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equivalente BQu(R«Wi)]. Valores médios para:sR 106Q, Qq = 11,7pF %, n = 0,84, W

= 877
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RESUMO

Dado que, para 0 nosso conhecimento, encontraneosigpma referéncia onde foi abordada
a adsorcao de HRP (peroxidase de raiz forte) emrSaig de CV (carbono vitreo) a partir de
solucdo da HRP em dimetilsulfoxido e formamida,ue @ maioria dos outros estudos é
realizada em superficie de carbono, grafite, ecg@mente grafite pirolitico com borda
(PGE), onde se encontra na literatura que esi& genaterial mais promissor para estudos de
voltametria de filmes de proteinas, resolvemosstigar a adsor¢cdo de HRP comercial em
superficie de CV a partir de solugcbes aquosas deredies pHs tentando identificar a
ocorréncia de DET e a possibilidade de bioeletédisat para KO, e G, com a principal idéia
de uso de HRP em eletrodos de células a combustiv@hnaticas, e para isso tragamos 0s
seguintes objetivos: adsorver HRP em CV e verifmascorréncia (ou nao) de DET, via
repetibilidade de experimentos; identificar e deiear a magnitude do potencial formal da
heme Fg/Fe na HPR adsorvida em CV bem como, verificar a @uia de algum outro
comportamento voltamétrico relacionado, por exemats pares cpd I/Ee cpd licpd Il e
cpd II/FE"; construir eletrodos de CV recobertos com filmes HRP em presenca de
polimixina (a ligacdo de proteinas com superficgasregadas negativamente € bastante
reforcada pela presenca de poliaminas, tais conwmigcga ou polimixina (PM)), e
adicionalmente recobertos por Nafion (eletrodos eemns como CV/HRP-PM/Nafion);
verificar a bioeletrocatalise da HRP, diretamermsoavida em CV ou adsorvida nos eletrodos
CV/HRP-PM/Nafion, para kD, e O; discutir o mecanismo de DET a luz das propriedade
do CV em comparacdo com o PEG,; e discutir o megande DET a luz da HRP em solucéo
e adsorvida em superficie eletrodica. Esses obgforam alcancados usando-se as técnicas
de voltametria ciclica (VC), varredura linear deégmzial hidrodinAmica, e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE). Obtivemos assim,noeso presente trabalho, evidéncias
que: a HRP adsorve efetivamente em superficie de aCpartir de solucbes aquosas
tamponadas e apresenta DET com repetibilidade iexpetal; as melhores respostas
eletroquimicas para HRP adsorvida em CV ocorremt@nperaturas préximas a G e
tampéo com pH 5; a HRP € bioeletrocatalitica pasdacao de bD, e essa bioeletrocatalise

€ melhorada (parcialmente) pela presenca de ,CaCkssa melhoria deve-se a uma
diminuicdo, durante um intervalo de tempo, da mgdaconformacional da HRP devido a
presenca de Cagla adicdo de polimixina reforgca sobremaneira agd® de HRP em CV e
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atua como “polimero” para estabilizar a conformagd@enesma — o recobrimento desse filme
com uma pelicula de Nafion atua como estabilizad@rional da conformacéao ativa da HRP;
o potencial formal encontrado no presente trabalhm o par redox F&Fe* foi de
aproximadamente —0,217 V vs. ECS e ele esta préawmsovalores reportados na literatura —
nao encontramos nenhuma resposta voltamétricaaesaa, por exemplo, aos pares redox
cpd I/FE*, cpd licpd 1l ou cpd II/FE, diferentemente de outros autores; o eletrodo
modificado de CV/HRP-PM/Nafion apresentou-se benisr#eletrocatalitico paraQdo
que para bD, — esse mesmo eletrodo quando ciclado inUmerassveeemanece
bioeletrocatalitico tanto para,(dmelhor bioeletrocatalisador) como paraOx em um
célculo grosseiro e aproximado, encontramos valbeeg, de 3,4x 10° e 4,6x 10° cm s?,
respectivamente antes e apos varios ciclos voltarogt para o eletrodo CV/HRP-PM/Nafion
em presenca deB,, enquanto que para o mesmo tipo de eletrodo esemga de &
encontramos os valores de %30° e 6,5x 10° cm $*, respectivamente antes e ap6s Varios
ciclos voltamétricos, reforcando uma forte depen@éa cinética da HRP confinada na
superficie do eletrodo, no entanto, mais efetivia @areducdo de L Oem comparacdo com
H.0,; e o comportamento “promissor’ de PGE em detrimaat CV deve-se muito mais, em
nossa Vvisao, a espacos vazios onde a enzima agatta confinada” e ndo propriamente
adsorvida, comportando-se assim muito mais como @méma em solu¢do, o que pode
dificultar sobremaneira o uso da HRP como bioetetiaisador em células a combustivel

