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RESUMO

O presente trabalho demostrou a potencialidade da Microscopia Eletroquimica de
Varredura (Scanning Electrochemical Microscopy - SECM) no entendimento de
sistemas enzimaticos usando as enzimas glicose oxidase (GOx) e a peroxidase de
raiz forte (HRP) como modelo de reconhecimento. Ademais, avaliou diferentes
plataformas, como: Grafeno (Gr) e Nanotubos de Carbono (CNTs) na resposta de
sistemas enzimaticos através de curvas de aproximacao e imagens. Neste sentido, a
reatividade das enzimas GOx e HRP foi avaliada no modo gerador/coletor sobre
plataforma isolante. Adicionalmente, a HRP foi estudada comparativamente sobre
plataforma de grafeno Gr, CNTs e sobre superficie condutora. O uso da técnica
SECM na investigacao desses sistemas mostrou sua aplicabilidade na investigacao
de reagbes catalisadas por enzimas e mostrou ainda que os CNTs fora a melhor
plataforma para imobilizagdo da HRP. Além disso, mostrou a aplicagdo da SECM em
sistemas enzimaticos para a determinacao seletiva de compostos isdbmeros: catecol

e hidroquinona.

Palavras-chaves: SECM, HRP, GOx, Grafeno, Nanotubos de carbono.



ABSTRACT

The present work demonstrated the potential of Scanning Electrochemical
Microscopy (SECM) in the understanding of enzymatic systems using the enzymes
glucose oxidase (GOx) and the peroxidase of strong root (HRP) as recognition
model. In addition, it evaluated different platforms, such as: Graphene (Gr) and
Carbon Nanotubes (CNTs) in the response of enzymatic systems through
approximation curves and images. In this sense, the reactivity of the GOx and HRP
enzymes was evaluated in the generator / collector mode on an insulating platform.
In addition, the HRP was studied comparatively on graphene platform Gr, CNTs and
on conductive surface. The use of the SECM technique in the investigation of these
systems showed its applicability in the investigation of reactions catalyzed by
enzymes and also showed that CNTs were the best platform for immobilization of
HRP. In addition, it showed the application of SECM in enzymatic systems for the
selective determination of compounds isomers: catechol and hydroquinone.

Keywords: SECM, HRP, GOx, Graphene, Carbon nanotubes.
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SECM: Microscopia Eletroquimica de Varredura (Scanning Electrochemical
Microscopy)

SG-TG: Substrato Gera/Microeletrodo Coleta (Substrate Generation/Tip Collection)
SPM: Microscopia de Varredura por Sonda (Scanning Probe Microscopy)

STM: Microscopia de Varredura por Tunelamento (Scanning Tunneling Microscopy)
TG-SC: Microeletrodo Gera/Substrato Coleta (Tip Generation/ Substrate Collection)
IBM: International Business Machines

kD: KiloDalton

FAD: Dinucleétidio de Flavina e Ademina (Flavin-Adenine-Dinucleotide)

CNTs: Nanotubos de Carbono (Carbon nanotubes)
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o interesse no entendimento de processos superficiais e
interfaciais tem suscitado uma intensa pesquisa na area de desenvolvimento de
técnicas microscépicas aplicaveis aos mais variados tipos de superficies. No inicio
da década de 80 foram delineados os primeiros avancos relacionados ao
desenvolvimento de técnicas microscopicas baseadas em varredura por sonda
(Scanning Probe Microscopy - SPM). Tais técnicas foram projetadas para operar
microeletrodos de prova cujas dimensdes sao préximas a escala atbmica de forma
que a mesma seja apta a atuar como sonda para o estudo de processos fisicos e/ou
quimicos de superficies e interfaces com elevada resolucao (OPHUS et al., 2016;
LIANG et al., 2016).

Os primeiros avangcos em SPM vieram através do desenvolvimento da
Microscopia de Varredura por Tunelamento (Scanning Tunneling Microscopy - STM),
desenvolvida em 1981 nos Laboratérios da IBM em Zurique, como resultado do
trabalho de Gerd Binnig e Heinrich Rohrer (BINNIG et al., 1982). Em 1985, usando o
principio da STM, Binnig e colaboradores desenvolveram o Microscépio de Forga
Atémica (Atomic Force Microscope - AFM) (BINNIG et al., 1986). Posteriormente, em
1986, os pesquisadores Royce C. Engstrom e Allen J. Bard realizaram,
simultaneamente em seus grupos de pesquisa, experimentos que sdo considerados
precursores no desenvolvimento da microscopia eletroquimica (WITTSTOCK et al.,
2007).

Engstrom e colaboradores foram os primeiros a realizarem experimentos onde
microeletrodos foram posicionados préximo a superficie de um macroeletrodo,
possibilitando a investigacao da atividade eletroquimica na camada de difusdo deste
ultimo (ENGSTROM et al., 1986). Porém, o termo Microscopia Eletroquimica de
Varredura (Scanning Electrochemical Microscopy - SECM) foi introduzido
posteriormente por Kwak e Bard, em um artigo onde esses pesquisadores
desenvolveram a teoria do modo operacional Feedback para SECM (KWAK; BARD,
1989).

No que diz respeito as técnicas de varredura por sonda (SPM), a Microscopia
Eletroquimica de Varredura tem se destacado por ser uma poderosa técnica de
analise qualitativa e quantitativa (BOTTOMLEY et al., 1998; LU et al., 2007; BARD;
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MIRKIN, 2012). A SECM explora as caracteristicas uUnicas dos microeletrodos
aliadas a um sistema de posicionamento de forma a proporcionar informacdes que
vao desde topograficas até aquelas relacionadas as atividades eletroquimicas de
inameros sistemas (BARKER et al., 1999; MIRKIN, 1999; AMEMIYA et al., 2000).

De fato, a SECM pode fornecer informacdes sobre a topografia, propriedades
elétricas e quimicas de superficies e interfaces dependendo da natureza e da
condutividade dos substratos analisados (condutores, semicondutores e isolantes), a
medida que um microeletrodo é movida proximo a superficie destes (BARD et al.,
1989; KWAK; BARD, 1989).

Pode-se afirmar, portanto, que a SECM € uma excelente ferramenta no que se
refere ao desenvolvimento de dispositivos bioanaliticos, pois a mesma permite
mapear reagdes quimicas locais e possibilita a extragdo de dados cinéticos de
reagdes homogéneas e heterogéneas, em especial, as enzimaticas que ocorrem em
interfaces sdlidas/liquidas, como no caso das superficies modificadas com enzimas
peroxidases (BARD, 2012; GUADAGNINI et al., 2007). Além disso, a deteccao das
atividades enzimaticas podem ser realizadas usando o modo Gerador/Coletor (Mode
Gerador/Coletor - GC) ou modo de Feedback (Mode de Feedback - FB) (DAVID et
al., 1992; BURCHARDT; WITTSTOCK, 2008; PELLISSIER et al., 2008; CORNUT;
HAPIOT; LEFROU, 2009).

Nesse ambito, pode-se afirmar que a SECM tem se mostrado um método
promissor na investigacdo de diversos processos e reagdes eletroquimicas que
ocorrem em superficies e interfaces, possibilitando o entendimento de processos
envolvidos nas mais variadas areas incluindo: nanotecnologia (MOLINA et al., 2011;
JOSHlI et al., 2012); ciéncia dos materiais (APARNA et al., 2013; FERNANDEZ et al.,
2015); corrosdo (IZQUIERDO et al., 2010; PEREZ et al., 2014); eletrocatalise
(ASSUMPCAO et al., 2011; REIS et al., 2014) e sensores quimicos (ZIGAH et al.,
2009; MATOS et al., 2010; JUSTINO et al., 2015).

No que compete a area de sensores quimicos, 0s biosensores tem recebido
grande destaque, em especial, os que usam como elemento de reconhecimento
enzimas redox, uma vez que tais sistemas sdo capazes de catalisar reacdes de
forma seletiva e com grande eficiéncia catalitica (DAVID et al., 1992; GUADAGNINI
et al., 2007).
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Neste contexto, o presente trabalho tem como propdésito utilizar a SECM como
ferramenta de entendimento de processos enzimaticos em superficies bem como os
efeitos de algumas plataformas a base materiais de carbono (exemplo: grafeno (Gr)
e nanotubos de carbono (CNTs) na cinética enzimatica). Nesse sentido, uma breve
explanacado sobre os principios de funcionamento e aplicacbes da SECM sao
apresentadas a seguir.

1.1 Principios da Microscopia Eletroquimica de Varredura (SECM)

A Microscopia Eletroquimica de Varredura consiste fundamentalmente de um
sistema de posicionamento de alta resolugdo, um (bi)potenciostato, um
microcomputador e uma célula eletroquimica. O sistema de posicionamento SECM
inclui os elementos de posicionamento piezelétricos bem como um sistema de
motores de passo com elevada resolugdo espacial. Esse sistema controla o
deslocamento do microeletrodo nas coordenadas X, y e z, assim como, a velocidade
de passo do microeletrodo sobre a superficie de interesse (BARKER et al., 1999;
BARD; MIRKIN, 2001).

A aquisicdo de dados tem inicio com o uso de um (bi)potenciostato, que
controla o potencial elétrico aplicado ao microeletrodo, e amplifica o seu sinal. Apds
a amplificacdo, o sinal é adquirido com um conversor analégico para digital e
armazenado em um microcomputador. O software do computador € necessario para
controlar o sistema de aquisicdo de dados e de posicionamento, bem como para
apresentar e analisar os dados SECM (WITTSTOCK et al., 2007; BARD; MIRKIN,
2012). Uma ilustracao do instrumento SECM é mostrada na Figura 1.
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Figura 1 - Componentes do SECM. 1) microeletrodo, 2) substrato, 3) (bi)potentiostato, 4) eletrodos de

referéncia e auxiliar, 5) sistema de posicionamento (x, y, z), 6) microcomputador.

4)

Fonte: WITTSTOCK et al., 2007

Nessa Figura, destaca-se o microeletrodo posicionado a uma distancia (d) de
um determinado substrato. O microeletrodo de raio (a) (parte condutora) esta selado
em um isolador de vidro. O registro do microeletrodo, ou seja, a razdo entre o raio da
parte isolante e o raio da parte condutora € definida como: Rg = ayi4ro/a, ONde
Ayiaro, FEPresenta o raio da parte isolante.

Na célula eletroquimica usada em SECM, os eletrodos sdo conectados a um
(bi)potenciostato responsavel pelo controle do potencial elétrico aplicado ao
microeletrodo em relacao eletrodo de referéncia (WITTSTOCK et al., 2007; BARD;
MIRKIN, 2012). Na SECM, esta célula, pode conter trés ou quatro eletrodos, sendo
eles: eletrodo de referéncia, eletrodo auxiliar; o microeletrodo (como primeiro
eletrodo de trabalho) e o substrato (como segundo eletrodo de trabalho), como pode
ser observado na Figura 2.
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Figura 2 - Diagrama esquematico de uma célula eletroquimica usada em SECM.
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Fonte: Adaptado de BARD; MIRKIN, 2012

No que diz respeito aos microeletrodos, estes tem proporcionado um grande
impacto na pesquisa eletroquimica fundamental e aplicada (STULIK, K. et al., 2000;
PLETCHER, 1991). A seguir sao apresentadas algumas das principais
caracteristicas dos microeletrodos dada a relevancia na pesquisa eletroquimica
recente envolvendo a SECM.

1.2 Microeletrodos

No inicio da década de 1970, Wightman e Fleischmann, de forma
independente, propuseram o conceito de microeletrodo. De acordo com estes, 0s
microeletrodos sdo eletrodos que possuem uma de suas dimensdes em tamanho
micrométrico (PONCHON et al.,, 1979; WIGHTMAN, 1981; FLEISCHMANN;
MULLER, 1985). Contudo, considerando que a escala de tempo na qual o
experimento eletroquimico é realizado exerce profundas influéncias sobre as
respostas caracteristicas dos microeletrodos, uma definicdo moderna consiste que
“microeletrodos sao eletrodos que dentro de uma dada condi¢cao experimental, seja
comparavel ou menor que a camada de difusdo” (PAIXAO, 2009).

Dessa forma, os microeletrodos possuem algumas caracteristicas
eletroquimicas Unicas frente aos macroeletrodos, tais como: permitem o
monitoramento de  processos eletroquimicos em  microssegundos  ou
nanossegundos; possuem uma elevada razdo entre a corrente faradaica e a
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corrente capacitiva (/F/lc), queda dhmica (iR) € desprezivel por consequéncia dos
baixos valores de correntes monitoradas. Além disso, o transporte de massa em
microeletrodos é muito eficiente, o que possibilita aos mesmos operarem em estado
estacionario ou pseudo-estacionario (FORSTER, 1994; PAIXAQ, 2009).

Pelo exposto, fica evidente que os microeletrodos ampliam as possibilidades de
estudo na ciéncia, em especial a eletroanalitica, permitindo que novas areas (células
individuais, membranas porosas), diferentes escalas de tempo (estado estacionario,
rapidas varreduras), variados ambientes (solventes ndo aquosos, eletrélitos nao
suportados), e aspectos metodologicos (cinética, estudo de moléculas individuais)
possam ser investigados (ZOSKI, 2006).

De acordo com os tipos de experimentos a serem realizados, os microeletrodos

podem ainda sofrer variagdes em seus formatos geométricos, raio e Rg.

1.2.1 Geometria em Microeletrodos

Os microeletrodos podem ser confeccionados com diversos formatos
geométricos dependendo do tipo de andlise a ser empregada (eletroandlise in vivo
ou in natura, eletrodeposicado de nucleos isolados), podendo ainda, ser encontrados
isolados ou em forma de arranjos. As geometrias mais encontradas em
microeletrodo sao: microeletrodo esférico, microeletrodo hemisférico, microeletrodo
de disco, microeletrodo de anel (CORREIA et al., 1995; ZOSKI, 2006). Na Figura 3,

sao apresentados 0s principais tipos de microeletrodos empregados atualmente.

Figura 3 - Representacdo esquematica das diferentes geometrias e padrdoes difusionais
(representados pelas setas) para microeletrodos. a) microeletrodo esférico, b) microeletrodo
hemisférico, ¢) microeletrodo de disco, d) microeletrodo de anel.

N
2T

a)

c) d)

Fonte: CORREIA et al., 1995
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Microeletrodos de metais nobres como platina e ouro, assim como de fibra de
carbono podem ser adquiridos comercialmente mas também podem ser
confeccionados (CORREIA et al., 1995). Diferentes métodos estao disponiveis para
a construcdo de microeletrodos nos mais variados formatos, porém, os
microeletrodos em forma de microdisco sdo os mais faceis de serem confeccionados
mediante o encapsulamento de um microfio de metal em uma matriz de vidro ou de
epdxi (CHING; DUDEK; TABET, 1994).

1.2.2 Padrao de Difusdao em Eletrodos

O processo de difusdo de espécies do seio da solugao até a superficie de um
eletrodo depende essencialmente da geometria e das dimensdes utilizadas. Neste
sentido, quando o potencial do (micro ou macro)eletrodo passa de uma condi¢cao
onde n&o ha reagédo para uma condi¢gdo onde ocorre uma reacao eletroquimica ha a
geracdo de um fluxo de espécies que estabelece um padrdao de difusédo
(TICIANELLI; GONZALEZ, 2013).

Em macroeletrodos com geometria de disco, a difusdo ocorre linearmente
(BRETT; BRETT, 1993). Por outro lado, a transferéncia de massa por difusdo no
microeletrodo de disco ocorre de forma radial. (LEE; AMEMIYA; BARD, 2001). A
Figura 4 mostra a regime diferenciado para microeletrodos.

Figura 4 - Representacdo esquemaética das linhas de campo difusional para, a) macroeletrodos de

disco, b) microeletrodos de disco.

