI (0,3 mol.L™") como eletrdlito suporte e com
pH 5,0.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Efeito da Presenca do Modificador nos Eletrodos Utilizando como Substratos
Solugdes de ABTS e Fenol

Os eletrodos EPC/Ppy/lacase e EPC/Ppy foram analisados utilizando-
se a voltametria ciclica, em solucdes de KCI (0,3 mol L™') com ABTS (2 mmol.L™") e em
KCI (0,3 mol L™) com Fenol 2 mmol L™

A Figura 18 a seguir mostra o comportamento dos eletrodos apenas na
presenca do eletrdlito suporte (KCI 0,3 moI.L'1). Observou-se o efeito da presenca da
lacase imobilizada no eletrodo EPC/Ppy/lacase quando foi feita a comparagao dos
voltamogramas. O eletrodo EPC/Ppy n&o apresentou picos de oxidagdo nem de
redugao, e o eletrodo EPC/Ppy/lacase apresentou pelo menos um pico de oxidacéo e

um pico de reducao.

EPC/Ppy/lacase 0,00002 4 EPC/PRY

KCl0,3 mol.L" KCI 0,3 mol.L"
0,00 4
~
€ 000000 %

-0,00002 4

I/ mA

T T .
-0.8 0,0 0.8
E/V - Ev

@) (b)

Figura 18 - Voltamogramas ciclicos para eletrodos EPC/Ppy/lacase (a) e EPC/Ppy (b) obtidos
na presenca de apenas KCI (0,3 mol.L") como eletrélito suporte com velocidade de varredura
dev=20mVs".
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As Figuras 19 e 20 mostram a resposta amperométrica para os dois
eletrodos, sendo que o eletrodo EPC/Ppy/lacase possui nos 100 pyL da solugédo a
presenca da lacase (Novozym 51003®) em sua composigdo. Este eletrodo apresentou
valores mais acentuados para as correntes relativas aos processos de reducgido e

oxidagao quando comparados com ABTS e fenol.

0,020 EPC/Ppy/lacase
00154 KCI 0,3 mol.L" + ABTS 2mmol.L”
] KCl 0,3 mol.L" + Fenol 2mmol.L”
0,0104
< n
c 0,005
0,000+
-0,0054
-0,0104
-0,015 T T
2 0

E/V

Figura 19 - Voltamogramas ciclicos para eletrodo EPC/Ppy/lacase obtido na
presenca de 2,0 mmol.L" ABTS e 2,0 mmol.L™ fenol com velocidade de
varredura de v = 20 mV s e eletrdlito suporte KCI (0,3 mol.L™).

O eletrodo que ndo possuia a lacase na sua composi¢do, ou seja, O
eletrodo EPC/Ppy, Figura 20, apresentou valores de Ep; proximos ao anterior, porem

com diferenga mais significativa para valores de .
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EPC/Ppy

1 kc1 03 molL" + ABTS 2mmol.L”!
0,004 -

) KCI 0,3 mol.L”" + Fenol 2mmol L
0,002

0,006

0,000
-0,002

-0,004 -

1/ mA
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0,008
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00124

0,014
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Figura 20 - Voltamogramas ciclicos para eletrodo EPC/Ppy, obtido na
presenca de 2,0 mmol.L™" ABTS e 2,0 mmol.L™" fenol com velocidade de
varredura de v = 20 mV s e eletrdlito suporte KCI (0,3 mol.L™).

Devido a semelhanga dos voltamogramas, foi dificil realizar uma analise
quantitativa em termos de valores de Ey. e I,c. A tabela a seguir traz os valores, quando
foi possivel medi-los para os eletrodos EPC/Ppy e EPC/Ppy/lacase nas solugdes de
ABTS, fenol e de KCI (eletrdlito suporte).

Tabela 3: Valores de potenciais de pico (Ep ox, Oxidagdo ) e de corrente de pico
(jr.ox, Oxidacdo) para os voltamogramas dos eletrodos, EPC/Ppy e EPC/Ppy/lacase,

utilizando-se as solugdes de ABTS, fenol e de KCI (eletrdlito suporte).