enziméaticas ou em sensores.
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ABSTRACT

Since, to our knowledge, we found only one refeeembich dealt with the adsorption of
HRP on the surface of CV from the HRP solution M®0 and formamide, and most other
studies is performed on the surface of carbon,lgr@pand especially with pyrolytic graphite
edge (PGE), where is in literature that this wdogdthe most promising material for studies
of protein film voltammetry, we decided to investig the adsorption of commercial HRP on
the surface of CV from aqueous solutions at diffepHs trying to identify the occurrence of
DET and the possibility of bioelectrocatalysis teCH and Q, with the main idea of using
HRP electrodes in fuel cell enzyme, and for thatestablish the following goals: to adsorb
HRP in CV and verify the occurrence (or not ) of Diaa repeatability of experiments; to
identify and determine the magnitude of the forpatential of heme kegFa, adsorbed on
HPR in CV and to verify the occurrence of some pt@tammetric behavior related, for
example, with redox couples of cpd [fEecpd I/cpd 1l and cpd II/E&; build CV electrodes
coated with films of HRP in the presence of polymyxbinding protein with negatively
charged surfaces is greatly enhanced by the presahpolyamines, such as neomycin or
polymyxin (PM)) , and additionally covered by Nafigelectrodes named as CV/PM-
HRP/Nafion); check HRP bioelectrocatalysis direetisorbed on the electrodes or adsorbed
on CV as CV/PM-HRP/Nafion to #, and Q; to discuss the mechanism of DET in light of
the properties of CV in comparison with PEG; amstdss the mechanism of DET in the light
of HRP in solution or adsorbed on the electrodéaser These objectives were achieved by
using the cyclic voltammetry (CV), hydrodynamic dar sweep of potential and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS). Ws, tim our present work, evidence that:
HRP adsorbs effectively on the surface of CV fraqnenus solutions buffered and presents
DET with experimental repeatability; the best electhemical response for HRP adsorbed in
CV occurs at temperatures around 0 ° C and buffieb;pHRP is bioelectrocatalyst to reduce
H,O, and this bioelectrocatalysis is improved (pangalby the presence of CgCl this
improvement is due to a decrease during a timeviateof HRP conformational change; the
addition of polymyxin greatly enhances the adsorptf HRP in CV and acts as a "polymer”
to stabilize the conformation of the same - thetingawith a Nafion film acts as an additional
stabilizer of active conformation of HRP; the fotnpmtential found in this study for the
redox couple of F&/Fe* was approximately -0.217 V vs. ECS and it is nbar values
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reported in the literature - no additional voltantnoeresponse is related, for example, to the
redox couples cpd I/B& cpd I/cpd 1l or cpd II/FE, unlike found by other authors; the
modified electrode CV/HRP-PM/Nafion presented muutre bioelectrocatalyst for Qhan