Diisio Linear  Difusdo Radial
b) | I |

Macrodisco Microdisco

a)

Fonte: Elaborado pelo Autor

A difusdo das espécies da solugdo para o microeletrodo em forma de disco

ocorre radialmente fazendo com que o transporte de massa ocorra de forma tao
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eficaz que numa pequena escala de tempo o sistema atinge o estado estacionario.
Tal caracteristica do transporte de massa em microeletrodo € denominado efeito de
borda tendo em vista que € atribuido a curvatura das bordas da camada de difuséo
nas extremidades do microeletrodo.

1.2.3 Transporte de Massa em Eletrodos: efeitos sobre corrente e concentragao

Com o propésito de expor a relagao entre o padrao de transporte de massa e
as caracteristicas da corrente elétrica e perfil de concentracdo de espécies
eletroativas na interface eletrodo-solugdo partiremos da seguinte reacéo
eletroquimica global:

R - 0 +ne Eq. 1

onde, R representa a espécie reduzida e O é a forma oxidada.

De forma geral, a corrente elétrica gerada por esse processo é regida por

varias etapas tais como:
a) Transferéncia de massa;

b) Transferéncia eletrénica na superficie do eletrodo;

)
)
c) Reacdes quimicas anteriores ou posteriores a transferéncia de elétrons;
d) Reagdes de superficie tais como adsor¢ao, dessorgcao e cristalizacao.

Esses processos sdo mostrados de forma esquematica na Figura 5.

Figura 5 - Representacdo esquematica do transporte massa em eletrodos.
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Fonte: adaptado de BARD; LARRY, 1980
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O transporte de massa do seio da solucao até a superficie de um eletrodo
ocorre por trés distintos processos, sendo estes: migracao, difusdo e convecgcao. A
equagao diferencial que modela esse fendmeno € a equacgao diferencial parcial de
Nernst-Plank (BARD; LARRY, 1980). Considerando a atividade das espécies iguais
a concentragéo a; = C;, para fins de simplificagdo, a equagéo pode ser escrita como:

aC;(x) zjF dp(x)
ox l T A I R Eq. 2

Jj(x) = =D

onde, Jj(x) € o fluxo ou densidade de corrente da espécie j (mol s' cm?) a uma

C A ;. aCi(x) , . ~ -
distancia x da superficie do eletrodo, aji )60 gradiente de concentragcao na regiao
. . [7] . . . ~ . .
interfacial, % € o gradiente de potencial, zj e D; sdo a carga (adimensional) e 0

coeficiente de difusdo (cm™ s), respectivamente. C; é a concentragdo (mol cm®) e
v(x) € a velocidade (cm s') com os quais um elemento de volume na solucdo se
move ao longo do eixo (BARD; LARRY, 1980).

O primeiro termo do segundo membro da Equagéo (2) esta relacionado com os
processos de difusdo, o segundo termo se relaciona com 0s processos de migracao
e o terceiro termo esta relacionado com conveccgao das espécies j em solugéo.

Para fins de simplificacdo, a Equacao (2) é apresentada e discutida no seu
formato unidimensional, contudo tal aspecto n&o reduz a aplicabilidade da mesma
aos casos tridimensionais reais (BARD; LARRY, 1980; BOCKRIS; REDDY;
GAMBOA-ALDECO, 2000). Conforme pode ser observado, o primeiro termo do
segundo membro da equagéo de Nernst-Plank coincide com a primeira lei de difuséo
de Fick (MIUNLIEFF; VREEDENBERG, 1966), escrita na Equagéo (3).

Ji(x) = =D;

[dcf(") ] Eq. 3

0x

Essa ultima equacéo diferencial mostra que J(x) é proporcional ao gradiente de
concentracao das espécies eletroativas na auséncia de efeitos do campo elétrico e
convecgao forcada. O sinal negativo indica que a concentragdo do analito diminui no
sentido da difusdo. Nesse sentido, considerando a Equacgéao (1), pode-se afirmar que
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a concentracao da espécie na forma reduzida (R) decresce nas proximidades da
superficie do eletrodo, enquanto que, ocorre um aumento na mesma proporcao da
espécie oxidada (O) (BARD; LARRY, 1980).

Outro importante aspecto associado com o transporte de massa controlado por
difusdo, reside no entendimento da variacdo da concentracdo das espécies
eletroativas com o tempo e com a distancia da superficie do eletrodo (BRETT;
BRETT, 1993). A relagao entre a concentracao de espécies, o tempo e a distancia
pode ser avaliada mediante a solugdo da segunda lei de Fick aplicando-se as
condigdes de contorno apropriadas (MIJNLIEFF; VREEDENBERG, 1966). A seguir €
apresentada a segunda Lei de Fick da difusdo como ponto de partida para obtengao
das funcodes I(t) e C(x,t):

aij(x, t)
0x?2

aC(x,t)

, Eq. 4
ot ] 1

Em se tratando em difusdo linear, a resolucdo dessa equacdo é feita

observando as seguintes condi¢cdes de contorno:

Gi(x,0)= ¢ Eq. 5.1
lim G;(x,t) = Cf Eq. 5.2
X—00

Ci(0,t) = 0, (parat>0) Eq. 5.3

A condigao inicial, Eq. 5.1 exprime a homogeneidade da solugdo antes da
aplicagéo de potencial ao eletrodo de trabalho de forma a promover a oxidagao das
espécies reduzidas (R), ou seja, parat = 0, a concentracdo de R nas proximidades
do eletrodo é igual a concentragcdo da mesma no seio da solugéo, representado por

Ci. Por outro lado, a Eq. 5.2, representa sistemas sob difusdo semi-infinita

considerando que as regides distantes do eletrodo ndo interferem no experimento. A
terceira condicdo, Eq. 5.3, exprime a condicdo de que, na superficie do eletrodo
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apos a variagao do potencial a concentragdo de R € igual a zero, ou seja, ;' =0
(BARD; LARRY, 1980).

Aplicando a transformada de Laplace na Equacao (4) e usando as condicbes
de contorno das Equacées (Eqg. 5.1 - Eq. 5.3), encontra-se a equacao de Cottrell:

nFA,/D;C’
= —2 1L Eq. 6
Vit

onde, t € 0 tempo em segundos (s), A € a area do eletrodo dada em centimetros
quadrado (cm?), as demais variaveis tém seus significados definidos previamente
nesta dissertacdo (COMPTON; BANKS, 2007).

Outro aspecto de grande importancia em se tratando de difusdo em elétrodos é
a forma com que a concentracdo das espécies que sofreram eletrélise varia em
fungdo do tempo. Para averiguar esse fen6meno, é necessario examinar a regiao
interfacial eletrodo-solugéo, mais especificamente, a camada de difusdo. A Figura 6
mostra o perfil de concentragdao para diferentes intervalos de tempo quando se

emprega um macroeletrodo.

Figura 6 - Variagdo do perfil de concentracdo em fungédo da distancia e do tempo de eletrélise de

espécies sollveis para uma regido controlada por difusdo em macroeletrodo.
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Fonte: COMPTON; BANKS, 2007

E possivel observar, que o intervalo de tempo requerido para macroeletrodo

alcancarem um estado estacionario é longo, e muitas vezes nao € possivel alcanca-
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lo experimentalmente devido aos processos convectivos naturais (CORREIA et al.,
1995).

A corrente para macroeletrotrodo pode ser determinada experimentalmente por
técnicas eletroquimicas como cronoamperometria. Nesses métodos, mede-se a
corrente que flui através do eletrodo de trabalho em funcdo do tempo. O perfil de
uma curva cronoamperomeétrica para macroeletrodos pode ser observado na Figura
7.

Figura 7 - Perfil de uma curva cronoamperométrica teérica para macroeletrodos com geometria de
disco.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

A curva representa a variacdo da corrente em funcdo do tempo, ou seja,
quando as espécies sdo oxidadas ou reduzidas, ocorre um aumento significativo da
corrente, que diminui com o tempo segundo a equacao de Cottrell (Eq.6). Tal
comportamento observado para macroeletrodos esta relacionado ao fato de que a
espessura da camada de difusdo € pequena em relacdo ao didmetro do eletrodo de
forma que a transferéncia de massa ocorre essencialmente perpendicular a
superficie do eletrodo. O processo descrito previamente é conhecido como difusdo
linear “semi-infinita” (WALSH; LOVELOCK; LICENCE, 2010).

Microeletrodos por outro lado, com superficie ativa em forma de microdisco, o
transporte de massa é regido pela equacao diferencial parcial de difusdo
apresentada a seguir (TRINH; TOUZAIN, 2014):

dc; [0%¢;  0%c; 10

+— +

=D —J Eq.
aT _ lazz TRz T ROR q-7
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onde, R = r/a e Z = z/a sado parametros adimensionais em funcdo de r e z
respectivamente. As variaveis r e z representam as coordenadas nos sentidos radial
e normal a superficie do microeletrodo, respectivamente. Similarmente, ainda pode-
se fazer o tempo como variavel adimensional de forma que T = tDj / a? onde té o
tempo e Dj o coeficiente de difusdo da espécie que esta sendo oxidada ou reduzida,
respectivamente (BARD et al., 1992; MIRKIN; RICHARDS; BARD,1993; SHAO,
MIRKIN, 1998).

No presente caso, as condicbes de contorno para o problema de estado

. o] . aCj ~
estacionario, ou seja a7 =0, sao:

¢; =0 paraR <1, e Z2=0 Eq. 8.1
%5) — o R=0 Eq. 8.2
3R = para R = q. o.

Ocj

A =0para R > 1, eZ=0 Eq. 8.3

Uma solugcéo exata da Equacéao (7) para o problema de estado estacionario foi
dada por Saito (SAITO, 1968) e Crank e Furzeland (CRANK; FURZELAND, 1977).
Com base na solucao analitica, o gradiente de concentracdo sobre a superficie do

microeletrodo é entao:

12 1
J=2n | = RdR =4 Eq. 9
o TV1—R?

Com base nas consideragdes anteriores, a expressao para corrente de estado
estacionario para o microeletrodo em forma de disco deduzida por Saito e
colaboradores é dada por (TRINH; TOUZAIN, 2014):

irw = 4nD;FCia Eq. 10

onde, (; e n sdo respectivamente a concentragéo da espécie j no seio da solugéo e

o numero de elétrons envolvidos na reacgdo, respectivamente. O parametro (a) € o
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raio do microeletrodo e F é a constante de Faraday. O parametro ir. representa a
corrente de estado estacionario para uma separacéo “infinita” entre o microeletrodo
e o substrato (BARD et al., 1989; BARD et al, 1992; DAVID et al, 1992).

Em contraste aos macroeletrodos, as correntes em microeletrodos ndo séo
diretamente proporcionais a area superficial do eletrodo nos processos controlados
por difusdo; em vez disso, a corrente € proporcional ao raio do disco eletroativo do
microeletrodo. Assim, para microeletrodos, a densidade de corrente é maior quanto
menor o seu diametro, enquanto que com macroeletrodos € geralmente
independente da area de superficie (HEINZE, 1993).

Em intervalos de tempo pequenos (altas velocidades de varredura) a
espessura da camada de difusdo permanece pequena em compara¢ao ao diametro
do microeletrodo. Nesta situagédo, a corrente que se desenvolve no microeletrodo
sofre influéncia significativa das caracteristicas da camada de difusdao. No entanto,
em escala de tempo maiores, tipicas de baixas velocidades de varredura, a
espessura da camada de difusdo torna-se grande em relacdo ao diametro do
microeletrodo de forma que a difusdo se desenvolve no padrdao hemisférico, de
forma que a corrente que se desenvolve no microeletrodo permanece em estado
estacionario (WALSH; LOVELOCK; LICENCE, 2010). A Figura 8, representa o perfil
da curva de concentragdo em fungéo do tempo e da distancia para microeletrodos.

Figura 8 - Variagdo do perfil de concentragdo em fungédo da distancia e do tempo de eletrdlise de
espécies sollveis para uma regido controlada por difusdo em microeletrodo.
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Fonte: COMPTON; BANKS, 2007
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A partir das curvas apresentadas, pode-se verificar que a razdo das

concentragdes (C; / (') nao varia significativamente com a escala de tempo do
experimento para microeletrodos (AMATORE; DEAKIN; WIGHTMAN, 1986). De fato,

no estado estacionario, as correntes que se desenvolvem nos microeletrodos sao
independentes do tempo e a velocidade de varredura do potencial ndo afeta a forma
e o tamanho da onda voltamétrica. (WALSH; LOVELOCK; LICENCE, 2010). A
Figura 9 apresenta o perfil da curva cronoamperométrica para microeletrodos.

Figura 9 - Perfil de uma curva cronoamperométrica tedrica para microeletrodos com geometria de
disco.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Como pode ser observado, o perfil da curva cronoamperométrica para
microeletrodos difere enormemente quando comparadas com as para
macroeletrodo. As diferengas incluem o perfil voltamétrico sigmoidal nos
microeletrodos como resultado da difusdao radial, enquanto que os macroeletrodos
apresentam voltamogramas que resultam picos devido a difusdo linear nestes
ultimos sistemas. Adicionalmente, o perfil voltamétrico para microeletrodos
independe da velocidade de varredura bem como pouco dependem da resisténcia
da solucao (WALSH; LOVELOCK; LICENCE, 2010).

A partir desta breve revisdao sobre os microeletrodos € evidente que estes
sejam candidatos ideais ao emprego como sonda para SECM na avaliacdo de
superficies e interfaces. Dessa forma, passar-se-a apresentar os principais modos
de operacao da SECM.
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1.3 Modos de Operacao da SECM

A SECM é uma técnica de varredura por sonda (SPM) aplicavel a uma pletora
de sistemas incluindo estudos de interfaces solido-liquido e liquido-liquido de forma
a caracterizar-se como uma das microscopias de mais ampla aplicabilidade
atualmente. Fundamentalmente, a SECM pode operar em diferentes modos
operacionais, dependendo do tipo de analise a ser empregada. Os principais modos
operacionais da SECM sao: o modo de Feedback (FB) e o modo Gerador/Coletor
(G/C) (BARD; MIRKIN, 2012; BARKER et al., 1999; KARNICKA et al., 2007; KWAK;
BARD, 1989; MIRKIN; HORROCKS, 2000).

Neste sentido, com o objetivo de apresentar o funcionamento do microscopio
eletroquimico de varredura sdo resumidos os fundamentos teéricos associados aos
modos operacionais (FB) e (G/C) da SECM.

1.3.1 Modo de Feedback

Historicamente, o primeiro tratamento teodrico para o modo de Feedback foi
proposto por Kwak e Bard, para isso, usou-se o0 método dos elementos finitos para
simular um processo de difusdao (KWAK; BARD, 1989).

No modo de Feedback, o microeletrodo é usado como sonda ou ponta de
prova em uma célula de trés ou quatro eletrodos. Na SECM, o conjunto de eletrodos
é exposto a solucdo eletrolitica contendo um mediador redox apropriadamente
escolhido. O microeletrodo é polarizado em um potencial elétrico capaz de induzir
uma reacao de transferéncia de elétrons de forma que o processo eletroquimico seja
sensivel as caracteristicas do substrato (isolante, semicondutor, condutor), quando o
microeletrodo esta nas proximidades do substrato (MIRKIN; HORROCKS, 2000).

Nesse modo, a corrente elétrica monitorada no microeletrodo é resultante de
processos faradaicos, sendo uma funcéo da composicao da solucéo, da natureza do
substrato e da distancia do microeletrodo-substrato (KWAK; BARD, 1989;
BURCHARDT; WITTSTOCK et al 2008).

Equagbes que descrevam o fendbmeno da difusdo das espécies na ponta do
microeletrodo foi proposta na literatura pela primeira vez por Mirkin e colaboradores
(MIRKIN; FAN; BARD, 1992; WEI; BARD; MIRKIN, 1995):
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0.78377 1.0672

if = ————+03315 exp (—

) +0.68 Eq. 11

| 1
jins = — Eq. 12
0.15 + 22398 4 0.58exp (—11%) + 0.0908 exp (3gra

onde, i% e i, sdo as correntes normalizadas para substratos condutores e
isolantes, respectivamente, e L representa a distancia normalizada, ou seja, a razéo
entre a distancia real entre a ponta de prova e o raio do microeletrodo (L = d/a). As
Equagbes (11) e (12) modela o fenbmeno de Feedback e sado validas apenas para
processos controlados por difusdo sobre substratos totalmente condutores ou
isolantes, além disso, sdo validas apenas para microeletrodo com geometria de
disco e comum Rg = 10 (ZOSKI, MIRKIN, 2002).