Eletrodo KCI (branco) ABTS Fenol
EPC/Ppy EpC (V) Ipc,ox Epc (V) Ipc,ox (lJA) Epc I PC,OX
(HA) V) (MA)
n.d. n.d. 0,07 0,7.10° 0,07 | 0,7.10°
EPC/Ppy/lacase | 0,02 2.10° 0,05 2.10°° 0,07 2.10°°

(*) n.d.: ndo detectado
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Utilizando substratos distintos nas solugdes eletroliticas, pbéde-se
observar a partir dos dados da tabela, que a melhor resposta amperométrica foi para o
eletrodo EPC/Ppy/lacase, modificado com a presencga de lacase de Aspergillus orizae
(Novozym 51003®), quando foi imerso na solugdo de fenol. A Figura 21 mostra a
comparacado dos voltamogramas dos eletrodos, EPC/Ppy/lacase e EPC/Ppy, quando
imersos na solucdo eletrolitica preparada com KCI (0,3 mol L™) com fenol (2,0 mmol L
'). Observou-se que o eletrodo EPC/Ppy/lacase apresentou um perfil voltamétrico
menos definido do que o EPC/Ppy, indicando que a enzima n&o interfere resposta

eletroquimica para o fenol.

0,010

—— EPC/Ppyl/lacase

—— EPC/Ppy
0,005

0,000

I/ mA

-0,005

-0,010

-0,015 . , ; . ; .

E/V

Figura 21 - Voltamogramas ciclicos para eletrodo 1 (com enzima) e eletrodo 2
(sem enzima) de pasta de carbono, comparagao dos voltamogramas em solucao
de fenol 2,0 mmol.L™" mais KCI (0,3 mol.L™"), v=20mV s™.

Na seqléncia do trabalho foi estudado o comportamento voltamétrico
do eletrodo EPC/Ppy/lacase. Este eletrodo foi caracterizado na presencga de diferentes
concentracdes de fenol: 0,5 mmol L™; 1,0 mmol L™'; 2 mmol L™'; 5 mmol L'™!; 10 mmol L™;
20 mmol L™"; 50 mmol L™"; 70 mmol L™ e 100 mmol L™, Figura 22.
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[Fenol] / mmol.L™

==m=== KCI| 0,3 M
Fenol 0,5mM
------ Fenol 1,0mM
Fenol 2,0mM
====== Fenol 5,0mM
------ Fenol 10,0mM
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-0,02
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Figura 22 - Voltamogramas ciclicos para eletrodo EPC/Ppy/lacase na
presencga de diferentes concentragdes de fenol, utilizando-se KCI (0,3 mol.L™")
como eletrélito suporte, v =20 mV/ s.

Percebe-se pelos voltamogramas obtidos que, na presenga de 5
mmol.L™" de fenol, houve melhor resposta do eletrodo, indicando ser esta a melhor
concentragao do substrato fenol para a enzima lacase de Asperqillus orizae (Novozym

51003®) nestas condi¢des de trabalho.

3.3.2 Efeito da Presenca do Modificador nos Eletrodos Utilizando Como Substratos

Solugdes de Hidroquinona e Benzoquinona

A enzima lacase € capaz de oxidar uma série de compostos tais como:
difendis simples, como a hidroquinona, polifendis substituidos, aminas aromaticas e

benzenodidis (DURAN, ROSA, D’ANNIBALE, GIANFREDA, 2002).
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A hidroquinona é um composto fendlico, de formula quimica CgH4(OH)s,
muito utilizada como agente organico redutor, especialmente em reveladores
fotograficos, presentes também em cremes dermatolégicos onde atuam como
despigmentadores e agentes inibidores da formacdo de melanina. A literatura traz
varios estudos de determinagdo da hidroquinona, envolvendo técnicas como
espectrometria, cromatografia e métodos eletroanaliticos envolvendo eletrodos de pasta
de carbono como os trabalhos desenvolvidos por Vieira et al. (1999), Rodrigues e Rivas
(2002), Vianello et al. (2004)

O eletrodo modificado com a presenga de lacase (Novozym 51003°),
EPC/Ppyl/lacase foi estudado analisando seu comportamento voltamétrico em solugdes
de benzoquinona (2 mmol L'1) e Hidroquinona (2 mmol L'1), a voltametria ciclica foi
realizada com janela de potencial abrangendo de — 1,0 a + 0,65 V e velocidade de

varredura 20 mV.s™', Figura 23.