to H,O; - the same electrode when cycled repeatedly resrt@oelectrocatalyst for both,O
(better bioelectrocatalyst) and®; in a rough and approximate calculation, we firadues
for kapy” Of 3.4% 10° and 4.6x 10° cm §', respectively before and after several voltamrmetri
cycles, for the CV/PM-HRP/Nafion electrode in theegence of bD,, while for the same
type of electrode in the presence of @e find the values of 5.8 10° and 6.5x 10° cm &,
respectively before and after several voltammaeyides, reinforcing a strong dependence of
the kinetics of HRP confined to the electrode sigfahowever, more effective for the
reduction of Q in comparison with BD,; and "promising” behavior to PGE in detriment of
CV should be much more, in our view point, duehite eémpty spaces present in PGE where
the enzyme ends up being "confined" and not spadiyi adsorbed, thus behaving more like
an enzyme in solution, which can greatly hinder tise of HRP as bioelectrocatalyst in

enzymatic fuel cells or sensors.
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1. INTRODUCAO

A eletroquimica direta de metaloenzimas tem deagerienorme interesse, tanto para
estudos fundamentais de transferéncia de elétemsir{glés, ET) em proteinas como para o
desenvolvimento de bioeletrocatalisadores altamesgéetivos operando sob condigbes
moderadas de reacao [1 e refs. dela]. Um dos paicrequisitos para esse tipo de pesquisa é a
imobilizacdo de enzimas redox com a conservagasudeestabilidade e atividade no estado
heterogéneo, na superficie do eletrodo. A imolghpa pode entdo fornecer eficiente
bioeletrocatélise direta resultante de direta Hi ifgylés, DET) entre o eletrodo e o sitio ativo da

enzima (figura 1).

L (g
- = '“..__._..-’

Eletrodo

Figura 01: Representacdo esquematica da catdlise enziméticengénea e da bioletrocatalalise heterogénea
baseada em ET-direta com a enzima redox imobilinadsuperficie do eletrodo [1]. (S = substrato, Preduto, S
= substrato (mediador) e B produto (mediador)).

Na auséncia de qualquer molécula mediadora redoazcde transportar elétrons entre o
eletrodo e a enzima (bioeletrocatélise mediada@tj\édade redox da enzima imobilizada pode
ser correlacionada com as relacdes estrutura-fueggdecificas entre a estrutura molecular 3D da
enzima e a morfologia da superficie do eletrode, $fio importantes de serem reveladas [1].

A peroxidase pode ser encarada como uma enzimalonoa@ estes estudos, uma vez que
depende da atividade da heme [1-3]. Muitas enzipaaa as quais a DET com eletrodos foi
demonstrada sdo também heme contendo mais de uméumscomplexa [1 e refs. dela].
Peroxidases catalisam a oxidacdo de uma variedad®rdpostos organicos e inorganicos por
peréxido de hidrogénio (#D,) ou compostos relacionados. A caracteristica cordartodas as
peroxidases heme € que seus sitios ativos cont@mogprostéticos muito semelhantes. Para a
maioria das peroxidases conhecidas de plantassé&tasima hemb, ou ferriprotoporfirina 1X

[1,2]. Peroxidase de raiz-forte ou rdbano-silvegtra inglés, horseradish peroxidase (HRP)) é
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um dos membros mais estudados dessa familia dea&ntieme [1,2]. Ela possui dois ions de
calcio e quatro pontes dissulfeto; a glicosilacadH®RP esta perto de 18% [1 e ref. dela]. Existem
varias isoenzimas de HRP na natureza, no entafidom@a dominante, geralmente presentes em
formulagcbes comerciais, € uma forma neutra, dedagneomo isoenzima C, com ponto
isoeleétricol) de 8,8 e um peso molecular de aproximadamenk®41,2].

Quando imobilizada na superficie do eletrodo, a H®Ee apresentar uma actividade

bioeletrocatalitica notavel devido a DET entreeireldo e o heme da HRP [1 e refs. dela].