As limitacées nesse modelo levaram dois pesquisadores Amphlett e Denuault a
propor novas equagdes com parametros que pudessem ser ajustados em funcéo do
Rg do microeletrodo. Para tanto, foram simuladas curvas variando o Rg e encontrou
aproximacobes analiticas para as curvas de aproximacao experimentais em fungéo
da distancia normalizada microeletrodo-substrato para processos controlado por
difusdo (AMPHLETT; DENUAULT; 1998). As aproximacgdes analiticas para os dois

modos de Feedback sao mostradas a seguir:
k k
&= ki + <T2> + ksexp <T4> Eq.13

. 1
jins = Eq. 14

, k; , k,
[kl + (TZ) + kiexp (f)]

onde, ki, k,, k3, k, € ki, k3, k3, k; s@0 as constantes para substrato condutor e
substrato isolante, respectivamente. Cabe ressaltar que as Equacbes (13) e (14)

possuem uma dependéncia do Rg.
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A Tabela (1) mostra a dependéncia dos coeficientes com os valores do Rg do
microeletrodo com geometria de disco para Feedback Positivo e Feedback Negativo
Equacdbes 13 e 14, respectivamente.

! !

Tabela 1 - Dependéncia dos coeficientes k,, k,, k3 e k4, ki, k3, k5, k;, em fungdo do Rg do
microeletrodo em forma de disco para uma reagao sob controle difusional para Feedback Negativo e
Feedback Positivo.

o
°

Rygiane ky ks ky ks Erro L
Feedback Positivo
1002 0.7314 0.77957 0.26298 —1.29077 <0.2% 0.1—200
10.2 0.72627 0.76651 0.26015 1.41332 <0.3% 0.1-200
s 0.72035 0.75128 0.26651 1.62091 =<0.5%% 0.1-20
1.51 0.63349 0.67476 0.36509 1.42897 =<02% 0.1-200
10 0.68 0.78377 0.3318 1.0672 <0.7% 0.05-20
u(.
Ry, ki k' k' ks Ermo L
Feedback Negativo

1002 0.13219 3.37167 0.8218 2.34719 =<1% 0.3~20
100 0.27997 3.05419 0.68612 2.7596 <1% 0.4—20
509 030512 2.6208 0.66724 —2.6698 <1% 0.4—-20
20.1 0.35541 2.0259 0.62832 —2.55622 =<1% 0.4—20
15.2 0.37377 1.85113 0.61385 —2.495%4 <1% 0.4-20
10.2 0.40472 1.60185 0.58819 —2.37294 =<1% 0.4-20
813 0.42676 1.46081 0.56874 —2.28%548 =<1% 0.4-20
5.09 048678 1.17706 0.51241 207873 <1% 0.2-20
304 0.60478 0.86083 0.39569 1.89458 =02% 0.2-20
203 0.76179 0.60983 0.23866 203267 =0.15% 0220
1.51 090404 0.42761 0.09743 —3.23064 =<0.7% 0220
1.11 1.46539 0.27293 2.45648 S.995E-.7 <1% 2=20
10 0.202 1.151 0.6553 2.4038 <1.2% 0.05-20

Fonte: AMPHLETT; DENUAULT; 1998

1.3.1.1 Feedback Positivo

Ao posicionar o microeletrodo proximo do substrato (por exemplo, quando (d =
2a), a corrente elétrica medida depende da natureza do substrato. Caso o substrato
investigado seja condutor, o0 mesmo é capaz de regenerar espécies de forma a

aumentar a corrente monitorada. Esse efeito € mostrado na Figura 10.
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Figura 10 - Representagdo esquematica mostrando o fenébmeno de Feedback Positivo.
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Fonte: ZOSKI, 2006

Ainda mais, o0s inumeros ciclos redox proporcionam um processo de
retroalimentagdo que provoca um aumento na corrente medida no microeletrodo se
comparado a corrente medidas para o microeletrodo em condi¢des de difusdo semi-
infinita. Esse fenbmeno é conhecido como Feedback Positivo (FAN; BARD, 1989;
KWAK; BARD, 1989).

A equacado diferencial ndo linear de Laplace que modela o fendmeno de
Feedback em SECM apresenta independéncia temporal, ou seja, admite o estado
estacionario. (BARD et al., 1992; KWAK; BARD, 1989; LEFROU, 2007; SHAO;
MIRKIN, 1998; MIRKIN; RICHARDS; BARD, 1993; UNWIN; BARD, 1991):

&4_ 1%4_&:0 Eq. 15
0Z? ROR O0R?

Em que, ¢; € a razdo entre a concentragio da espécie que esta sendo oxidada
ou reduzira na solugao préxima ao substrato e a concentragdo da mesma no seio da
solucao, Z, é a razdo entre a distancia perpendicular através do centro do disco até
0 substrato z e o raio do microeletrodo (a), o simbolo R, representa a razdo entre
distancia radial a partir do eixo r e o raio do microeletrodo (CRANK, 1979). Esses

parametros adimensionais sdo descritos da seguinte maneira:
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Z = z Eq. 16(a)
a
r

R=— Eq. 16(b)
a
C:

¢ = Cj]* Eq. 16(c)
d

L= 2 Eq. 16(d)

onde, L €& a distancia normalizada, ou seja, a razado entre a distancia real
microeletrodo-substrato e o raio do microeletrodo.

Para resolver a Equacdo (15) e encontrar aproximacdes analiticas para os
modos de Feedback, tendo em vista, uma dependéncia tanto da distancia
normalizada L como do Ry, algumas condigbes de contorno devem ser consideradas
tendo em observancia o tipo de sistema a ser modelado (LEFROU, 2006).

Usualmente, as curvas de aproximagao experimental mostram a variagdo da
corrente normalizada com a distdncia normalizada microeletrodo-substrato. A
corrente normalizada, I, € definida como a razdo da corrente medida pelo
microeletrodo ao passo que este se aproxima do substrato e a corrente a uma
distancia semi-infinita do substrato (UNWIN; BARD, 1991):

i
Iy = — Eq. 17

IT oo

onde, iy é a corrente medida através da ponta do microeletrodo préximo ao
substrato, enquanto que, ir. € a corrente medida pelo microeletrodo no seio da
solugéo.

A corrente normalizada, Iy, pode ainda ser formulada da seguinte maneira
(ABERCROMBIE; DENUAULT, 2003):

I —"fl(ac) RdR Eq. 18
=2 \6z) 4 @
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Uma expressao analitica geral para a corrente normalizada foi proposta por
Christine Lefrou para diferentes valores de L e R, e com a vantagem de necessitar
de poucos parametros ajustaveis, (LEFROU, 2006). Sendo assim, a corrente
normalizada para Feedback Positivo pode ser escrita como:

INf =a(R,) +

- +|1- (R)—_1 ]E tan(L) Ea. 19
4B(R,)arctan(L) e 2B8(Ry) g aretan q.

onde, a(R,), é dado por:

2 1
a(R,;) = In(2) +In(2) [1 — —arccos (R—>l — 1In(2) {1 -

g

;arccos <%>l } Eq.20
e B(Ry):

(R;) =1+10,639]1 2 ! 01861 |2 an Eq. 21
B g) = , 7Tarccos R , 7Tarccos R q.

g

A Figura 11, apresenta curvas de aproximacgao tedricas simuladas para o modo
de Feedback Positivo usando as equagodes (19), (20) e (21), para diferentes valores

de Ry, usando as equagdes contidas na referéncia (LEFROU, 2006).
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Figura 11- Efeito do Rg sobre o perfil das curvas de aproximagao tedricas para o modo de Feedback
Positivo.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Podemos observar o perfil das curvas de aproximagdo simuladas para
substratos condutor nao sao influenciadas pelos valores de R, acima de 10, pois o
aumento da corrente ndo depende da chegada de mais material eletroativo até a
superficie do eletrodo a medida que este se aproxima do substrato, e sim, do
fenébmeno de retroalimentacdo (BARD; MIRKIN, 2001).

1.2.3.2 Feedback Negativo

No caso de um substrato isolante a chegada de espécies eletroativas até a
superficie do microeletrodo é limitada pelo substrato, e consequentemente, isso
provoca uma diminuicdo na corrente medida. Tal fenébmeno descrito anteriormente é
conhecido como Feedback Negativo (FAN; BARD, 1989; WIPF; BARD, 1991). Esse

fendmeno pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12 - Representacdo esquematica mostrando o fenémeno de Feedback Negativo.
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Fonte: ZOSKI, 2006

Uma equacéo geral que modela o fendmeno de Feedback Negativo com L e
Rg como variaveis e seis parametros que podem ser facilmente ajustados para
varias curvas de aproximacao € proposta pela seguinte expressdao (CORNUT;
LEFROU, 2007):

2,08 0,145
- Rgvm (L~ TRy ) * 1585
INjns = Eq. 22
2,08 In(Rg) 2 mRg
W(L + 0,0023Rg) + I + T[Rg [ln (1 + T)] + 1,57

A Figura 13, apresenta curvas de aproximacdo simuladas para Feedback
Negativo usando a Equacgao (22), para diferentes valores de Ry, usando a equagéo
contida na referéncia (LEFROU, 2007).
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Figura 13 - Efeito do Rg sobre o perfil das curvas de aproximacgéao tedricas para o0 modo de Feedback

Negativo.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Pode-se observar que o perfil das curvas de aproximacao teédricas realizadas

sobre substratos isolante sao altamente influenciadas pelo R,, isso equivale a dizer
que, quanto maior o R, do microeletrodo mais dificultada € a chegada de material
eletroativo até a superficie do eletrodo a medida que este se aproxima do substrato
(BARD; MIRKIN, 2001).

Seguindo essa linha de pensamento, pode-se afirmar, que a corrente limitada
por difusédo em eletrodo de microdiscos com uma dependéncia do (R,), tem a bem
estabelecida expressdo analitica, mostrada na seguinte equacdao (LEFROU;
CORNUT, 2010).

ir = B(Ry)4nD;FC*a Eq.23
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1.3.2 Modo Amperométrico Gerador/Coletor (G/C)

De forma geral, pode-se destacar duas possiveis abordagens para o modo
gerador/coletor: (a) microeletrodo gerando e substrato coletanto (TG-SC, Tip
Generation/Substrate Collection) e (b) substrato gerando com microeletrodo
coletando (SG-TC, Substrate Generation/Tip Collection). Atualmente estes modos
sdo bastante utilizados na obtencdo de informacdes sobre a cinética de
transferéncia eletrbnica, na determinacdo de coeficientes de difusédo e outros
(BERTONCELLO et al.,, 2006; ALPUCHE-AVILES; BAUR; WIPF, 2008; MCKAY;
LESUER, 2008; TENENT; WIPF, 2009).

Nesse modo, Gerador/Coletor ndo ha necessidade de adicdo de um mediador
redox na solugéo utilizada como eletrdlito de suporte. O mediador redox pode ser
gerado no decorrer do experimento pelo substrato ou pelo microeletrodo (LU; WANG
et al., 2007).

1.3.2.1 Modo “TG-SC”

No modo TG-SC o mediador redox é gerado pelo microeletrodo e se difunde
radialmente até o substrato, este opera como coletor. Este modo de operacao
fornece informagdes sobre processos quimicos acoplados a reagbes eletrédicas,
pois o fator de coleta depende da disténcia entre o microeletrodo e o substrato e
também da cinética da reacdo (DEMAILLE; UNWIN; BARD, 1996). Esse processo
pode visualizado na Figura 14.

Figura 14 - Esquema do modo Microeletrodo Gera/ Substrato Coleta.
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Fonte: Elaborado pelo Autor
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1.3.2.2 Modo “SG-TC”

No modo SG-TC ocorre o contrario, 0 microeletrodo opera como coletor e o
mediador redox é gerado pelo substrato. Neste modo os dados obtidos fornecem
informacédo sobre a concentragéo de espécies geradas, ou sobre as zonas reativas
na superficie do substrato (BALTES; HEINZE, 2009). A Figura 15 mostra esse

processo.

Figura 15 - Esquema do modo Substrato Gera/ Microeletrodo Coleta.

Microeletrodo

v

Fonte: Elaborado pelo Autor

As curvas de aproximacao obtida nos experimentos de SECM, para diferentes
valores de potencial aplicado ao substrato condutor, pode ser usada mediante
tratamento adequado de dados, conforme descrito na literatura, para fornecer
informacdes sobre parametros cinéticos (LI et al., 2008).

O modo Gerador/Coletor e 0 modo de Feedback podem ainda ser empregado
em associagdo com a varredura lateral do microeletrodo sobre a superficie do
substrato de forma que um mapeamento superficial das caracteristicas do substrato
possa ser conduzido gerando uma imagem dos processos eletroquimicos de
superficie.
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1.3.3 Modo de Imagem

O modo de imagem em SECM consiste no monitoramento da corrente
faradaica (iy) captada pelo microeletrodo em funcao da distancia (d) microeletrodo-
substrato. Nesse modo de operacdo, o0 mapeamento € realizado a distancia
constante e, consiste em aproximar o microeletrodo até o substrato no eixo de
coordenadas z e fazer o mesmo variar nos eixos x-y (WIPF; BARD, 1992). A Figura

16 mostra um esquema do modo de imagem.

Figura 16 - Esquema do modo de imagem em SECM.
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Fonte: Adaptado de Sensolytcs, 2015

O modo de imagem pode fornecer informagdes sobre o perfil de concentragéao
local, a reatividade da superficie (PELLISSIER et al., 2008; SANTOS et al., 2008;
YOGESWARAN; THIAGARAJAN; CHEN, 2007).

Nesse sentido, sera investigada a atividade catalitica das enzimas GOx e HRP
sobre diferentes substratos a base de carbono visando o desenvolvimento de um

biossensor.
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1.4 Sensores Quimicos

Define-se sensor quimico como sendo o dispositivo capaz de converter
interacdes moleculares em variagdes fisicas e/ou quimicas mensuraveis. Um sensor
quimico transforma as informagbes quimicas recebidas como disposicao
estereoquimica, variacao de concentragdo ou polaridade, por exemplo, em um sinal
elétrico, como condutividade elétrica, sensitividade, diferengca de potencial ou de
frequéncia de ressonancia (GREENSHIELDS, 2011).

Importante destacar que, se o receptor for um ente biolégico (Enzima, DNA,
Anticorpo, etc.), 0 sensor quimico pode ser nomeado biossensor. De acordo com a
IUPAC, um biossensor € um dispositivo integrado e independente constituido de um
transdutor e um receptor, o qual € capaz de fornecer informagdo analitica
quantitativa ou semi-quantitativa seletiva utilizando um elemento de reconhecimento
biolégico (THEVENOT et al., 1999).

Os biossensores podem ser classificados pelo tipo de mecanismo de
sinalizacao biologica que utilizam ou pelo tipo de transducgéo de sinal que empregam
(PERUMAL; HASHIM, 2014). As principais categorias de biossensores sao
apresentadas na Figura 17.

Figura 17 - Diferentes Categorias de biossensores e formas de transducao do sinal.

| Bioreceptor |

Enzima Anticorpo DNA Biomimético

Transdutor

| Eletroquimico || Optico | Calorimétrico

Fonte: Adaptado de PERUMAL; HASHIM, 2014
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Os primeiros biossensores a serem desenvolvidos, foram os baseados em
enzimas, introduzido por Clark e Lyons, em 1962, e se tratavam de um biossensor
amperometrico para detectar glicose, no qual se utilizou um elétrodo modificado com
uma enzima (SHANTILATHA et al., 2003).