0,00002

EPC/Ppy/lacase

0,00000

I mA

Benzoquinona
—— Hidroquinona

-0,00002

-0,8 0,0 0,8
Ev

Figura 23 - Voltamogramas ciclicos, comparando a resposta do eletrodo
EPC/Ppy/lacase em solugéo (2 mmol L™") de Benzoquinona com KCI (0,3 mol L™
e em solugdo (2 mmol L) de hidroquinona com KCI (0,3 mol L), 20 mV.s™.
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De acordo com os voltamogramas obtidos, obteve-se melhor resposta
do eletrodo, quando este foi imerso na solugdo que continha KCI (0,3 mol L") e
benzoquinona (2 mmol L™), visto que o voltamograma correspondente a esta solucéo
apresentou picos de oxidagao e reducado mais bem definidos.

A benzoquinona é um composto de formula quimica CgH4O,, possui
dois isomeros classificados como orto-benzoquinona (benzoquin-1,2-ona) e a para-
benzoquinona (benzoquin-1,4-ona), este corresponde a forma oxidada da hidroquinona
catalisada pela lacase (Novozim 51003®), o que deve justificar os comportamentos
diferentes para os diferentes compostos, de acordo com os resultados obtidos nos

voltamogramas.

3.3.3 Estudo da Influéncia do pH

Realizou-se um estudo da influencia do pH no eletrodo EPC/Ppy/lacase
na caracterizagao eletroquimica da benzoquinona e hidroquinona, utilizando o KCI (0,3
mol L") como eletrdlito porque o pH exerce grande influencia sobre as reacdes
enzimaticas. As enzimas apresentam pH 6timo onde a atividade e a velocidade das
reagdes sao maximas, os resultados obtidos variando os valores de pH (2,0, 3,0, 4,0,
5,0 e 6,0) para as solugdes eletroliticas estao representados nas Figuras 24 e 25. Os
voltamogramas ciclicos foram obtidos sob as seguintes condigbes: velocidade de

varredura igual a 20 mV s™' e janela de potencial abrangendo de —1,0 a + 0,65V.
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Figura 24 - Voltamogramas ciclicos, do eletrodo EPC/Ppy/lacase em
solucdo de benzoquinona (2 mmol L) com KCI (0,3 mol L"), em diversos
pHs.
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Figura 25 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo EPC/Ppy/lacase em solugao
de hidroquinona (2 mmol L") com KCI (0,3 mol L"), em diversos pHs.

Os resultados obtidos demonstraram que nessas condicbes de

trabalho, no pH 5,0 houve a melhor resposta do eletrodo quando imerso em ambas as
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solugdes de hidroquinona e benzoquinona, nos outros valores de pH praticamente nao
foi possivel obter valores referentes aos picos de oxidagdo e reducdo através dos

voltamogramas obtidos.

3.3.4 Efeito da Velocidade de Varredura sobre a resposta voltamétrica do eletrodo

modificado.

O efeito da velocidade de varredura sobre a resposta voltamétrica do
eletrodo, no qual se utilizou o agente biolégico modificador, lacase (NOVOZYM
51003®), foi investigado em solugdo de hidroquinona (2 mmol L"), e de benzoquinona,
(2 mmol L") ambas em KCI (0,3 mol L™) e com pH 5,0. Os resultados obtidos variando
a velocidades de varredura (2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 e 1000 mV. s™'), sdo

representados nas Figuras 26 e 27.

o EPC/Ppyllacase
|
wmms_| - Hidroguinona 2 mmol.L?
1 —_— 2 s
Rmmi®4  -pHE 5 mi s
P — — 10mv.s’
E . — 20mv.s"
a— e o 50mv.s*
— — 100mV.s*
] — 00mV.5"
-mm—n E? — 00 mV.s*
s | — 1000 mV.s*
—A
-2 [ ]

FIGURA 26 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura
entre 2 ¢ 1000 mV.s™ utilizando o eletrodo em solugdo de hidroquinona (2 mmol L™)
com KCI (0,3 mol L), pH 5.,0.
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FIGURA 27 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura
entre 2 e 1000 mV.s" utilizando o eletrodo em solugdo de benzoquinona (2 mmol L)

com KCI (0,3 mol L), pH 5,0.

Com o objetivo de avaliar o grau de reversibilidade e a natureza do
transporte do material eletroativo para a superficie do eletrodo, construiu-se uma tabela
com valores de densidade de corrente de pico (jpc,ox, 0xidagdo e jpcrp, reducdo) e dos
potenciais de pico (Epox, oxidagdo e Epgrp, redugado), para complementar os
voltamogramas anteriores, obtidos com variagbes de velocidade de varredura. Os
voltamogramas ciclicos mostraram que, para ambas as solugées de hidroquinona e
benzoquinona, o eletrodo modificado com lacase (Novozym 51003®) houve um
aumento da intensidade da corrente com o aumento da velocidade de varredura.