1.1. Ciclos bioeletrocataliticos da peroxidase

O ciclo basico bioeletrocatalitico da peroxidasgodre a oxidacdo da HRP inicial por
H>O, ao composto | (cpd |, representa uma forma oxidd&lRP e consiste de ferro oxiferril
(FE*'=0) e um cétion radical porfiring), e ainda a eletrorreducéo direta envolvendé?£ do
cpd | na superficie do eletrodo para o estadoahia HRP, ferriperoxidase (figura 02, zona
clara) [1]. Este eletrorreducéo direta de cpd hrglo o eletrodo funciona como um substrato
doador de elétrons, € considerado como DET e éteamada por uma constante de velocidade
de ET heterogéneds [1 e ref. dela]. No caso da bioeletrocatalise m@aia enzima oxidada e
reduzida pelo doador de elétrons S, que € posteitte re-reduzida no eletrodo [1 e refs. dela].
A reducéo do cpd | para ferriperoxidase pode ocaraerealidade via a formagado de composto
intermediario Il (cpd Il, contém um préton adicibean comparagdo com a forma nativa e cpd 1)
e, em seguida, gradualmente para o estado ferxidese inicial, como no caso da catélise

homogénea envolvendo peroxidase [1,2].

Composto Ifcpd D) Ferriperoxidase Composto [T (epd II
HI: . Hl!i} ]_—!202 p i3 (epd 11D
Fe }0‘ Por " e ;a-'-—'v-v- . --»F{‘] i Por = i H+th[£-O;;
I'u_ :Iul '+':}.E- L ._|I‘ :l’i\ "‘IE- .\"1 i
'- PV & R
" %+ Rt # '.\‘ ! i __'J.r-l-r'j-.
S RN /e
— e G A iy
H' Fe'V=0 = o TR
Composto T (epdIh  H;0 HiOs Ferroso peroxidase
R N ———————
F700 400 £ omV (Ag'AgCl)

Figura 02: Apresentacao esquematica dos ciclos bioeletrottetalipara peroxidase [1].
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Os potenciais de reducdo para os pares redox agpd WM e cpd II/HRP(Fe(lll))
determinados por titulacdo espectroeletroquimica eediadores tém valores muito semelhantes
em solugBes &cida e neutra e aproximam-se de B80 enV (Ag/AgCl), respectivamente, em
pH 7,0 e forca i6nica de 0,1 [1 e refs. dela]. Egsatenciais redox sdo dependentes do pH e
deslocam-se para valores mais positivos com a digén do pH, correspondentemente para 790
e 770 mV em pH 6,0 [1 e ref. dela].

Outra interconverséo redox de HRP férrica natieasdéia transformacéo envolvendo ae
enzima ferrosa, que envolve também a protonacafordsa reduzida Fe(ll) (figura 02, zona
cinza). Por este meio, ferriperoxidase pode sestalimente reduzida na superficie do eletrodo
para o estado ferroso. O potencial de reducao chr‘haara o par Fe (Ill/ll) da HRP é —467 mV
(Ag/AgCl) em pH 7,0 e =417 mV em pH 6,0, respectieate [1 e refs. dela]. Semelhante a
outras peroxidases de plantas, os vanrdE"dmara o par Fe (lll/Il) da HRP sao dependentes do
pH [1,2] visto que o processo redox envolve umastiexréncia de um proton. A enzima ferrosa
tem um valor de Ifa de 7,17, e seu préton adicional é perdido emg8ehibasicas [1,2]. A
forma ferrosa da HRP (mas né&o ferriperoxidase)pazde se ligar a oxigénio molecular, o que
resulta na formacédo do composto Il (cpd Ill, uroenfa de ferrosa de HRP, contém um proton
adicional, em comparagdo com a enzima nativa, a0 molecular). Assim, a HRP ferrosa,
cpd Il e cpd Il tém um proéton adicional em comgadiacom a forma ferriperoxidase nativa e
cpd |. Esse préton é susceptivel a estar localinadsitio ativo em um residuo de aminoéacido
distal, e a localizacao desse sitio ativo poderdpsahar um papel catalisador importante [1,2].