A busca por métodos que sejam de baixo custo, sensiveis, seletivos e
robustos, é de grande importancia para o desenvolvimento de novas tecnologias.
Nesse sentido, os biossensores sdao candidatos excelentes, pois além de preencher
todos os requisitos, as aplicagbes dos mesmos podem ser encontradas em
diferentes areas do conhecimento (FURTADO et al, 2008). Estudos recentes tém
demonstrado que os biossensores enzimaticos podem ser usados para deteccéo
das mais variadas espécies de interesse clinico, biologico e ambiental (AMINE et al.;
2006; ZHANG et al., 2008; YOGESWARAN et al., 2011; NOMNGONGO et al.,
2012).

Neste contexto, um dos aspectos mais promissores no que tange a
potencialidade dos biossensores enzimaticos, € a gama de enzimas conhecidas e
potencialmente Uteis como material de reconhecimento biolégico. Diferentes
enzimas tém sido utilizadas para o desenvolvimento de biossensores, incluindo
oxidases, desidrogenases, peroxidases, entre outras. Dentre estas, em especial a
enzima glicose oxidase (GOx) e peroxidase de raiz forte (HRP) sdo as enzimas mais
largamente utilizados para desenvolvimento de biossensores relatados na literatura
devido aos seus importantes papéis biolégico, amplo espectro de atividade, preco
relativamente baixo, bem como 6tima estabilidade, e suas participacdes em varios
processos fisiologicos (CHEN et al., 2013; SILVA et al., 2012).

Neste sentido, sdo apresentados alguns estudos referentes ao emprego da
SECM no desenvolvimento e investigacdo do efeito de diferentes suportes nas
caracteristicas de biossensores enzimaticos explorando as enzimas HRP e GOx
como modelo de reconhecimento. Para isso, far-se-a um estudo dos aspectos
quimicos e estruturais dessas enzimas.

1.5 Enzimas

Enzimas sdo grupos de moléculas organicas, geralmente proteinas, pois,

existem também um pequeno grupo de enzimas constituidas por moléculas de RNA,
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que foram denominadas “ribozimas” (PEEBLES et al., 1986). As enzimas atuam
como catalisadores bioldgicos através do abaixamento da energia de ativacdo de
forma a aumentar a velocidade de determinadas reagdes. (COX; LEHNINGER,
2006).

Algumas enzimas nao necessitam de outros grupos quimicos além dos seus
proprios residuos de aminoacidos e outras necessitam de um componente quimico
adicional denominado cofator (Ex.: ions inorganicos como Fe?*, Fe3t, Mg?*t, Mn?*
ou Zn?* ou uma molécula organica ou metalorganica complexa, denominada
coenzima). As coenzimas agem como carreadores transitérios de grupos funcionais

especificos. A Tabela 2 apresenta algumas coenzimas.

Tabela 2 - Algumas coenzimas que servem como carregadores transitérios de &tomos ou grupos

funcionais especificos.

Coenzima Exemplo de grupo quimico transferido Precursor presente na dieta de mamiferos
Biocina o, Biotina

Coenzima A Grupos acil Acido pantoténico e outros compostos
5'-Desoxiadenosilcobalamina (coenzima B, ;) Atomos de H e grupos alquil Vitamina By,
Flavina-adenina-dinucleotideo Elétrons Riboflavina (vitamina B,)

Lipoato Elétrons e grupos acil Néo é necessdrio na dieta
Nicotinamida-adeninadinucleotideo fon hidrido (:H) Acido nicotinico (niacina)
Piridoxal-fosfato Grupos amino Piridoxina (vitamina B)
Tetra-hidrofolato Grupos de um carbono Folato

Tiamina-pirofosfato Aldeidos Tiamina (vitamina B, )

Fonte: COX; LEHNINGER, 2006

Algumas enzimas necessitam tanto de uma coenzima quanto de um ou mais
ions metalicos para terem atividade. Uma coenzima ou um ion metélico que se ligue
muito firmemente, ou mesmo covalentemente, a uma enzima é denominado grupo
prostético. Uma enzima completa, cataliticamente ativa junto com a sua coenzima
e/ou ions metalicos, é denominada holoenzima. A parte proteica de uma dessas
enzimas é denominada apoenzima ou apoproteina (COX; LEHNINGER, 2006).
Alguns desses ions sdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Alguns ions inorganicos que servem de cofatores para enzimas.

fons Enzimas

it Citocromo-oxidase

Fe™ ou Fe®™  Citocromo-oxidase, catalase, peroxidase

K™ Piruvato-cinase

3-1g2+ Hexocinase, glicose-6-fosfatase, piruvato-cinase
Mn** Arginase, ribonucleotideo-redutase

Mo Dinitrogenase

NiZ* Urease

Fiaies Anidrase carbonica, dlcool-desidrogenase,

carboxipeptidases Ae B

Fonte: COX; LEHNINGER, 2006

Dentre as enzimas que possuem um metal como cofator, destacam-se as
peroxidases, por serem grupos de enzimas oxirredutases que contém um grupo
heme em sua estrutura e oxidam uma variedade de compostos orgéanicos e
inorganicos, sendo alguns desses xenobidticos. Para esse fim, essas enzimas usam
o peroxido de hidrogénio como aceitador de elétrons (LEISINGER, 1983;
HAGGBLOM, 1992; VEITCH, 2004).

As peroxidases podem ser divididas quanto a presencga de um grupo heme, ou
seja, podem ser classificadas como hémicas ou ndo-hémicas. As peroxidases
hémicas catalisam a peroxidacdo de substratos usando o ion de ferro presente no
grupo heme. As peroxidases nao-hémicas, também conhecidas como
peroxirredoxinas, usam cisteinas no seu centro catalitico para desempenharem a
atividade redox (MARANON; VAN HUYSTEE, 1994).

1.5.1 Glicose Oxidase (GOx)

A glicose oxidase (GOx) (B-D-glicose: oxigénio1-6xido-redutase, EC 1.1.3.4) é
uma flavoenzima que catalisa a oxidagao da -D-glicose por intermédio do oxigénio
molecular (0,) para formacdo do glucono-§-lactone, que espontaneamente se
hidrolisa em acido glucénico, e perdoxido de hidrogénio (H,0,). Essa enzima é
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encontrada no fungo Aspergillus niger e tem peso molecular em torno de 160
Quilodalton (kD) (GIBSON, SWOBODA; MASSEY, 1964; WOHLFAHRT, 2004).

a) Estrutura

A GOx é uma glicoproteina dimérica, composta por duas subunidades idénticas
(WILSON; TURNER, 1992); cada subunidade carrega uma molécula de Dinucle6tido
de Flavina e Ademima (FAD) fortemente ligada a coenzima, que atua como um
veiculo redox no processo de catalise (WOHLFAHRT et al., 1999). A Figura 18
mostra a GOx e a molécula FAD em destaque ligada a sua estrutura.

Figura 18 - Representagao tridimensional da estrutura quaternaria da glicose oxidase com o cofator

FAD em destaque.

Fonte: www.ebi.ac.uk

b) Reatividade

O mecanismo Michaelis-Menten simplificado é o mais utilizado em estudos
usando SECM, para analisar a reacado enzimatica da glicose oxidase GOx com um
substrato (S) para formagao do produto R. Para isso, usa-se um mediador redox que
seja um forte agente redutor. O ciclo reativo de oxidacao de um substrato (S) pode
ser representado pela sequéncia de Equacbes (24) - (26) (CORNUT; HAPIOT;
LEFROU, 2009).


http://www.ebi.ac.uk/

49

GOXoy + S = (= [GOXox; — ] Eq. (24)
k,’

[GOXoyi —S] —— GOXpeq + R Eq. (25)
k !

GOXpeq + 2Myy; —— GOXgyj + 2Meg Eq. (26)

onde k', é a constante de velocidade de formag&o do complexo [GOx,y — S|, k'_;
a constante de velocidade da dissociagdo do complexo, k, a constante de
velocidade da dissociagdo do complexo formando o produto R (FURICO JUNIOR,
2001).

Nesse mecanismo, a glicose oxidase em sua forma in natura GOx,y; S€
combina com o substrato (S) em um processo rapido e reversivel, formando o
complexo enzima-substrato [GOx.y —S]. Numa segunda etapa, mais lenta, o
complexo formado enzima-substrato se quebra liberando o produto reacional R e a

enzima livre na forma reduzida GOX,eq.

1.5.2 Peroxidase de raiz forte (HRP)

A peroxidase de raiz forte € uma glicoproteina hémica obtida a partir de uma
erva perene, raiz forte (Armoracia rusticana P.Gaertn., B.Mey. & Scherb.;
Cruciferae). Esta planta € uma rica fonte de peroxidases, isoenzimas que contém um
grupo prostético em sua cadeia polipeptidica e utiliza perdxido de hidrogénio para
oxidar uma grande variedade de compostos organicos e inorganicos. Essas enzimas
apresentam massa molecular entre 40 - 45 kD, com cadeia polipeptidica que
corresponde a 33.890 gmol' e a por¢do de carboidratos constituindo de 18 a 22%
do total da massa molar enzimatica (SILVA; RIBEIRO; PETRI, 2007; VEITCH, 2004).

a) Estrutura

A enzima HRP (isoenzima C) contém dois tipos diferentes de centro metalico,
ambos sdo essenciais para a integridade estrutural e funcional da enzima, o grupo

heme prostético ou ferro (lll) protoporfirina (IX), e dois atomos de calcio. O grupo
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heme esta ligado a enzima por um residuo de histidina proximal (His170) e por uma
ligacdo coordenada entre a histidina na cadeia lateral e o atomo de ferro do grupo
heme. O segundo sitio de coordenacao axial esta desocupado na enzima in natura.
A His170, a histidina do residuo proximal, € coordenado com o atomo do grupo
heme, enquanto que o sitio de coordenacao distal acima do plano do grupo heme
esta vago. Pequenas moléculas, como monéxido de carbono, cianeto, flior e azida
ligam-se ao grupo heme no lado distal correspondente ao sexto sitio de
coordenacdo. Algumas moléculas ligam-se apenas em suas formas protonadas da
enzima, que sao estabilizados por meio de interagdes de hidrogénio ligados com o
grupo heme amino distal de cadeias laterais de acido Arg38 (arginina distal) e seus
His42 (a histidina distal) (VEITCH, 2004).

Figura 19 - Representacéo tridimensional da estrutura quaterndria da peroxidase de raiz forte

(isoenzima C) com o grupo Heme em destaque feita por cristalografia de raios-X.

Fonte: VEITCH, 2004

As caracteristicas estruturais da HRP determinam o tipo de ligacdo que a
enzima faz como substrato no processo catalitico, o que contribui para a diversidade
funcional observada dentro da superfamilia de peroxidase (SMITH; VEITCH, 1998).
Estes aspectos influenciam diretamente na compreensdo dos processos
mecanisticos e cinéticos dessa enzima.
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b) Reatividade

A HRP é uma enzima oxirredutase que utiliza, o peroxido de hidrogénio como
aceitador natural de elétrons. O ciclo catalitico da HRP para oxidacao de compostos
fendlicos pode ser bem representado pela sequéncia de reagbes mostradas nas
Equacdes (27) - (30). Isto aplica-se a maioria, mas nao todas, as reacoes
catalisadas pela enzima, independentemente da isoenzima especifica envolvida
(CHANCE, 1952; GORTON et al.,, 1999; RUZGAS et al.,, 1996; VEITCH; SMITH,
2000).

k
[ heme (Fe", P)]ygp + H,0, —> [ heme (Fe!V = 0,P**)]c, + H,0 Eq. (27)
k
[ heme (Fe!V = 0,P**)]cpi +S — [heme (Fe'V = 0,P)]cpn + S° Eq. (28)
k
[ heme (Fe'V = 0,P)]cpy +S" —> [heme (Fe', P)]ygp + S Eq. (29)

Onde, HRP, Cpl sado respectivamente, a enzima in natura, o0 composto
intermediario formado pela oxidagdo da enzima por um agente oxidante forte como
perdxido de hidrogénio. Numa segunda etapa, o composto intermediario (Cpl) sofre
uma reducdo pela transferéncia de um elétron do doador S, formando o composto
intermediario (Cpll). Por fim, o composto (Cpll) recebe mais um elétron provindo do
ion S* fechando o ciclo catalitico, entdo, a enzima HRP retorna ao estado natural
(RUZGAS et al., 1996; DAMOS et al., 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Este trabalho tem como objetivo geral a aplicacdo da Microscopia
Eletroquimica de Varredura (SECM) na investigacdo de processos interfaciais
visando o desenvolvimento de sensores quimicos explorando as enzimas GOx e

HRP como modelo de reconhecimento.

2.2 Especificos

|. Empregar microeletrodos para o monitoramento de processos enzimaticos

envolvendo a GOx (monitoramento de perdxido de hidrogénio, oxigénio, etc...);

Il. Confeccionar e caracterizar eletroquimicamente filmes a base de materiais de
carbono (nanotubos de carbono e grafeno) como suporte para imobilizacdo da

enzima HRP;

lll. Aplicar o modo de gerador/coletor na investigacdo da reatividade dos filmes

contendo enzimas imobilizadas;

IV. Aplicar a SECM em sistemas enzimaticos para a determinacado seletiva de

compostos isbmeros: catecol e hidroquinona.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Os estudos desenvolvidos nesse trabalho foram todos realizados na
Universidade Federal do Maranhdo, mais especificamente no Laboratério de
Sensores, Dispositivos e Métodos Analiticos-LabS.

3.1 Equipamentos e Materiais

Para realizar as anadlises, o laboratério dispde dos seguintes equipamentos:

As medidas de microscopia eletroquimica foram realizadas utilizando um
(Bi)Potenciostato-Galvanostato AUTOLAB 128N da Metrohm-Pensalab com mddulo
de impedancia e de baixas correntes integrado a um microcomputador que possui
uma interface contendo um software para controle dos parametros na realizagao dos
experimentos bem como para a aquisicdo de dados. A Figura 20 mostra o
(Bi)Potenciostato-Galvanostato.

Figura 20 - (Bi)Potenciostato-Galvanostato AUTOLAB 128N da Metrohm-Pensalab.

Fonte: Elaborado pelo Autor
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Os experimentos SECM foram realizadas usando Microscopio Eletroquimico de
Varredura da Sensolytics, usando um sistema de trés eletrodos: eletrodo de trabalho
(microeletrodo de platina), eletrodo de referéncia (Ag/AgCl kci sat.) € eletrodo auxilia
(fio de platina) adquiridos da Sensolytics. A Figura 21 mostra o Microscépio
Eletroquimico de Varredura.

Figura 21 - Microscopio Eletroquimico de Varredura.

Fonte: Elaborado pelo Autor
A caracterizagdo dos microeletrodos foi realizada sobre um substrato de
referéncia contendo partes condutoras e isolantes adquiridos da Sensolytcs. A

Figura 22 mostra uma representacdo esquematica desse substrato.

Figura 22 - Representacdo esquematica do substrato de referéncia.

Fonte: Adaptado de Sensolytcs, 2015
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As placas de vidro ou acrilico contendo os filmes de GOx, HRP, HRP/Gr e
HRP/CNTs foram montadas na célula do SECM conforme a Figura 23, para a
realizacdo dos experimentos eletroquimicos. A célula em acrilico adquirida da

Sensolytics tem capacidade para 20 mL.

Figura 23 - Célula usada em Microscopia Eletroquimica de Varredura.