Gil et al. (2008) investigaram os efeitos do pH (3,0 a 8,0) e da
velocidade de varredura (5 a 40 mV.s’1) para otimizacao do sensor de pasta de carbono

modificada com extrato bruto de lacase (Pycnoporus sanguineos) que foi aplicado na
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determinacgao de varios compostos fendlicos, entre eles, a hidroquinona. A resposta do
biossensor foi observada através dos valores de corrente de pico catddica obtidos,
apresentando maiores valores para o pH de 6,0 a 6,5 e velocidade de varredura igual a

25 mV.s™.

Tabela 4: Valores de densidade de corrente de pico (jpox, Oxidagao e jpRrp,
redugdo) e dos potenciais de pico (Epox, oxidacdo e Epgrp, reducédo) dos perfis
voltamétricos em diferentes velocidades de varredura do eletrodo EPC/Ppy/lacase em

solugdo de benzoquinona (2 mmol L™") com KCI (0,3 mol L"), pH 5,0.

Oxidacao Reducéo ipox

V/ mVs' —

Erox/V | Joox/pAcm? | Epro/V | Jemo/pAcm?2 | FRP

2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
5 -0,006 0,01 -0,09 -0,21 0,0428
10 -0,007 0,17 -0,10 -0,30 0,5666
20 -0,006 0,29 -0,10 -0,43 0,6744
50 -0,01 0,56 -0,11 -0,38 1,4736
100 -0,01 0,90 -0,10 -0,85 1,0588
200 -0,01 1,72 -0,11 -1,67 1,0299
500 0,01 2,88 -0,12 2,41 1,1950
1000 0,02 4,53 -0,14 -3,57 1,2689

(*) n.d.: ndo detectado




75

Tabela 5: Valores de densidade de corrente de pico (jpox, Oxidagdo e jpRrp,

redugdo) e dos potenciais de pico (Epox, oxidacdo e Epgrp, reducéo) dos perfis
voltamétricos em diferentes velocidades de varredura do eletrodo EPC/Ppy/lacase em
solucgo de hidroquinona (2 mmol L™) em KCI (0,3 mol L™), pH 5,0.

Oxidacao Reducéo pox
V/ mVs' —
Epox/V | Joox/pAcm? | Epro/V | Jero/pAcm? | JFRP
2 nd nd nd nd
5 -0,05 0,004 -0,01 -0,004 1,000
10 -0,02 0,008 0,12 -0,007 1,1428
20 -0,03 0,12 0,11 -0,12 1,000
50 -0,01 0,21 0,12 -0,21 1,000
100 -0,02 0,33 -0,12 -0,31 1,0645
200 0,50 1,72 0,08 -0,49 3,5102
500 n.d. n.d. n.d. n.d.
1000 n.d. n.d. n.d. n.d.

(*) n.d.: ndo detectado

A natureza do transporte de massa que governa 0OS pProcessos

redoxes estudados pode ser conhecida pela relacdo existente entre a densidade de

corrente de pico je versus v'? (Figura 28) que mostra a relacdo da raiz quadrada da

velocidade de varredura (v) e a densidade de corrente dos picos (jp) de oxidagao e

reducdo, para o eletrodo EPC/Ppy/lacase, em solugdo de benzoquinona (2 mmol L™
com KCI (0,3 mol L), pH 5,0.
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Observou-se que a densidade de corrente de pico sofreu um
aumento ndo linear com a raiz quadrada da velocidade de varredura. Isto significa que,
a transferéncia eletrénica no filme, presente no eletrodo modificado, parece ser a etapa

determinante da velocidade da reacéo.

3,04 =
2,5—. [ JP,RD
2,04 | | ‘JP’ox
] ]
1,5
1,0 n
e 05 u
o 1 ] n
(1 0,0 =
- i [ ]
e -05- ° °
-1,0 °
-1,5
] [ J
-2,01
22,5 [
T T T T
0 5 10

V1/2/(mv S—1)1/2

FIGURA 28 — Raiz quadrada da velocidade de varredura (v) e a densidade de
corrente dos picos (jp) de oxidagdo e redugdo para o eletrodo
EPC/Ppy/lacase em solugdo de benzoquinona (2 mmol.L™") com KCI (0,3
mol.L™"), pH 5,0.