Além da bioeletrocatalise para a redugéo @@;Hque pode ocorrer via o ciclo catalitico
basico da HRP (figura 02, zona branca), a poss#ulé de uma reducéo bioeletrocatalitica ge O
molecular e KO, molecular em potenciais de transformacéo de Fd)(da peroxidase deve ser
considerada (figura 02, zona cinza). Isso poderectanto a partir da reagcdo entre a HRP ferrosa
e cpd Il ou pela reacao da enzima ferrosa co@pHll,2] (figura 02, zona cinza). Por um lado, a
reacdo entre a peroxidase ferrosa e oxigénio ligedapd Il produz ferriperoxidase original,
gue pode ser sucessivamente re-reduzida na supelbieletrodo de volta para a forma ferrosa.
Por outro lado, a enzima ferrosa € convertida pach Il por reacdo com 4@, com uma
constante de velocidade de’10™ s*, e cpd Il ainda pode ser eletroquimicamente rettuab
estado inicial de peroxidase [1 e ref. dela]. N&spnca de um grande excesso de peroxido, cpd I

€ convertido em cpd Ill [1 e ref. dela]. Essas Ba0 todas as transformacdes possiveis de
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peroxidase redox [1,3], mas aqueles que sdo eageipeira a interpretacdo da bioeletrocatélise

por peroxidase (figura 02).

1.2. Propriedades redox de heme peroxidases

As peroxidases de fungos, plantas e bactériaslagsifcados em trés classes, com base na
similaridade de sequéncia [4 e refs. dela]. A @dss formada por peroxidases intracelulares e
inclui o citocromo c¢ peroxidase de levedura (emé@sd@_cP, uma proteina mitocondrial soltvel,
gue exerce uma funcdo protetora contra os peroxideisos [4 e refs. dela]), ascorbato
peroxidase (em inglés, APX, que remove peroxiddideogénio em cloroplastos e citosol em
plantas superiores [4 e refs. dela]) e catalasexmise bacteriana (em inglés, KatG, que
apresenta atividade tanto para peroxidase comtasatpt e refs. dela]). Essas proteinas ndo sao
glicosiladas e ndo contém pontes dissulfeto oudensalcio.

As peroxidases fungicas secretoras formam a Clas®s membros mais estudados dessa
classe séo as ligninas peroxidases (em inglés,d_pBroxidases dependentes de manganés (em
inglés, MnP), ambos das quais estdo envolvidas eggadacdo oxidativa de lignina, e a
peroxidase deéArthromycesramosus(também conhecida com@oprinus cinereus em inglés,
ARP ou CiP ) [4 e refs. dela]. Essas peroxidasesghiéoproteinas monomeéricas, com quatro
pontes dissulfeto conservadas e dois sitios ded@ados conservados [4 e ref. dela]. A Classe
Il inclui as peroxidases de plantas secretorass tomo HRP-C. Essas enzimas sao
glicoproteinas monoméricas, contendo dois iongliéoce quatro pontes dissulfeto conservadas,
cuja posicéo é diferente da observada nas enzinelaskse Il [4 e refs. dela]. As peroxidases da
Classe lll estdo envolvidos em diferentes func@esdo-especificas, tais como a remocao de
H,0O;, a partir de cloroplastos e citosol, a oxidaca@aapostos toxicos, a biosintese de paredes
celulares, a defesa contra feridas, e o cataboltraxido indol-3-acético [4 e refs. dela].

Apesar das heme peroxidases apresentarem diferespesificidades para os substratos
oxidaveis, os quais incluem indéis, fenéis, amimasnaticas, lignina, fons Mf fons haletos e
outras proteinas, como o citocromo c, elas conpani 0 mesmo ciclo catalitico (figura 03),
com base em trés etapas redox consecutivas [4.edelf]. Na primeira, a enzima reage com
uma molécula de ¥, em um processo de oxidacdo/reducdo envolvendoetii®ons, onde o
peréxido de hidrogénio é reduzido a agua e a engimeddada ao cpd |, que contém um centro

oxiferril (Fe (IV) = O) e um cétion radical organitocalizado na heme (cétion radical porfirina
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1), ou, como foi observado apenas em CcP, em urdu@sie triptofano. O cation radical, em
seguida, passa por uma redugcdo de um elétron,rmadama molécula de substrato, formando
cpd Il, que mantém o centro oxiferril. Finalmerapd Il é reduzido para o estado de repouso de
ferro (ferriperoxidase) com a oxidagdo concomitastesolvendo um elétron, de uma segunda
molécula do substrato [4 e refs. dela], em um @EETEUe € a etapa determinante da velocidade

[4 e refs. dela].