]
.(‘ - /

Fonte: Adaptado de Sensolytcs, 2015
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3.2 Reagentes Utilizados

Fosfato monobasico de potassio (KCI/KH2PO4) (Synth);

o Hidroxido de potassio (KOH), acido cloridrico (HCI), cloreto de potassio (KCI) e
peroxido de hidrogénio (30% em volume) (H202) (Vetec);

o Ferricianeto de potassio ks[Fe(CN)s] (Sigma-Aldrich);

o Glutaraldeido (Sigma-Aldrich);

o Hidroquinona (Sigma-Aldrich);

o Catecol (Sigma-Aldrich);

o Grafeno (Sintetizado conforme (FERREIRA et al. 2013));

o Nanotubos de Carbono ((Sigma-Aldrich);

o Peroxidase de raiz forte (1.11.1.7) (Sigma-Aldrich);

o Glicose oxidase (1.1.3.4) (GOx) (Sigma-Aldrich);
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3.3 Procedimentos Analiticos

3.3.1 Formacéo dos filmes de GOx

A formagéo dos filmes da enzima GOx foi realizada em substrato isolante, para
tanto, utilizou-se uma placa comercial de vidro ou acrilico. A principio, foram
pesados 2 miligramas (mg) de GOx e dissolvido em 250 microlitro (uL) de tampao
fosfato (PBS) 0,1 mol.L”" (pH= 7,0), obtendo uma solugcdo estoque (1) de
concentracdo 8 mg.mL'. Em seguida, preparou-se 100 pL de glutaraldeido (GLU)
5% em PBS 0,1 mol.L"" (pH= 7,0), solucdo estoque (2). Da solugdo estoque (1)
foram retirados 25 pL e da solucdo estoque (2) 10 pL, as duas solucdes foram
transferidas para um portador de amostras (Eppendorf Safe-Lock Tubes - 1,5 mL),
obtendo uma nova concentragdo para GOx de 5,71 mg.mL" e 1, 43% GLU. Dessa
mistura (GOx + GLU) foi retirada uma aliquota de 10 puL para modificar o substrato
(placa de vidro ou acrilico). Feito isso, a placa foi deixada em repouso a uma
temperatura de aproximadamente 5° C por duas horas.

3.3.2 Formacéo dos filmes de HRP

A formagéo dos filmes da enzima HRP foi realizada em substrato isolante, para
tanto, utilizou-se uma placa comercial de vidro ou acrilico. A principio, foram
pesados 2 mg de HRP e dissolvido em 250 pL de tampao fosfato (PBS) 0,1 mol.L™"
(pH= 7,0), obtendo uma solugdo estoque (1) de concentracdo 8 mg.mL'. Em
seguida, preparou-se 100 pL de glutaraldeido (GLU) 5% em PBS 0,1 mol.L"" (pH=
7,0), solucéo estoque (2). Da solugéo estoque (1) foram retirados 25 L e da solucao
estoque (2) 10 pL, as duas solucdes foram transferidas para um portador de
amostras (Eppendorf Safe-Lock Tubes - 1,5 mL), obtendo uma nova concentracao
para HRP de 5,71 mg.mL' e 1, 43% GLU. Dessa mistura (HRP + GLU) foi retirada
uma aliquota de 10 uL para modificar o substrato (placa de vidro ou acrilico). Feito
isso, a placa contendo o filme foi deixada em repouso a uma temperatura de

aproximadamente 5° C por duas horas.
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3.3.3 Formacéo dos filmes de HRP com Grafeno

Ao eppendorf contendo 35 pL de HRP com concentragdo 5,71 mg.mL' e
1, 43% GLU foi misturado uma quantidade de 1 mg de grafeno (Gr). Dessa
suspensao (HRP + Gr + GLU) foi retirada uma aliquota de 10 pL para modificar o
substrato. Feito isso, a placa contendo o filme foi deixada em repouso a uma

temperatura de aproximadamente 5° C duas horas.

3.3.4 Formacéo dos filmes de HRP Nanotubos de Carbono

Ao eppendorf contendo 35 pL de HRP com concentragdo 5,71 mg.mL' e
1, 43% GLU foi misturado uma quantidade de 1 mg de nanotubos de carbono
(CNTs). Dessa suspensao (HRP + CNTs + GLU) foi retirada uma aliquota de 10 uL
para modificar o substrato. Feito isso, a placa contendo o filme foi deixada em

repouso a uma temperatura de aproximadamente 5° C por duas horas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao dos Microeletrodos

Dentre as técnicas de caracterizacdo eletroquimica de microeletrodos
destacam-se a voltametria ciclica (VC) e a Microscopia Eletroquimica de Varredura
(SECM) (ZOSKI, 2006). O perfil voltamétrico obtido por VC pode ser empregado na
avaliacdo do tipo de comportamento que o microeletrodo manifesta no que diz
respeito a sua resposta eletroquimica em relagao ao tempo. Por outro lado, a SECM
fornece informacdes importantes sobre as caracteristicas geométricas dos
microeletrodos (raio e Rg).

Com o objetivo de caracterizar os microeletrodos por VC, foram obtidos
voltamogramas ciclicos em solugéo de ferricianeto de potassio a uma concentracdo
de 5 mmol.L". Os perfis voltamétrico dos microeletrodos empregados neste trabalho
séo apresentados na Figura 24.

Figura 24 - Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de ferricianeto de potassio 5 mmol.L-" em KClI
0,1 mol.L-1 utilizando microeletrodos de platina. (a) e (c) microeletrodo com raio nominal de 5 um. (b)
e (d) microeletrodo de raio nominal 12,5 um. Velocidade de varredura de 100 mV.s'. O voltamograma
em (A) foi realizado sobre substrato condutor e em (B) sobre substrato isolante. Os voltamogramas

em (C) foram simulados nas mesmas condicdes dos voltamogramas experimentais.

| A) Substrato condutor

-10-

i/ nA

-154

-204 b)

-0.2 | -OI.'I | OiO | Oi1 | 0i2 | Oi3 | 0i4 | 0i5 | 016
E/V vs. Ag/AgCI (KCl sat.)
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| B) Substrato isolante

i/ nA

-10-

154

-204 d)

-0.2 | -OI.‘I | OiO | Oi‘l | 0f2 | 0i3 | Oi4 | 0i5 | 0.6
E/V vs. Ag/AgCl (KCl sat.)

Simulagao

o

o
-
Qo

i/ nA

1001
1251
15,01
1751

'20-0 T T T T T T T T T T T T T
-0.1 0.0 0.1 02 03 04 05

E/Vvs. Ag/AgCI

Fonte: Elaborado pelo Autor

Os voltamogramas apresentam um perfil sigmoidal com baixa histerese para
ambos os eletrodos, 0 que nao é tipico em voltamogramas obtidos empregando-se
eletrodos convencionais com dimensdes superiores a espessura da camada de

difusdo. Tais perfis voltamétricos em microeletrodos s&o tipicos de sistemas
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eletroquimicos cujas correntes elétricas sao limitadas por difusdo tendo em vista a
elevada velocidade de transferéncia eletronica heterogénea (WALSH; LOVELOCK;
LICENCE, 2010). Ainda mais, pode-se observar na Figura 24A e 24B, que os perfis
dos voltamogramas a uma distancia “semi-infinita” entre o microeletrodo e o
substrato (d > 200 um), ndo mudam quando séo feitos sobre substrato condutor ou
isolante.

As correntes limites de reducdo apresentadas nessas figuras sdo consistentes
com as correntes teédricas simuladas, para difusdo “semi-infinita” empregando os
microeletrodos. As correntes limite observadas foram -7,5 nA e -21 nA para o
microeletrodo de raio de 5 um e 12,5 um, respectivamente. As correntes tedricas
previstas para o microeletrodo de raio de 5 um e 12,5 um séao -7,33 nA e -18,3
nA, valores que estdo em concordancia com os obtidos neste trabalho. Os
voltamogramas tedricos foram obtidos usando a seguinte equagdo (BOND;
OLDHAM; ZOSKI, 1988).

IT o
1+ g—z e [nF(RFT_EO]

i = Eq.(30)

onde, it~ € a corrente do microeletrodo limitada por difusdo no seio da solucao, Do e
Dr séo os coeficientes de difusdo das espécies que estdo sendo oxidada e reduzida,
respectivamente, Eo, € 0 potencial padrao dado em volt (V), E é o potencial aplicado
(V), R é a constante dos gases (J.mol''.K'"), e F é a constante de Faraday (C.mol"),
C (mol.cm) representa a concentragcdo da espécie oxidada, T é a temperatura (K), e
n é o numero de elétrons transferidos .

Adicionalmente com o propésito de caracterizar os microeletrodos por SECM,
foram realizadas curvas de aproximagdo em solucédo de ferricianeto de potassio a
uma concentragdo de 5 mmol.L'. A caracterizacdo por SECM foi empregada com o
objetivo de verificar o Rg dos microeletrodos empregados. A Figura 25 apresenta as
curvas de aproximacao obtidas empregando-se os microeletrodos de raios de 5 um
e 12,5 um frente a um substrato de referéncia contendo parte isolantes e

condutoras.
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Figura 25 - Curvas de aproximagdo SECM no modo de Feedback de corrente normalizada vs.
distancia normalizada utilizando microeletrodo A) 5 um B) 12,5 um em superficies a) e ¢) condutora,
b) e d) isolante em solugdo de ferricianeto de potassio 5 mmol.L-" em KCI 0,1 mol.L'. O potencial

aplicado ao microeletrodo foi de -200 mV vs. Ag/AgClkci sat). Velocidade aproximagado de 10 pum.s™'.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

As curvas (a) e (c) apresentadas na Figura 25 referem-se a aproximagéao dos
microeletrodos de raios de 5 um e 12,5 um, respectivamente, a regides condutoras
do substrato de referéncia. Conforme pode ser observado, ambas as curvas
apresentam incremento em seus valores de corrente normalizada a medida que a
distancia microelétrodo-substrato diminui, mostrando o evento que caracteriza o
Feedback Positivo. Por outro lado, as curvas (b) e (d) séo referentes a aproximacao
dos microeletrodos de raios 5 pm e 12,5 um, respectivamente, sobre regides
isolantes do substrato. As curvas sobre substrato isolante, em contraste com as
realizadas sobre substrato condutor, apresentam decréscimo em seus valores de
corrente normalizada a medida que a distancia microelétrodo-substrato diminui,
mostrando a ocorréncias que caracteriza o fendmeno Feedback Negativo.

As linhas continuas apresentadas nessas figuras representam curvas
simuladas para microeletrodo sobre substrato condutor e isolante. Essas curvas de
aproximacao teoricas sao referentes a processos sob controle difusional, as mesmas
foram realizadas usando as Equacdes (19 - 22). Nas simula¢des foram encontrados
valores de Rg proximos a dez para esses microeletrodos.

Com o propésito de avaliar a capacidade dos microeletrodos no
monitoramento lateral e espacial dos processos de retroalimentagdo e bloqueio das
espécies, foram realizadas varreduras laterais no modo de Feedback sobre um
substrato padrdo com caracteristicas condutoras e isolante em regides distintas de
sua superficie. A Figura 26, mostra uma varredura lateral sobre o substrato de
referéncia contendo partes isolantes assim como condutoras em diferentes regioes,

utilizando (a) e (b) microeletrodos de raios 5 um e 12,5 um, respectivamente.
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Figura 26 - Varredura lateral no eixo x usando o modo operacional de Feedback obtidas em solugao
de ferricianeto de potassio 5 mmol.L'' em KCI 0,1 mol.L" utilizando microeletrodos de platina a)
microeletrodo de raio 5 pm, b) microeletrodo de raio 12,5 pm. O potencial aplicado ao microeletrodo
foi de -200 mV vs. Ag/AgClkci sat). Velocidade lateral de 10 um.s.

-10.0

Regiao Isolante

12,5 ! a)

-15.0 -

-17.5 1 } |

i/ nA

-20.0

-22.5 ¢

Regiao Condutora

'250 T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500
Eixo-x /.m

Fonte: Elaborado pelo Autor

Foi realizada uma aproximacao microeletrodo-substrato no eixo (2), fixando as
coordenadas (x) e (y). Da curva de aproximacéao obtida, foi calculada a distancia real
do microeletrodo-substrato em aproximadamente 50 um. Posteriormente, fixou-se o
microeletrodo nas coordenadas (y) e (z) e foi feito uma varredura lateral movendo o
microeletrodo no eixo (x) (no sentido positivo) em 2000 um a uma velocidade de 10
um.s'. Como pode ser observado, a corrente de reducdo varia a medida que o
microeletrodo sai de uma regido isolante para uma regido condutora, ou seja, em
regides onde ocorre o processo de retroalimentagdo, é verificado um aumento
significativo da corrente faradaica para valores mais negativos, enquanto que nas
regidbes com caracteristicas isolantes, o bloqueio das espécies implica numa

diminuigdo dessa corrente.
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Do exposto, fica evidente que os microeletrodos aqui empregados podem ser
utilizados como sonda para SECM na investigagdo da reatividade de reacgdes

quimicas catalisadas por enzimas.

4.2 Aplicacoes da SECM na investigacao da reatividade da enzima glicose
oxidase

A reagao geral catalisada pela GOx envolve o consumo de moléculas de
glicose e de oxigénio para produzir acido glucénico. Esta reacdo consome oxigénio,
uma caracteristica que permite GOx para ser usada como um captador de oxigénio
molecular (WONG; WONG; CHEN, 2008) conforme descrito nas reagdes a seguir:

k,'

GOx,y; + Glicose = K= [GOx,4yi — Glicose] Eq. (31)
k !
[GOXoy; — Glicose] —— GOX,eq + Gluconolactona Eq. (32)
k !/
GOXyeq + 0, —— GOXgyi + H,0, Eq. (33)
H,0, —» 0, + 2H* + 2e~ Eq. (34)

A constante k'1, estd associada a velocidade de formacao do complexo [GOxXoxi
— Glicose], enquanto que a constante k’-1 esta relacionado com a velocidade da
dissociagdo desse complexo. A constante k'2 estd associada a velocidade da
dissociacdo do complexo para a formacao do acido glucénico (FURICO JUNIOR,
2001).

Nesse mecanismo, a glicose oxidase em sua forma nativa (GOxoxi) S€ combina
com o substrato enzimatico em um processo rapido e reversivel formando o
complexo enzima-substrato [GOxoxi — Glicose]. Numa segunda etapa, mais lenta, o
complexo formado enzima-substrato se rompe liberando a gluconolactona e a
enzima livre na forma reduzida (GOxred). Em seguida, a GOxred reage com o oxigénio
molecular Oz formando o peréxido de hidrogénio (H202) que pode ser oxidado
eletroquimicamente no microeletrodo (Eq. 34) via dois elétrons e dois prétons,
reciclando a enzima glicose oxidase a sua forma nativa (GIBSON; SWOBODA,;
MASSEY, 1964).
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Para verificar a efetiva oxidacao do peréxido de hidrogénio no microeletrodo de
platina, foram realizados voltamogramas ciclicos e verificado a corrente maxima a
medida que a concentragdo do H202 é aumentada de (0,5 até 2) mmolL'. Esses
voltamogramas podem ser observados na Figura 27.

Figura 27 - Voltamogramas ciclicos realizados em PBS 0,1 mol.L-' (pH=7,0) em microeletrodo de
platina (Pt) raio 12,5 um variando a concentragcdo de H202 em a) PBS, b) 0,5 mmol.L-1, ¢)
1,0 mmol.L-", d) 1,5 mmol.L-!, e) 2,0 mmol.L-".
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Fonte: Elaborado pelo Autor

A medida que a concentracdo de H202 é aumentada de (0,5 — 2,0 mmol.L™)
ocorre um aumento da corrente maxima para o potencial de +600 mV, essa
correlacao possibilita compreender o processo catalitico da enzima GOx a partir da
oxidagcao do H202 na ponta do microeletrodo para esse potencial.

Com propédsito de avaliar os processos reacionais dos filmes contendo a
enzima glicose oxidase, um substrato de natureza isolante (placa de vidro ou placa
de acrilico) foi modificado com a enzima GOx e, em seguida foram realizadas curvas

de aproximacdo SECM, na auséncia e na presenca de GOx (Figura 28). Neste
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modo, foi escolhido o potencial de +600 mV para avaliar o perfil das curvas de

aproximacao.