A relagdo dos resultados obtidos para os valores dos coeficientes
angulares (0) dos graficos de log (jp) versus log (v), estd demonstrada na Figura 29, e
vem complementar a figura anterior constatando novamente que o processo ocorrido &

de transferéncia eletronica.
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FIGURA 29: Valores de log (v) versus log (jp) para: (®) pico de oxidagao e (®) pico de redugao
para o EPC/Ppy/lacase na presenga de benzoquinona.

3.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Pelos voltamogramas obtidos ndo foi possivel realizar uma analise
quantitativa para o comportamento eletroquimico dos eletrodos, EPC/Ppy e
EPC/Ppy/lacase, porém, através de uma analise qualitativa, observou-se que, o
eletrodo que possuia a presenga do modificador, enzima lacase do produto Novozym
51003, apresentou melhor resposta amperométrica ndo acusando diferenga significativa
pelos substratos, Fenol e ABTS.
O EPC/Ppy/lacase também teve seu comportamento voltamétrico
estudado em outras duas solugdes, benzoquinona 2 mmol L™ e hidroquinona 2 mmol L
' utilizando KCI 0,3 mol L' como eletrdlito suporte. Os estudos demonstraram de
acordo com os voltamogramas obtidos, que a melhor resposta voltamétrica do eletrodo,
foi em solugdo que continha Benzoquinona, pois o voltamograma que corresponde a
esta solugao apresentou picos de oxidagao e redu¢cdo mais bem definidos.
Nas condi¢gbes de trabalho, o pH 5,0 demonstrou ser o melhor valor

observado pelo comportamento voltamétrico do eletrodo, para ambas as solugdes de
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hidroquinona e benzoquinona. Nos demais valores de pH praticamente nao foi possivel
obter valores referentes aos picos de oxidagao e redugao através dos voltamogramas
ciclicos.

O eletrodo modificado com a lacase de Aspergillus orizae (Novozym
51003®) proporcionou um aumento da intensidade da corrente com o aumento da
velocidade de varredura, sendo que a etapa determinante da velocidade da reacgao foi a

transferéncia eletrénica no filme presente no eletrodo modificado.
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CAPITULO 4

EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE AMIDO NA ESTABILIZAGAO DE
ELETRODOS MODIFICADOS COM LACASE UTILIZANDO A TECNICA DE “LAYER
BY LAYER” (LBL)

4.1 CONSTRUGOES DE ELETRODOS UTILIZANDO A TECNICA DE “LAYER BY LAYER” (LBL) PARA
IMOBILIZAGAO DA LACASE DE ASPERGILLUS ORIZAE.

4.1.1 Introducéo

Uma das maiores dificuldades na construcdo de biossensores
enzimaticos esta relacionada com a estabilidade da molécula biolégica. Uma técnica
que tem recebido grande ateng&o para uma melhor imobilizagdo do biocomponente na
construgcao de biossensores é a de automontagem de policamadas por Layer-by-Layer
(Ibl) por diminuir a desnaturagdo da enzima, pela facil construgéo e baixo custo.

Apesar da grande maioria das referéncias reportarem o uso da
automontagem por Ibl baseado nas interagbes eletrostaticas, também € possivel
realizar esta deposicdo por outras interagdes, como interagdes biologicas, ponte de
Hidrogénio, ligagao covalente, entre outras (STOCKON; RUBNER, 1997, ZHAO, 2006).

A Ibl por atracao eletrostatica se resume em sobreposi¢coes de espécies
com cargas efetivas opostas (Figura 30). As espécies usadas sao os polieletrolitos e o
material de interesse. (CHAI et al., 2008).
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Figura 30 - llustragdo esquematica do método de automontagem via adsorgéo

eletrostatica, indicando as etapas de: 1) deposicao do polication, 2) lavagem e secagem do
suporte contendo uma camada de polication, 3) deposi¢cdo do polidnion e 4) contendo
camadas alternadas de polication e polianion.

Fonte: (MATTOSO; PATERNO; OLIVEIRA JUNIOR, 2001).