Fempe1 oxidase

AH" + H,0 ="' H,0,
%/ (/ \%

r—”

/ Fei\ Few

(’_? AW AHz ‘i_]
cpd I cpdI

Figura 03: Ciclo catalitico para heme peroxidases.[4]

Os potenciais de reducdo dos trés pares redox ddaseiras envolvidas nas etapas
anteriores, ou seja, cpd Ife cpd licpd 1l e cpd II/FE, influenciam sobremaneira a
termodinémica e a cinética do ciclo catalitico j#fs. dela]. De fato, o poder oxidativo das heme
peroxidases depende do potencial de reducéo (elpdad Ultimos dois pares, 0os quais, portanto,
controlam os substratos oxidaveis por enzimas iddars [4 e refs. dela]. Por isso, é provavel
que os valores d&’cp vre’, E cpd epd 1 € E'cpa wre apresentados por diferentes heme
peroxidases sdo adaptados para as suas atividatdétiaas [4 e refs. dela]. A “afinacao” delas
pode permitir uma maior especificidade na respt®tian como para um aumento na eficiéncia de
transferéncia eletronica [4 e refs. dela]. A funaidade de peroxidas@s vivo € influenciada
também pelo comportamento de oxidacdo do par redme F&7F€*, embora isso ndo esteja
diretamente envolvida no ciclo catalitico. De fatorapida oxidagdo mediada de dois elétrons
para BO,, a partir das peroxidases, resultando no cpd ueregm estado férrico estavel em

condicdes fisioldgicas, o que depende do potedeiaéducéo do par E&e** [4 e refs. dela].

1.2.1. Propriedades do par redox Fé/Fe**
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Embora ndo diretamente envolvidos no ciclo catalito comportamento do par redox
Fe*/Fe* em peroxidases tem sido analisado em maior detallieie os pares redox de elevados
potenciais, cujos potenciais de reducdo sao bems difdieis de medir experimentalmente, e ha
um consenso geral de que os fatores molecularesdgteminam os valore& g el
influenciam também os pares redox cataliticamezlievantes [4 e refs. dela].

Os valores deE” do par F&/F€* em heme peroxidases nativas e do tipo selvagem
recombinante [4 e refs. dela] sdo apresentadosabeld 1 da referéncia 4. A variabilidade dos
valores deE’re /et obtidos para a mesma proteina sdo, pelo menosiga) pma consequéncia
das diferentes técnicas empregadas e das condigfPesimentais em que as medicdes foram
realizadas [4]. Em particular, alguns procedimenttizados para imobilizar as proteinas na
superficie do eletrodo parecem influenciar sigaifimmente os valores & e de forma
dependente da proteina (Tabela 1 da referénc@dfprme relatado para ET de metaloproteinas
[4 e refs. dela]. Com a importante excecdo da métxidase humana, cujas propriedades
redoxes sdo profundamente influenciadas pela sudigeligagdo heme ion sulfénico a proteina,
em todas as heme peroxidases o par redt¥He€" apresenta potenciais de reducdo negativos, o
que garante que a forma de'¥é estavel em condicdes fisioldgicas. Esse é oquydisito chave
para a funcionalidade dessas enzitimasivo, j& que apenas a forma de*Fpode se oxidada
eficientemente por 0, para cpd | [4 e refs. dela]. No entanto, os valateE r"/c2" exibem
uma variabilidade consideravel, variando entre 2&8,(—0,060) V paraMycobacterium
tuberculosiskatG e —0,320 V para uma peroxidase da Classisdlada de cascas de pepino
(Tabela 1 da referéncia 4). Esses potenciais d&oeneiados versus um eletrodo padrdo de
hidrogénio (em inglés, SHE). Isso indica que a gmat matriz desempenha um papel
significativo no ajuste fino das propriedades redoxgrupo heme, contribuindo assim para a
especificidade catalitica das proteinas. Em pdaticé digno de nota que as lignina e Mn-
peroxidases, assim como peroxidases humanas, @ ogidam o0s substratos com maior
potencial de reducéo (&lcool veratril, fons?Me haletos, respectivamente [4 e refs. dela])aséo
que apresentam os maiores valore& de**/e2*. Os dados disponiveis indicam qUE @& /e
em peroxidases, assim como em outras proteinas bemeliferentes fungﬁeEfFe3+/Fe2*], é
controlado principalmente pelas propriedades d@sdatos ligantes axiais de ferro, pela
polaridade do ambiente da proteina e pelas intesagletrostaticas entre o centro redox e os