Figura 28 - Curvas de aproximagao do microeletrodo frente ao substrato isolante modificado com a
enzima glicose oxidase obtidas por SECM (corrente normalizada vs. distdncia normalizada). As
curvas de aproximacédo foram obtidas a) na auséncia de GOx e b) na presenca de GOx em
5 mmol.L" de glicose. Todas as medidas foram obtidas na presenca de oxigénio mlecular (ar em
equilibrio). O potencial aplicado ao microeletrodo foi +600 mV vs. Ag/AgCI e sat). Velocidade de
aproximagao de

2,5 um.s.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Na Figura 28(b), pode-se observar um aumento significativo (em torno de 2,2)
da corrente normalizada em funcdo da distdncia normalizada, mostrando que a
oxidagdo da glicose pela enzima GOx esta se acentuando a medida que o
microeletrodo se aproxima do substrato, pois ocorre um aumento significativo da
corrente obtida a partir da oxidacdo eletroquimica do H202 no microeletrodo
(MORKVENAITE-VILKONCIENE, RAMANAVICIENE; RAMANAVICIUS, 2014).
Pode-se verificar que na presenca de GOx ocorre o fendbmeno de Feedback Positivo.

Por outro lado, a curva em preto Figura 28(a) foi realizada na auséncia da enzima
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GOx, mostrando uma diminuicdo da corrente normalizada (em torno de 0,25 (IN)) a
medida que o microeletrodo se aproxima do substrato (Feedback Negativo).

Tendo em vista as reacgOes representadas nas Equagdes (31-34) e a efetiva
oxidacao do H202 no potencial de +600 mV, o seguinte esquema apresentado na
Figura 25, ilustra um diagrama esquematico do possivel mecanismo reacional que

se desenvolve nas medidas de SECM para o substrato modificado GOx.

Figura 29 - Diagrama esquematico do mecanismo reacional da GOx empregando a glicose como

substrato e o par O2/H20:2 para as medidas de SECM.

Microeletrodo
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Fonte: Elaborado pelo Autor

De acordo com esse esquema reacional, 0 processo tem inicio com a reacao
entre a enzima glicose oxidase e a glicose na presenca de oxigénio molecular, com
a formacdo do peroxido de hidrogénio e da gluconolactona, que de forma
espontanea se hidrolisa em &cido glucénico. Nesse esquema reacional, a oxidacao
da glicose por GOx na presencga de Oz, é verificada de forma indireta pela oxidagao
do H202 no microeletrodo (WONG; WONG; CHEN, 2008).

Para comprovar a validade do mecanismo, foram realizadas curvas de
aproximacao no modo de operagdo em que o substrato gera a espécie que sera
oxidada no microeletrodo (SG/TC). Neste modo, foi aplicando um potencial de +600
mV ao microeletrodo, e feito a aproximagdo do microeletrodo-substrato a uma
velocidade de 2,5 pms’ com o objetivo de avaliar o efeito da concentragdo de
glicose no perfil das curvas de aproximagéo. Para isso, imobilizou-se a enzima GOx
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em substrato isolante e variou-se a concentragao de glicose de (1,0 - 50 mmol.L ). A
Figura 30 apresenta as curvas para diferentes concentracdes de glicose.

Figura 30 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
PBS 0,1 mol.L' (pH=7,00) em superficie isolante com GOx imobilizada variando a concentragdo de
glicose a) 1,0 mmol.L-', b) 5,0 mmol.L", ¢) 10 mmol.L-", d) 20 mmol.L", ) 30 mmol.L"' e
f) 50 mmol.L"' (usando como mediador redox o oxigénio molecular). O potencial aplicado ao
microeletrodo foi de +600 mV vs. Ag/AgCI (kcisat). Velocidade de aproximagéao de 2,5 um.s.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

As curvas de aproximacao para diversas concentracdes de glicose, usando um
microeletrodo de raio 12,5 pm. A enzima GOx catalisa de forma eficiente a oxidagao
da glicose para gluconolactona e perdxido de hidrogénio na presenca de oxigénio
molecular. A medida que a concentragdo de glicose é aumentada pode-se verificar
que a concentracdo de peroxido de hidrogénio € maior e, posteriormente, o H202
formado € oxidado eletroquimicamente na superficie microeletrodo, sendo verificado
um aumento na corrente normalizada. A variacdo da corrente normalizada tem seu
maximo (curva em vermelho mostra uma varricdo da corrente normalizada em 2,23
nA) para a concentracdo de 5 mmol.L! de glicose. Entretanto, quando a
concentracgdo de glicose é maior 5 mmol.L"" ocorre uma saturagdo da enzima e por

consequéncia a diminuigdo da corrente da corrente normalizada. A Figura 30(A),
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inserida na Figura 30, foi retirada das curvas de aproximacéo, plotando as correntes
normalizadas em diferentes distancias normalizadas, ou seja, L = (4, 3, 2, 1 e 0,2),

respectivamente.

Além disso, a atividade eletroquimica local da GOx foi verificada com a
aquisicao de uma imagem SECM. Para isso, imobilizou-se a enzima sobre um
substrato isolante e, feito uma curva de aproximac&o no eixo de coordenada z,
distdncia em torno de 50 um microeletrodo-substrato, essa distancia foi mantida
durante todo o experimento. Para fazer a imagem, foi fixada a concentracdo de
glicose de 30 mmol.L! e aplicando um potencial de +600 mV ao microeletrodo e, em
seguida, realizada a movimentagdo do mesmo nos eixos x-y (200um - 200um) com a
finalidade de monitorar a corrente em diferentes regides. A Figura 31 mostra as
imagens obtidas.

Figura 31 - Imagens SECM obtidas em PBS 0,1 mol.L-! (pH=7,00) com uma concentragdo de glicose
de 30 mmol.L'' e microeletrodo polarizado em +600 mV vs. Ag/AgClikci sat). Na Figura 27(A) na
presenca de GOx e 27(B) na auséncia de GOx. Velocidade de aquisicdo da imagem 25 um.s' em
uma regiao de (200 um — 200 um) nos eixos x-y, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

A variagdo na coloragdo da Figura 31(A) mostra a atividade enzimética da
GOx. Pois, nas regides com a coloracao (verde, amarela e vermelha), a corrente se
torna gradativamente maior, obtida a partir da oxidacao eletroquimica do peréxido de
hidrogénio no microeletrodo, ao passo, que nas regides azuladas verifica-se a
diminuicdo significativa da corrente e por consequéncia uma menor atividade
enzimatica local na formacao do H202. Por outro lado, a Figura 31(B) detalha uma
regido onde ndo ha enzima GOx, mostrando assim, que nessa regiao nao esta
ocorrendo a oxidagao da glicose e por consequéncia ndo ha formagédo do H202 que

€ monitorado no microeletrodo.
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4.3 Aplicacoes da SECM na investigacao da reatividade da enzima peroxidase
de raiz forte sobre diferentes plataformas

O ciclo catalitico da HRP pode ser expresso de forma similar a uma catalise
homogénea. Um caso especial € o da oxidacdo da hidroquinona pela HRP,
considerando o mecanismo em trés etapas que pode ser bem representado pelas
seguintes Equacodes (35)-(37) (GORTON et al., 1999).

k
[ heme (Fe!'!, P)lygp + Hy0, —> [ heme (Fe'V = 0,P**)]cp; + H,0 Eq. (35)

K
[ heme (Fe' = 0,P**)]cpr + H,Q — [ heme (Fe!V = 0,P)lcpnr + HQ®  Eq. (36)

k
[ heme (Fe' = 0,P)]cp + HQ® — [heme (Fe'!, P)]yrp + BQ Eq. (37)
ksm
BQ +2e~ + 2H* =3 H,( Eq. (38)

A Equacéo 34 envolve a oxidacdo do grupo prostético heme (Fe'', P) da HRP
pelo peréxido de hidrogénio via dois elétrons, e a formacdo de um composto
intermediério, no estado (Fe'V, Cpl), consistindo do ferro oxiferril (O=Fe'V, P**) e do
cation radical 1 porfirinico. Na Equacédo 35, o composto intermediario Cpl formado
sofre uma reacao de reducdo quimica pela transferéncia de um elétron da H2Q,
formando composto intermediario (O=Fe'V, P) ou Cpll e o ion ion monofenolato
(HQ"). Em uma terceira etapa um elétron adicional pode ser transferido, proveniente
desse ion HQ® (Equacao 36), de forma que a enzima retorne a forma nativa [heme
(Fe'", P)]Hrp € uma molécula de Benzoquinona (BQ) DAMOS et al., 2003).

As constantes ki1, ko, ks devem ser consideradas para todos os ciclos de trés
etapas de HRP: formacédo de compostos | (Cpl) seguido de sua reducao em duas
etapas e, as trés etapas sao normalmente irreversiveis. A constantes cinética k1 esta
associada a velocidade de formacao do composto | (Cpl), enquanto que a constante
ke esta relacionado com a velocidade da formacdo do composto Il (Cpll), e ks
relacionado com a regeneragdo da enzima para sua forma nativa (GORTON et al.,
1999).

Para verificar a efetiva oxidacdo da H2Q no microeletrodo, foram realizados

voltamogramas ciclicos e verificado a corrente maxima no potencial de +600 mV, a
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7

medida que sua concentracdo € aumentada. Esses voltamogramas podem ser

observados na Figura 32.

Figura 32 - Voltamogramas ciclicos realizados em PBS 0,1 mol.L-1 (pH=7,0) em microeletrodo de
platina (Pt) raio 12,5 um variando a concentracdo de H2Q em a) PBS, b) 0,5 mmol.L", ¢) 1 mmol.L",

d) 1,5 mmol.L", e) 2,0 mmol.L-'. Velocidade de varredura 100 mV.s"'.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Pode-se verificar que a medida que a concentragdo de hidroquinona é
aumentada de (a) para (e) ocorre um aumento da corrente maxima para o potencial
de +600 mV, essa correlacao possibilita assim, compreender o processo catalitico a
partir da oxidagdo do H2Q no microeletrodo.

Tendo em vista a oxidacdo da H2Q, foi proposto um possivel mecanismo
reacional do processo eletrocatalitico por transferéncia eletrbnica mediada. Esse
esquema em trés etapas simplificadas pode ser verificado na Figura 33.
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Figura 33 - Diagrama esquematico do mecanismo eletrocatalitico de reagdo da HRP usando o par
redox H2Q/BQ e peréxido de hidrogénio no modo de SG/TC SECM.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Nesse mecanismo reacional, o peroxido de hidrogénio é reduzido pela enzima
HRP formando agua e um composto intermediario (Cpl), esse composto
intermediario oxida uma molécula de hidroquinona (H2Q), e por consequéncia forma
um segundo composto intermediario (Cpll) e o ion monofenolato (HQ’). Em uma
terceira etapa, o composto (Cpll) oxida o ion HQ® formando a BQ e retorna a enzima
HRP retorna a sua forma nativa. Sendo assim, as moléculas de H2Q que passaram
para forma de BQ s&o reduzidos a medida que o microeletrodo se aproxima da
enzima.

Para verificar a validade desse mecanismo reacional, foram realizadas curvas
de aproximacao no modo de Gerador/Coletor com a enzima HRP imobilizada sobre

substrato isolante.

4.3.1 Curvas de aproximacao SECM sobre substrato isolante para HRP

Com o objetivo de entender o mecanismo reacional da enzima HRP, foram
realizadas curvas de aproximagdo no modo de operacdo SG/TC SECM. Neste
modo, foi aplicando um potencial de -200 mV ao microeletrodo e raio 12,5 um, e feito

a aproximacao lentamente microeletrodo-substrato com a enzima imobilizada. Para
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isso, fixou-se a concentragdo de H2Q em 1,0 mmol.L™' e variou-se a concentracéo de
H202 de (0,2 — 2,0 mmol.L") para observar o perfil das curvas de aproximacgéo.

Esses perfis sdo mostrados na Figura 34.

Figura 34 - Curvas de aproximacdao SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie isolante com HRP imobilizada em PBS 0,1 mol.L' (pH=7,0) na presenga de 1,0 mmol.L’
de H2Q e variando a concentragcdo de H202 em a) 0,2 mmol.L-', b) 0,4 mmol.L", ¢) 0,6 mmol.L-1; d)
1,0 mmol.L", e) 2,0 mmol.L-". O potencial aplicado ao microeletrodo foi de -200 mV vs. Ag/AgClkci sat.).
Velocidade de aproximagao de 10 um.s-'.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Como pode ser observado, a enzima HRP catalisa a oxidagdo da molécula de
H2Q para BQ. A BQ gerada ira difundir a partir do substrato para a ponta do
microeletrodo, e sua concentracdo é uma funcdo da distancia microeletrodo-
substrato. Assim, a concentracdo de BQ gerada nas proximidades da superficie do
substrato modificado é elevada. Nesse sentido, é verificado um aumento da corrente
normalizada (IN) em fungéo da distancia normalizada (L). A Figura 34(A), inserida na
Figura 34, foi retirada das curvas de aproximagado, plotando as correntes

normalizadas em diferentes distancias normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2),
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respectivamente. Nessa Figura, pode-se observar que a medida que a concentracao
de H202 é aumentada gradativamente de 0,4 para 2,0 mmol.L"', ocorre um
decrescimento da corrente normalizada, tendo seu maximo (N = 1,5) para a
concentragao de 0,4 mmol.L-1 de H202, Figura 34(b). As maiores correntes foram
observadas para valores pequenos da distancia normalizada, ou seja, (L = 0,2),
mostrando que a corrente monitorada é uma fungdo da distdncia microeletrodo-
substrato.

Outra forma de reproduzir esse experimento foi mudando a forma de variar os
parametros. Sob tal enfoque, variou-se concentragdo de H2Q (0,2 — 2,0 mmol.L™"
mantendo a concentragdo do H202 em 1,0 mmol.L"") para avaliar diferencas no perfil
das curvas de aproximagao. A Figura 35 apresenta essas curvas de aproximacao.

Figura 35 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie isolante com HRP imobilizada em PBS 0,1 mol.L' (pH=7,0) na presenga de 1,0 mmol.L"’
de H20:2 e variando a concentragdo de H2Q em a) 0,2 mmol.L', b) 0,4 mmol.L", ¢) 0,6 mmol.L-1; d)
1,0 mmol.L", e) 2,0 mmol.L". O potencial aplicado ao microeletrodo foi de -200 mV vs. Ag/AgClci sat.).

Velocidade de aproximacéao de 10 pm.s™.
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Conforme pode ser visualizado, ocorre um aumento da corrente normalizada
em funcdo da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (e)), esse aspecto
esta bem representado na Figura 35(A). A Figura 35(A), foi retirada das curvas de
aproximagao, plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias
normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2). A medida que a concentragdo de H20
foi variada de 0,2 para 2,0 mmol.L", ocorre um aumento da corrente normalizada
nas proximidades da enzima, tendo seu maximo em (In=1,75) para a concentracéo
de 2 mmol.L-1 de H2Q. As maiores correntes foram verificadas para valores
pequenos da distancia normalizada, ou seja, (L = 0,2), mostrando que a corrente
monitorada é uma funcéo da distancia microeletrodo-substrato.

4.3.2 Curvas de aproximag¢ao SECM sobre substrato isolante para HRP/Gr

Outro estudo foi realizado com o propdsito de entender o mecanismo reacional
da enzima HRP sobre a plataforma de grafeno, tendo em vista as suas excelentes
propriedades mecanicas, elétricas, térmicas. Essas propriedades possibilitam ao
grafeno uma alta mobilidade de carga (KATSNELSON, 2007).

Grafeno é um hidrocarboneto policiclico aromatico, com anéis de seis carbonos
exclusivamente, que se estendem alternada e infinitamente em um plano
bidimensional (NUNES, 2013). Esse nanomaterial € uma das formas alotrdpicas do
carbono constituida por um sistema bidimensional formado por atomos de carbono
sp? organizados de forma hexagonal (IVANOVSKII, 2014). A Figura 36, mostra de

maneira esquematica a representagao bidimensional de uma folha de grafeno.