Neste capitulo sera abordada a técnica de filmes automontados
policamadas por Layer-by-Layer (Ibl) para a imobilizagdo da enzima lacase. Realizou-se
um breve estudo do comportamento eletroquimico dos eletrodos construidos lacase
(NOVOZYM 51003%), eletrolito PDDA (poly(diallyldimethylammonium chloride) e,
amidos de milho e mandioca como alternativas para a imobilizag&o.

A utilizacdo de amido modificado de mandioca surgiu como uma
alternativa eficiente e barata em comparagédo ao amido modificado de milho, utilizado
na fabricacao de papel.

Acredita-se que o amido de mandioca propicia uma melhor formagéao de
filme e maior rigidez a camada aplicada, sabe-se ainda que o amido de mandioca
possui uma cadeia molecular maior que a do amido de milho (VASQUES, 2007).

A técnica de automontagem Ibl foi proposta pela primeira vez no inicio
da década de 1980, no trabalho pioneiro de Sagiv (1980) e anos mais tarde,
reformulados por Decher e Hong (1991). Esta técnica recebe este nome pois consiste
da adsor¢do espontanea, quimica ou fisica de camadas ultrafinas (10 — 100 A) de
materiais sobre a superficie de um suporte sélido, a partir de suas solugdes. O tipo de

adsorcao depende da afinidade entre o suporte e o material, 0 que esta diretamente
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relacionado com a estrutura quimica dos materiais empregados (MATTOSO;
MEDEIROS; PATERNO, 2006).

4.2 PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1 Solugdes para Deposicao dos Filmes

Para a constru¢cdo dos eletrodos pela técnica de layer-by-layer foram
preparadas as seguintes solugoes:
o PDDA (poly(diallyldimethylammonium chloride) 2,0 gL pH 5,5:
o Amido de mandioca 2mg/L pH 5,5
o Amido de milho 2 mg/L pH 5,5
o Enzima lacase (NOVOZYM 51003®) 2,0 gL' pH 5,5

O pH das solugoes foi ajustado com solugdes diluidas de HCl e KOH. O
amido de milho que foi utilizado € o comercial adquirido da marca Maizena Duryea de
composicdo 28% de amilose e 72% amilopectina, porém o amido de mandioca

comercial, da marca Yoki, tem uma composi¢gédo de 17% amilose e 83% amilopectina.

4.2.2 Eletrdlitos

Foram preparados eletrélitos para a realizagao dos testes
eletroquimicos.

-KCI 0,1 mol L' pH 5,5

- ABTS 2,0 mmol L' e KCI 0,1 mol L™ pH 5,5
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4.2.3 Deposicao dos Eletrodos

O primeiro eletrodo, foi preparado da seguinte maneira, a lamina de
FTO, foi inicialmente submersa em uma solugdo de PDDA (2,0 mg mL™"), com o pH
ajustado para 5,5, ficando nesta solugdo por dez minutos, entdo foi lavada em agua
deionizada ultrapura, em seguida foi submersa em uma solugéo de lacase (2,0 mg mL’
1) com pH também ajustado para 5,5, ficando nesta solugéo por quinze minutos, entdo
foi lavada, e a lamina com a primeira bicamada foi seca. A metodologia foi repetida por

mais quatro vezes, obtendo assim um filme de 5 bicamadas, Figura 31.

AT AT

—
- lc
~—

(b) (c) (d)
! !

Y~ P YN~
(1) (1

Figura 31 - Representacdo esquematica do processo de fabricagdo de filmes
nanoestruturados por automontagem utilizando dois polieletrélitos, Lacase e PDDA.
O substrato sdlido foi imerso em solugdo (a) da enzima lacase carregada
negativamente, durante um tempo de 5 minutos. Logo apds, o mesmo substrato foi
imerso em agua (b) para remover o excesso € moléculas fracamente adsorvidas,
completando a formagao de uma camada (I). Em seguida, o substrato foi imerso em
solugao de PDDA (c), o polication, por 5 minutos, € na seqléncia, o excesso de
moléculas é novamente removido em agua (d). Apds cada ciclo, completa-se a
formagao de uma bicamada (ll).

O segundo eletrodo montado foi de (PDDA/AMD/PDDA/lacase)s. A

metodologia foi praticamente a mesma, mas foram cinco tetracamadas, sendo que uma
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delas foi de amido de milho feita em solucdo de 2,0 mg mL™, com o pH ajustado para

5,5, Figura 32.

AT AT AMATNATAD
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Figura 32- Representacao esquematica do processo de fabricagdo de filmes nanoestruturados
por automontagem utilizando polieletdlitos, Lacase, amido de milho e PDDA. O substrato sdlido
foi imerso em solugédo (a) do polication PDDA, durante 5 minutos. Logo apds, o mesmo
substrato foi imerso em agua (b) para remover o excesso e moléculas fracamente adsorvidas,
completando a formagao de uma camada (I). Em seguida, o substrato foi imerso em solugao de
amido de milho(c), carregado negativamente, por 5 minutos, e na seqiéncia, o excesso de
moléculas foi novamente removido em agua (d). Uma nova camada de PDDA ¢é depositada pela
imersao do eletrodo na solugdo de PDDA (e) e lavado em agua (f), formando a terceira camada
(1N). Por fim, a lacase foi depositada por atracao eletrostatica, imergindo o eletrodo na solugéo
contendo lacase (g) e lavado em agua na seqiéncia para eliminar o excesso de material nao
adsorvido. Apds cada ciclo, completa-se a formagéo de uma tetracamada (IV).

4.3 TESTES ELETROQUIMICOS

Para avaliar os eletrodos construidos pela técnica “Layer-by-Layer’,
utilizando FTO (Oxido de Estanho dopado com fltior, Flexitec, resisténcia 5/cm?) como
material solido de suporte, PDDA (poly(diallydimethylammonium chloryde) como
polietrolito além dos amidos de milho e mandioca e a lacase, os testes eletroquimicos

foram realizados em uma cela eletroquimica em vidro com uma tampa com furos, para
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entrada dos eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar (contra-eletrodo) e para adi¢cao
de solugdo. O contra eletrodo utilizado foi de Pt e o eletrodo de referéncia foi de
Ag/AgCl, ja o eletrodo de trabalho s&o os biossensores em estudo.

As voltametrias ciclicas foram realizadas em um potenciostato
Microquimica (MQPG-01) interfaciado a um microcomputador, sendo controlado por
software, também da Microquimica.

As voltametrias ciclicas foram realizadas em uma janela de potencial de
0,0 4 1,0 V, em uma velocidade de varredura de 20 mV s™

Como descrito anteriormente, onde foram construidos eletrodos com
diferentes configuragdes, esta diferenca esta na auséncia (PDDA/lacase) e na presenga

dos amidos de milho e mandioca (PDDA/AMIDOMILHO/PDDA/lacase e
PDDA/AMIDOMANDIOCA/PDDA/lacase).

Inicialmente foi feito o estudo dos eletrodos em eletrélito suporte KCI
0,1 mol L' pH 5,5 para se conhecer o seu comportamento voltamétrico.

Além das voltametrias dos dois eletrodos, também foi feito da Iamina de
FTO limpa, Figura 33.

FTO o
— PDDA/LAC

704 PDDA/AMIDOmi/PDDA/LAC
— PDDA/AMIDOma/PDDA/LAC]

03 06 09

-70 4

T T T T T
0,0 0,5 1,0

E /V vs. Ag/AgCl

Figura 33 - Voltamogramas ciclicos, lamina de FTO, (PDDA/lacase) e na presenga dos
amidos de milho e mandioca (PDDA/AMIDOMILHO/PDDA/lacase e PDDA/AMIDO
MANDIOCA/1PDDA/Iacase), em solugdo de KCI (0,1 mol.L”") com ABTS (2,0 mmol.L™),
v=20mVs".
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Observou-se pelos voltamogramas ciclicos, uma melhor definicdo dos
picos de oxidagao e de reducgao para os eletrodos construidos com as fontes de amidos
na imobilizagdo da lacase. O resultado demonstra que para a lamina de FTO nao houve
picos de oxidagdo nem redugdo, o que se conclui que a lamina ndo apresenta corrente
de fundo para os eletrodos construidos. Os resultados descritos na Tabela 6 vém
complementar a Figura 33.

Tabela 6: Valores de potenciais de pico (Epox, oxidag&o; Eyrp, redugéo ) e de
correntes de pico (lp ox, oxidacao; Ip rp, redugédo) para os voltamogramas dos eletrodos,
(PDDA/AMIDOMILHO/PDDA/lacase) e (PDDA/AMIDOMANDIOCA/PDDA/lacase), em
solugdo de KCI (0,1 mol.L™") com ABTS (2 mmol.L™").