Figura 36 - Representacdo esquematica da estrutura cristalografica do grafeno.

Fonte: KATSNELSON, 2007
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Na atualidade o grafeno é considerado um dos mais promissores
nanomateriais em estudo no mundo, devido as suas excelentes propriedades. As
propriedades do grafeno s@o unicas e, podem ser aplicados nas mais diferentes
formas de tecnologias (DE JESUS, FREIRE, GUIMARAES, 2012).

Nesse sentido, foram realizadas curvas de aproximacdao no modo de operacao
Feedback SECM com a enzima com a HRP. Neste modo, foi aplicando um potencial
de -200 mV ao microeletrodo de raio 12,5 um, e feito a aproximagao lentamente
microeletrodo-substrato com a enzima imobilizada sobre plataforma de grafeno
(HRP/Gr). Para isso, fixou-se a concentracdo de H2Q em 1,0 mmol.L"' e variou-se a
concentragdo de H202 de (0,2 — 2,0 mmol.L"") para observar o perfil das curvas de
aproximacéao. A Figura 37 mostra os perfis das curvas de aproximagao.

Figura 37 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie isolante com HRP/Gr imobilizada em PBS 0,1 mol.L-! (pH=7,0) na presenga de 1,0 mmol.L-
" de H2Q e variando a concentragdo de H202em a) 0,2 mmol.L", b) 0,4 mmol.L", ¢) 0,6 mmol.L-1; d)
1,0 mmol.L", e) 2,0 mmol.L". O potencial aplicado ao microeletrodo foi de -200 mV vs. Ag/AgClci sat.).

Velocidade de aproximacao de 10 pm.s™.
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Conforme pode ser visto, ocorre um aumento da corrente normalizada em
funcédo da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (e)), esse aspecto
esta bem representado na Figura 37(A). Essa figura foi retirada das curvas de
aproximacgao, plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias
normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2). Pode-se observar que a medida que a
concentragdo de H202 é diminuida gradativamente de 0,4 para 2,0 mmolL", ocorre
um decrescimento da corrente normalizada. Entretanto, a corrente normalizada
aumentou em torno de (IN = 0,8) (para concentracdo de 0,4 mmol.L"" de H202) em
comparagado coma as curvas realizadas sem a presenca do grafeno (Figura 34(b)
sem grafeno, Figura 37(b) com grafeno). As maiores correntes foram verificadas
para valores pequenos da distancia normalizada, ou seja, (L = 0,2), mostrando que a
corrente monitorada € uma funcao da distancia microeletrodo-substrato.

Foi realizado também, um experimento mudando a forma de variar os
parametros. Nesse sentido, variou-se concentracdo de H2Q (0,2 — 2,0 mmol.L-1)
mantendo a concentragcdo do H202 em 1,0 mmol.L-1 para avaliar a diferenga no
perfil das curvas de aproximacdo. Na Figura 38 sdo apresentadas as curvas de
aproximacao para HRP/Gr.
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Figura 38 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie isolante com HRP/Gr imobilizada em PBS 0,1 mol.L-! (pH=7,0) na presenga de 1,0 mmol.L-
" de H20:2 e variando a concentragado de H2Q em a) 0,2 mmol.L!, b) 0,4 mmol.L", ¢) 0,6 mmol.L-1; d)
1,0 mmol.L", e) 2,0 mmol.L-". O potencial aplicado ao microeletrodo foi de -200 mV vs. Ag/AgClkci sat,).
Velocidade de aproximagao de 10 um.s-'.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Conforme pode ser visualizado, ocorre um aumento da corrente normalizada
em funcdo da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (e)), esse aspecto
esta bem representado na Figura 38(A). A Figura 38(A), foi retirada das curvas de
aproximagéo, plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias
normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2). Pode-se observar que a medida que a
concentracdo de H202 é aumentada gradativamente de 0,4 para 2,0 mmolL", ocorre
um decrescimento da corrente normalizada. Pode-se verificar ainda que sobre a
plataforma de grafeno a corrente normalizada (/n) aumentou em 0,75 (para
concentragdo de 2,0 mmol.L " de H202), em comparagdo coma as curvas realizadas
sem o grafeno (Figura 35(e) sem grafeno, Figura 38(e) com grafeno). As maiores
correntes foram verificadas para valores pequenos da distancia normalizada, ou
seja, (L = 0,2), mostrando que a corrente monitorada é uma fungdo da distancia

microeletrodo-substrato.
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4.3.3 Curvas de aproximag¢ao SECM sobre substrato isolante para HRP/CNTs

Desde a descoberta dos nanotubos de carbono (CNTs) por lijima em 1991
(IIJIMA, 1991), estes tem atraido grande interesse devido as suas propriedades
unicas e excepcionais, incluindo as propriedades elétricas, excelentes forca
mecanicas e quimicas. Sua area de superficie elevada e geometria oca, combinado
com a condutividade eletrbnico e propriedades mecanicas, sugerem que 0S
nanotubos de carbono tém a capacidade de promover reacdes de transferéncia de
carga, quando utilizado como um material de elétrodo para reacées eletroquimicas.
Estas propriedades notaveis de Nanotubos de carbono tornaram-se um atrativo para
muitas aplicagdes, em particular para o fabrico de sensores e biossensores,
melhorar a sua sensibilidade e seletividade e, agindo como catalisadores para com o
processo de muitas substancias (DA SILVA, 2013). A Figura 39 mostra a estrutura

dos nanotubos de carbono.

Figura 39 - Estrutura helicoidal esquematico de uma folha de grafeno e as diferentes formas de
formagao dos nanotubos de carbono (CNTSs).

cw ‘Y’\’)'\‘w’x XA
X E 195908

: ’;\x\ "r;):’“r’ﬂr‘
Y YY! B ’Nr-,),}‘;

o4t 90090

.)x % }‘% ‘,4"*)"):&;
265%!

S # i’,:n)f}
s SR s5Ss
oo S ssess!
09%85t

) %059

X
Y

03 192008
ov S 105003

Fonte: DAI, 2002

Nesse sentido, foi realizado um estudo da enzima HRP sobre a plataforma de
nanotubos de carbono (CNTs), com o propdsito de entender o mecanismo reacional
e tragar um paralelo entre a atividade enzimatica sobre essas duas plataformas
HRP/ CNTs e HRP/Gr.

Passa-se, entdo, a realizar as curvas de aproximacdo no modo de operacao
Feedback SECM. Neste modo, foi aplicando um potencial de -200 mV ao
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microeletrodo de raio 12,5 um, e feito a aproximagao lentamente microeletrodo-
substrato com a enzima imobilizada (HRP/CNTs). Para isso, fixou-se a concentracao
de H2Q em 1,0 mmol.L-1 e variou-se a concentracao de H20:2 de (0,2 — 2,0 mmol.L-
1) para observar o perfil das curvas de aproximacgao. Esses perfis s&4o mostrados na
Figura 40.

Figura 40 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie isolante com HRP/CNTs imobilizada em PBS 0,1 mol.L"' (pH=7,0) na presenca de 1,0
mmol.L-' de H2Q e variando a concentragdo de H202 em a) 0,2 mmol.L-', b) 0,4 mmol.L", ¢) 0,6
mmol.L-1; d) 1,0 mmol.L"", ) 2,0 mmol.L'. O potencial aplicado ao microeletrodo foi de -200 mV vs.
Ag/AgClkci sat). Velocidade de aproximagao de 10 um.s.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Conforme pode ser observado, ocorre um aumento da corrente normalizada
em funcdo da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (e)), esse aspecto
esta bem representado na Figura 40(A). Essa figura foi retirada das curvas de
aproximacao, plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias
normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2). Pode-se observar que a medida que a
concentracdo de H202 é diminuida gradativamente de 0,4 para 2,0 mmolL"", ocorre
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um decrescimento da corrente normalizada. Entretanto, a corrente normalizada (/)
aumentou em torno de 1,25 (para concentracdo de 0,4 mmol.L!' de H202) em
comparagdo coma as curvas realizadas sem o nanotubos de carbono (Figura 34(b)
sem CNTs, Figura 40(b) com CNTs). As maiores correntes foram verificadas para
valores pequenos da distancia normalizada, ou seja, (L = 0,2), mostrando que a
corrente monitorada € uma funcao da distancia microeletrodo-substrato.

Foi realizado também, um experimento mudando a forma de variar o0s
parametros. Nesse sentido, variou-se concentragdo de H2Q (0,2 - 2 mmol.L-1)
mantendo a concentracdo do H202 em 1 mmol.L-1 para avaliar a diferenca no perfil
das curvas de aproximacdo. A Figura 41 mostra as curvas de aproximagao para
HRP/CNTs.

Figura 41 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie isolante com HRP/CNTs imobilizada em PBS 0,1 mol.L"' (pH=7,0) na presenca de 1,0
mmol.L-' de H202 e variando a concentragdo de H2Q em a) 0,2 mmol.L", b) 0,4 mmol.L-!, ¢) 0,6
mmol.L-1; d) 1,0 mmol.L', ) 2,0 mmol.L-'. O potencial aplicado ao microeletrodo foi de -200 mV vs.

Ag/AgClkci sat). Velocidade de aproximacao de 10 pm.s.
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Conforme pode ser observado, ocorre um aumento da corrente normalizada
em funcdo da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (e)), esse aspecto
esta bem representado na Figura 41(A). Essa figura, foi retirada das curvas de
aproximacao, plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias
normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2). Pode-se observar que a medida que a
concentracdo de H2Q foi variada de 0,2 para 2 mmol.L-1, ocorre um aumento
gradativo da corrente normalizada nas proximidades da enzima. Pode-se verificar
ainda, que sobre a plataforma de nanotubos de carbono a corrente normalizada (/n)
aumentou em 3,75 (para concentracdo de 2 mmol.L-1 de H202), em comparacao
com as curvas realizadas sem os nanotubos de carbono (Figura 35(e) sem CNTs,
Figura 41(e) com CNTs). As maiores correntes foram verificadas para valores
pequenos da distancia normalizada, ou seja, (L = 0,2), mostrando que a corrente
monitorada é uma funcéo da distancia microeletrodo-substrato.

Ademais, a atividade eletroquimica local da HRP sobre plataforma de
nanotubos de carbono (HRP/ CNTs) foi investigada com a aquisicdo de uma imagem
SECM. Para isso, imobilizou-se a HRP/CNTs sobre um substrato isolante e, feito
uma curva de aproximacao no eixo de coordenada z, obtendo uma distancia préxima
de 50 um microeletrodo-substrato, essa distadncia foi mantida durante todo o
experimento. Para fazer a imagem, foi fixada a concentracado de H2Q em 1 mmol.L-1
e H202 em 1 mmol.L-1 e aplicado um potencial de -200 mV ao microeletrodo e, em
seguida, realizada a movimentagdo do mesmo nos eixos x e y (200um - 200pum) com
a finalidade de monitorar a corrente em diferentes regides. A Figura 42 mostra a

imagem obtida.
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Figura 42 - Imagens SECM obtidas em PBS 0,1 mol.L-1 (pH=7,0) com uma concentragao de 1,0
mmol.L-* de H2Q e 1,0 mmol.L-' de H202 e microeletrodo polarizado em -200 mV vs. Ag/AgClai sat)
com a enzima HRP/ CNTs imobilizada. Velocidade de aquisi¢do da imagem 25 um.s™'.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

A Figura 42 mostra a atividade enzimatica da HRP sobre a plataforma de
nanotubos de carbono HRP/ CNTs, podendo ser observado a partir da variagao na
coloragcdo da imagem. Como pode ser observado, foi possivel realizar distingoes
entre regides com maior concentracdo de enzima sobre a plataforma de CNTSs, pois
a medida que o microeletrodo varria regidbes com menor concentracdo de enzima
imobilizada a corrente monitorada apresenta baixos valores (-2,5 nA) (regides de
coloragao vermelha e amarela) por consequéncia uma menor atividade enzimatica
local. Quando o microeletrodo varria regides com maior concentragdo de enzima,
regides com coloragéo (verde, azul celeste, azul), a corrente monitorada se torna
gradativamente maior e tendo seu maximo na coloragédo azul (-7,43 nA), mostrando

uma maior atividade enzimatica local.
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4.3.4 Curvas de aproximacao SECM sobre substrato condutor para HRP/ CNTs

A atividade catalitica da HRP/ CNTs foi investigada sobre superficie condutora
(eletrodo de ouro), com o objetivo de entender os processos reacionais da enzima
sobre esse substrato, e fazer possiveis correlagbes com a HRP/CNTs imobilizada
sobre substrato isolante. No modo SG/TC SECM, foram realizadas curvas de
aproximacéao aplicando um potencial de -200 mV ao microeletrodo e raio 12,5 um.
Para isso, fixou-se a concentracdo de H2Q em 1,0 mmol.L-1 e variou-se a
concentracdo de H202 de (0,2 - 2 mmolL") para observar o perfil das curvas de
aproximacéao. Os perfis dessas curvas sao mostrados na Figura 43.

Figura 43 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie condutora com HRP/CNTs imobilizada em PBS 0,1 mol.L-1 (pH=7,0) na presenca de 1,0
mmol.L'' de H2Q e variando a concentragdo de H202 em a) 0,2 mmol.L', b) 0,4 mmol.L' , c) 0,6
mmol.L-1, d) 0,8 mmol.L-1, €) 1,0 mmol.L-1 e f) 2,0 mmol.L-1. O potencial aplicado ao microeletrodo

foi de -200 mV vs. Ag/AgCI (kcisat). Velocidade de aproximagéo de 10 um.s™.
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Conforme pode ser observado, ocorre um aumento da corrente normalizada
em funcdo da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (e)), esse aspecto
esta bem representado na Figura 43(A). A Figura 43, foi retirada das curvas de
aproximacao, plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias
normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2). Nessa Figura, pode-se observar que a
medida que a concentracdo de H202 é aumentada gradativamente de 0,4 para 2,0
mmol.L™", ocorre um decrescimento da corrente normalizada, tendo seu maximo (I =
1,5) para a concentragdo de 0,8 mmol.L" de H202, Figura 34(b). As maiores
correntes foram observadas para valores pequenos da distancia normalizada, ou
seja, (L = 0,2), mostrando que a corrente monitorada é uma fungdo da distancia
microeletrodo-substrato.

Similarmente, foi realizado outro experimento mudando a forma de variar os
parametros. Para isso, variou-se concentragdo de H2Q (0,2 - 2 mmol.L"') mantendo a
concentragdo do H202 em 1 mmol.L"! para observar a diferenca no perfil das curvas
de aproximacdo. Na Figura 44 sdo apresentadas as curvas de aproximagdao com
HRP/ CNTs imobilizados sobre superficie condutora.
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Figura 44 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distdncia normalizada em
superficie condutora com HRP/CNTs imobilizada em PBS 0,1 mol.L-1 (pH=7,0) na presenca de 1,0
mmol.L-' de H202 e variando a concentracdo de H2Q em a) 0,2 mmol.L', b) 0,4 mmol.L-' , c) 0,6
mmol.L-1, d) 0,8 mmol.L-1, €) 1,0 mmol.L-1 e f) 2,0 mmol.L-1. O potencial aplicado ao microeletrodo
foi de -200 mV vs. Ag/AgCI (cisat). Velocidade de aproximagéo de 10 um.s.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Conforme pode ser visto, ocorre um aumento da corrente normalizada em
funcdo da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (e)), esse aspecto
esta bem representado na Figura 44(A). A Figura 44, foi retirada das curvas de
aproximacéo, plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias
normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2). Nessa Figura, pode-se observar que a
medida que a concentracdo de H202 é aumentada gradativamente de 0,4 para 2,0
mmol.L™", ocorre um aumento da corrente normalizada, tendo seu maximo (i = 2,25)
para a concentragdo de 2,0 mmol.L" de H202, Figura 34(b). As maiores correntes
foram observadas para valores pequenos da distancia normalizada, ou seja, (L =
0,2), mostrando que a corrente monitorada € uma fungao da distancia microeletrodo-
substrato.
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A atividade eletroquimica local da (HRP/ CNTSs) foi investigada sobre substrato
condutor com a aquisicdo de uma imagem SECM. Para isso, a HRP/CNTs foi
imobilizada sobre um eletrodo de ouro (substrato condutor) e, em seguida realizada
uma curva de aproximacao no eixo de coordenada z, obtendo uma distancia préxima
de 75 um microeletrodo-substrato que foi mantida durante todo o experimento. A
imagem foi realizada em solucdo de ferricianeto de potéassio 5 mmol.L-" em KCI 0,1
mol.L”" e o microeletrodo foi polarizado em -200 mV, em seguida, realizada a
movimentacdo do mesmo nos eixos x € y (500um - 500um) com a finalidade de
monitorar a corrente de reducdo em diferentes regides. A Figura 45 mostra a
imagem obtida.