Oxidagao Reducgao
Eletrodo
Epox/V Ip.ox Epro/V lo.rD
(nA) (nA)
0,61 34,0 0,39 -15,0
(PDDA/AMIDOMILHO/PDDA/lacase)

0,58 90,0 0,41 -47.0

(PDDA/AMIDOMANDIOCA/PDDA/lacase)

O eletrodo  construido  com amido de  mandioca
(PDDA/AMIDOMANDIOCA/PDDA/lacase)  demonstrou melhor  resposta em
consequéncia de uma melhor estabilidade da lacase no eletrodo.

Na literatura, encontram-se alguns trabalhos que trazem estudos de
diferentes fontes de amido empregados na elaboragdo de biofilmes utilizados pela
industria téxtil. No entanto, ndo ha relatos da utilizagcdo de amidos para elaboragcao de
flmes para recobrimento de superficie de eletrodos visando a confeccdo de

biossensores.
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4.4 CONCLUSOES PARCIAIS

A técnica de auto montagem por “layer-by-layer’ se mostrou eficiente
para a construgao dos eletrodos.

O comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados demonstrou
uma melhor estabilidade do eletrodo construido com o filme elaborado com amido,
entretanto, quando se utilizou o amido de mandioca, houve melhor estabilidade do
eletrodo em comparagao com amido de milho.

Os eletrodos desenvolvidos neste trabalho apresentam baixo custo,
facilidade de preparacao e os resultados abrem expectativas favoraveis quanto ao uso

de amido na elaboracao de filmes de superficie de eletrodos modificados.
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CONCLUSOES GERAIS

O eletrodo de pasta de carbono modificado com a lacase, (Novozym
51003®) construido neste trabalho apresentou baixo custo e facilidade de construcéao.

A adicdo do ABTS a pasta de carbono nos eletrodos como mediador
para a agao da enzima lacase se mostrou extremamente efetiva, proporcionando um
aumento de aproximadamente oito vezes na resposta amperométrica. Os valores de
corrente (Ipc) tiveram aumento de 787%-924%, sendo que para o valor ajustado de pH
4,0 do eletrdlito, o eletrodo teve a sua melhor resposta voltamétrica.

Para os estudos com os eletrodos modificados com polimero condutor,
pirrol, adicionado na pasta de carbono, nao foi possivel, efetuar uma analise
quantitativa para os voltamogramas obtidos, mas, pdde-se verificar melhor resposta
voltamétrica do eletrodo modificado com a enzima lacase (Novozym 51003®), em
solucdo que continha KCI (0,3 mol L") e benzoquinona (2 mmol L"), pois o
voltamograma que corresponde a esta solugao apresentou picos de oxidagao e redugao
mais bem definidos. O mesmo eletrodo, ndo acusou diferenca significativa pelos
substratos, fenol e ABTS.

O eletrodo modificado com a lacase (Novozym 51003®) proporcionou
um aumento da intensidade da corrente com o aumento da velocidade de varredura,
sendo que a etapa determinante da velocidade deste processo foi a transferéncia
eletrénica no filme presente no eletrodo modificado.

O estudo realizado para a influéncia do pH na resposta dos eletrodos
de pasta de carbono modificada com a lacase (Novozym 51003®) encontrou melhor
desempenho em pHs acido.

A técnica de auto montagem por layer-by-layer, € simples e se mostrou
eficiente para a construgdo dos eletrodos, pois para a lamina de FTO, quando
submetida a voltametria ciclica, ndo houve picos de oxidagdo nem redugdo e 0s
eletrodos modificados com lacase (Novozym 51003®) demonstraram pico de oxidac&o e

reducdo bem definidos. Os voltamogramas ciclicos demonstraram ainda melhor
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estabilidade da enzima no eletrodo construido com amido de mandioca, ja que este
apresentou melhor resposta amperomeétrica.

Embora muito ja se saiba do uso do amido na industria alimenticia e
mais recentemente pela industria téxtil, a literatura nao traz relatos do conhecimento de
eletrodos modificados com filmes elaborados por amidos e suas caracteristicas
eletroquimicas. Neste contexto, nossos resultados abrem expectativas favoraveis
quanto ao uso de amido na elaboracdo de filmes de superficie de eletrodos
modificados, visto que, a utilizagdo do amido para a imobilizagdo da lacase (Novozym
51003®) através da técnica LbL fez com que o eletrodo apresentasse 6tima resposta em

decorréncia de uma alta estabilidade da enzima.
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