Figura 45 - Imagens SECM obtidas em ferricianeto de potassio 5 mmol.L-1 em KCI 0,1 mol.L" e
microeletrodo polarizado em -200 mV vs. Ag/AgCI ci sat) com a enzima HRP/CNTs imobilizada sobre
eletrodo de ouro. Velocidade de aquisicdo da imagem 75 um.s' em uma regido de (500 um - 500 pm)

nos eixos x ey, respectivamente.
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Fonte: Elaborada pelo Autor

A atividade enzimatica da HRP/ CNTs sobre substrato condutor foi investigada,
podendo ser observada a partir da variagdo na coloragdo da imagem. Como pode
ser observado, foi possivel realizar distingdes entre regides com maior concentragao
de enzima sobre a plataforma de CNTs, pois a medida que o microeletrodo varria
regidbes com maior concentracdo de enzima, regides com coloragdo (verde, azul

celeste, azul), a corrente monitorada se torna gradativamente maior, tendo seu



90

maximo na regido em azul (-22,19 nA) mostrando assim, uma maior atividade

enzimatica local.

4.3.5 Estudos de Microscopia Eletroquimica de Varredura da HRP/ CNTs sobre
substrato isolante e condutor usando o catecol como mediador redox

A atividade catalitica da HRP/ CNTs foi investigada sobre superficie isolante
(placa de vidro) e condutora (eletrodo de ouro), com o objetivo de entender os
processos reacionais da enzima sobre esses substratos, utilizando o catecol (CC)
como mediador redox. No modo SG/TC, foram realizadas curvas de aproximacao
aplicando um potencial de -200 mV ao microeletrodo de raio 12,5 um. Para isso,
fixou-se a concentragdo de CC em 1,0 mmol.L " e variou-se a concentragdo de H202
de (0,2 — 2,0 mmol.L") para observar o perfil das curvas de aproximagédo sobre

superficie isolante. Os perfis dessas curvas sao mostrados na Figura 46.
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Figura 46 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie isolante com HRP/CNTs imobilizada em PBS 0,1 mol.L"' (pH=7,0) na presenga de 1,0
mmol- L' de CC e variando a concentracdo de H202 em a) 0,2 mmol.L"", b) 0,4 mmol.L-", ¢) 0,6
mmol.L-', d) 0,8 mmol.L', e) 1,0 mmol.L-! e f) 2,0 mmol.L-'. O potencial aplicado ao microeletrodo foi
de -200 mV vs. Ag/AgClkci sat). Velocidade de aproximagao de 10 pm.s™.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Conforme pode ser observado, ocorre uma diminuicdo da corrente normalizada
em funcdo da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (e)), esse aspecto
esta bem representado na Figura 46(A). A Figura 46, foi retirada das curvas de
aproximagao, plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias
normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2). Nessa Figura, pode-se observar que a
medida que a concentracdo de H202 € aumentada gradativamente de 0,4 para 2,0
mmol.L™", ocorre um decrescimento da corrente normalizada, tendo seu maximo (I =
1,0) para a concentragdo de 0,2 mmol.L" de H202, Figura 46(f). As maiores
correntes foram observadas para grandes valores da distancia normalizada, ou seja,
(L = 30).

Com o propoésito de observar o efeito da concentracdo de CC no perfil das
curvas de aproximacdo variou-se a concentracdo de CC (0,2 — 2,0 mmol.L")
mantendo a concentragdo do H202 em 1,0 mmol.L'. Na Figura 47 sdo apresentadas
as curvas de aproximacao obtidas com HRP/CNTs.
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Figura 47 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie isolante com HRP/CNTs imobilizada em PBS 0,1 mol.L' (pH=7,0) na presenca de 1,0
mmol.L-' de H202 e variando a concentragdo de CC em a) 0,2 mmol.L"", b) 0,4 mmol.L, ¢) 0,6
mmol.L, d) 0,8 mmol.L", e) 1,0 mmol.L-1 e f) 2,0 mmol.L-1. O potencial aplicado ao microeletrodo foi
de -200 mV vs. Ag/AgClkci sat). Velocidade de aproximagao de 10 pm.s.
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Conforme pode ser observado, ocorre uma diminui¢do da corrente normalizada
em funcdo da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (e)), esse aspecto
esta bem representado na Figura 47(A). A Figura 47, foi retirada das curvas de
aproximacéo, plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias
normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2). Nessa Figura, pode-se observar que a
medida que a concentracdo de catecol € aumentada gradativamente de 0,4 para 2,0
mmol.L™", ocorre um decrescimento da corrente normalizada, tendo seu maximo (I =
1,0) para a concentragcdo de 1,0 mmol.L' de catecol, Figura 47(b). As maiores
correntes foram observadas para grandes valores da distancia normalizada, ou seja,
(L = 30).

A atividade catalitica da HRP/CNTs foi investigada sobre superficie condutora
(eletrodo de ouro), com o objetivo de entender os processos reacionais da enzima
sobre esse substrato usando o catecol como mediador redox, para fazer possiveis
correlacbes com a HRP/CNTs imobilizada sobre substrato isolante. No modo de
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SG/TC SECM, foram realizadas curvas de aproximagao aplicando um potencial de
-200 mV ao microeletrodo e raio 12,5 um. Para isso, fixou-se a concentragdo de CC
em 1 mmol.L-1 e variou-se a concentragdo de H202 de (0,2 - 2 mmolL") para
observar o perfil das curvas de aproximagao. Os perfis dessas curvas sdo mostrados
na Figura 48.

Figura 48 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie condutora com HRP/CNTs imobilizada em PBS 0,1 mol.L' (pH=7,0) na presenca de 1,0
mmol.L-' de CC e variando a concentracdo de H202 em a) 0,2 mmol.L-1, b) 0,4 mmol.L"", ¢) 0,6
mmol.L', d) 0,8 mmol.L, ) 1,0 mmol.L-1 e f) 2,0 mmol.L-1. O potencial aplicado ao microeletrodo foi
de -200 mV vs. Ag/AgClci sat). Velocidade de aproximacédo de 10 pm.s™'.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Conforme pode ser visto, ocorre uma diminuicdo da corrente normalizada em
funcdo da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (e)), esse aspecto
esta bem representado na Figura 48(A). A Figura 48, foi retirada das curvas de
aproximacao, plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias
normalizadas, ou seja, L = (30, 20, 10 e 0,2). Nessa Figura, pode-se observar que a
medida que a concentracao de catecol € aumentada gradativamente de 0,4 para 2,0
mmol.L™", ocorre um decrescimento da corrente normalizada, tendo seu maximo (I =

1,0) para a concentragcdo de 0,4 mmol.L"' de catecol, Figura 48(b). As maiores
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correntes foram observadas para grandes valores da distancia normalizada, ou seja,
(L = 20).

De forma similar, foi realizado um experimento mudando a forma de variar os
parametros. Para isso, variou-se concentracao de CC (0,2 - 2,0 mmol.L-1) mantendo
a concentragdo do H202 em 1 mmol.L"' para observar a diferenca no perfil das
curvas de aproximacao. Na Figura 49 sdo apresentadas as curvas de aproximagao

com HRP/CNTs imobilizados sobre superficie condutora.

Figura 49 - Curvas de aproximagdo SECM de corrente normalizada vs. distancia normalizada em
superficie isolante com HRP/CNTs imobilizada em PBS 0,1 mol.L"' (pH=7,0) na presenca de 1,0
mmol.L-' de H202 e variando a concentracdo de CC em a) 0,2 mmol.L-1, b) 0,4 mmol.L"", ¢) 0,6
mmol.L-, d) 0,8 mmol.L", e) 1,0 mmol.L-1 e f) 2,0 mmol.L-1. O potencial aplicado ao microeletrodo foi

de -200 mV vs. Ag/AgClci sat). Velocidade de aproximagéo de 10 pm.s™.
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Conforme pode ser visto, ocorre uma diminuicao da corrente normalizada em fungéao
da distancia normalizada (perfis das curvas de (a) para (€)), esse aspecto estd bem
representado na Figura 49(A). A Figura 49, foi retirada das curvas de aproximagao,
plotando as correntes normalizadas em diferentes distancias normalizadas, ou seja,
L = (80, 20, 10 e 0,2). Nessa Figura, pode-se observar que a medida que a
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concentragdo de catecol é aumentada gradativamente de 0,4 para 2,0 mmol.L™,
ocorre um decrescimento da corrente normalizada, tendo seu maximo (I = 1,15)
para a concentragdo de 2,0 mmol.L™" de catecol, Figura 49(f). As maiores correntes
foram observadas para grandes valores da distancia normalizada, ou seja, (L = 20).

4.3.6 Estudos Voltamétricos e Cronoamperométricos em compostos isoméricos

Com o objetivo de avaliar o processo de oxidacdo e reducdo de dois
compostos isbmeros (hidroquinona, catecol), voltamogramas ciclicos foram obtidos
na presenga de 1 mmol.L' de hidroquinona (H2Q) e 1 mmol.L" de catecol (CC) para
o eletrodo de ouro (Figura 50). Os voltamogramas foram obtidos no intervalo de
potencial de -200 a 400 mV vs. Ag/AgCl em solugdo 0,1 mol.L-" de tampéo fosfato
(pH = 7,0).

Figura 50 - Voltamogramas ciclicos referentes ao eletrodo de ouro, (curva 1) na presenca de 1,0
mmol.L'' H2Q e (curva 2) na presenga de 1,0 mmol.L-" CC. Os voltamogramas foram obtidos no
intervalo de potencial de -200 a 400 mV vs. Ag/AgCl em PBS 0,1 mol.L-' (pH = 7,0). Velocidade de
varredura 100 mV.s.
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Na Figura 50, curva (1), pode-se destacar que a corrente de pico anddica
referente a oxidagdo da hidroquinona ocorre no potencial proximo a 250 mV. Um
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pico de corrente catodica foi observado em -50 mV, referente a reducao
eletroquimica da benzoquinona. A curva (2), mostra a oxidacdo do catecol no
potencial préximo a 250 mV, enquanto que, sua redugao ocorre no potencial de 100
mV.

Experimentos cronoamperométricos foram realizados com os compostos
isbmeros H2Q e CC, com o objetivo de construir uma curva analitica obtida para
diferentes concentracbes de cada analito. Nesse sentido, a HRP/CNTs foi
imobilizada sobre um eletrodo de ouro (substrato condutor) e, em seguida realizada
uma curva de aproximacdo (microeletrodo-substrato) no eixo de coordenada z,
obtendo uma distdncia préxima de 50 pm que foi mantida durante todo o
experimento. Em seguida, o microeletrodo foi polarizado em -200 mV, com a
finalidade de monitorar a corrente de redugédo para diferentes concentracdes dos

analitos. A Figura 51 mostra as curvas cronoamperométrica obtida.

Figura 51 - Curvas cronoamperométrica com HRP/CNTs imobilizada sobre superficie condutora em
PBS 0,1 mol.L"" (pH=7,0) na presenga de 1,0 mmol.L"* de H20: e variando a concentragao de H2Q, A)
em Branco (preta), 0,05 mmol.L' (vermelha), 0,15 mmol.L-' (azul), d) 0,25 mmol.L-! (rosa), e) 0,40
mmol.L* (verde). B) na presenga de 1,0 mmol.L-" de H20:2 e variando a concentragdo de CC, Branco
(preta), 0,05 mmol.L-" (vermelha), 0,15 mmol.L' (azul), d) 0,25 mmol.L-" (rosa), €) 0,40 mmol.L"

(verde). O potencial aplicado ao microeletrodo foi de -200 mV vs. Ag/AgCI (kci sat,)-
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Fonte: Elaborado pelo Autor

A Figura 51(A) mostra os cronoamperogramas para diferentes concentracdes
de H2Q (50 - 400 pmol.L"). Como pode ser observado, a medida que a
concentracdo desse analito é aumentada a corrente de reducdo aumenta
proporcionalmente, mostrando a eficiéncia do processo catalitico. Por outro lado,
para diferentes concentracdes de CC a corrente de redugéo diminui como pode visto
na Figura 51(B), mostrando assim, a especificidade da HRP por H2Q.

Nesse sentido, foram construidas curvas analiticas de corrente de reducao vs.
concentragdo de H2Q e CC, respectivamente. A Figura 52 mostra uma correlagcédo

linear desses parametros para esses analitos.
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Figura 52 - Relacédo entre a corrente de redugao versus a concentragao de H2Q e CC em PBS 0,1
mol.L-' (pH=7,0) na presenga de 1,0 mmol.L"" de H202 e variando a concentragdo de H2Q (50 — 400
pmol.L") (Preta). Na presenca de 1,0 mmol.L'" de H20: e variando a concentragdo de CC, (50 — 400
pumol.L") (Vermelha). O potencial aplicado ao microeletrodo foi de -200 mV vs. Ag/AgCl (ai sat.).
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Fonte: Elaborado pelo Autor

Seguindo as recomendacgdes da IUPAC, os LD e LQ foram determinados
utilizando-se 3,3*s/b e 10*s/b, respectivamente, onde s € o desvio padrdo para cinco
curvas cronoamperométrica do branco e b, o coeficiente de regressao angular da
curva analitica (CURRIE, 1995). Para a reducédo da BQ obteve-se um LD de 38,45
umol.L”" e um LQ de 116,52 ymol.L'' e um coeficiente de correlagcdo de 0,971. A

faixa linear de trabalho observada foi de 50 até 400 umol.L.
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5 CONCLUSOES

O Presente trabalho demostrou que a Microscopia Eletroquimica de Varredura
€ uma excelente técnica para estudar a reatividade das enzimas GOx e HRP sobre
diferentes plataformas.

Estudos através de curvas de aproximagéo e imagens SECM foram realizados
com a enzima GOx sobre superficie isolante e condutora, demonstrando que a
mesma, € muito eficiente no que concerne a oxidagédo da glicose ou formagéo do
peroxido de hidrogénio.

Estudos através de curvas de aproximacao e imagens SECM foram realizados
com a enzima HRP sobre superficie isolante e condutora, demonstrando que a
mesma, é muito eficiente no que concerne a reducao do peroxido de hidrogénio ou
oxidagao de hidroquinona.

Estudos através de curvas de aproximacgao e imagens SECM foram realizados
com a enzima HRP sobre plataforma de grafeno, demonstrando que a mesma, é
muito eficiente no que concerne a reducao do peroxido de hidrogénio ou oxidagcao
de hidroquinona se comparado com a enzima imobilizada sobre plataforma isolante.

Estudos através de curvas de aproximagédo e imagens SECM demonstraram
gue a enzima HRP imobilizada sobre plataforma de nanotubos de carbono, reduz o
peroxido de hidrogénio ou oxida a hidroquinona de forma mais eficiente se
comparado com a enzima sobre plataforma isolante e sobre plataforma de grafeno.

Estudos através de curvas de cronoamperométrica demonstraram que a
enzima HRP imobilizada sobre plataforma de nanotubos de carbono HRP/CNTs é

seletiva para compostos isoméricos.
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