residuos polares e carregados, e o solvente [4].




Introducéo 7

1.3. Peroxidases pertencentes a superfamilia de ptas, fungos e bactérias

As peroxidases da superfamilia de plantas e glsliompartilham a mesma coordenagéo
no ferro heme, com um Fecoordenado cinco vezes, cuja posicdo da coordenaxial é
ocupada pelo N imidazole da histidina proximal. Essas protein@s tvalores negativos
(peroxidases) e positivas (globinas)Ees /" (Tabela 1 da referéncia 4) [4 e refs. dela]. Na
ultima familia, os potenciais de reducdo positiséde necessarios para estabilizar a forma de O
ligada a F& sob condicdes fisioldgicas [4 e refs. dela]. Asppiedades doadoras de elétrons da
histidina proximal tém sido sugeridas para contrilsignificativamente para as diferencas de
comportamento redox descritas acima [4 e refs].dBk fato, em globinas, o imidazolgNla
histidina axial € fracamente H ligado a um grupdaeaila da cadeia principal [4 e refs. dela],
enquanto que em peroxidases ela forma uma fodedmH com o carboxilato da cadeia lateral
do aspartato evolutivamente conservado [4 e refa].dDai resulta que na primeira classe de
proteinas o anel imidazol é neutro, enquanto naxiglases possui um carater aniénico, o qual é
modulada pela for¢a de interacdo do H-ligado comesdduo Asp adjacente [4 e refs. dela].
Acredita-se que esse recurso contribui signifieattignte para o potencial de reducéo negativo do
heme F& em peroxidases, uma vez que um ligante forte selo uma carga (parcial) negativa
seletivamente estabiliza o ferro sobre a formagarda heme [4 e refs. dela]. Esse efeito tem
sido proposto como fundamental também para a éstajdio dos elevados estados de oxidacgao,
caracterizado pelo ferro heme no cpd | e cpd B [éfs. dela]. De acordo com a hip6tese acima,
as diferencas nas propriedades elétron doadorésstidina proximal, que depende do carater
aniénico de seu anel imidazol e na interacdo dg&tlb com o carboxilato da cadeia lateral do
aspartato vizinho, tém sido propostas para contrdignificativamente para a variabilidade entre
0SE ke ¥re? de peroxidases de plantas nativas [4 e refs..dela]

De forma geral, dados de Ressonancia Raman e RBHYofmancia magnética nuclear)
demonstram que 0s menores valore£dg /" estdo associados com a aumentada doacéo de
elétrons pela histidina proximal para o atomo defale acordo com a hipétese de que um maior
carater de imidazolato seletivamente estabilizarmd de ferro [4 e refs. dela]. Adicionalmente,
confirmaram que os potenciais de reducdo do grupmehsado influenciados por fatores
adicionais, incluindo as propriedades eletrostatecde solvatacdo do ambiente heme [4].

A hidrofilicidade do sitio heme distal € comum dds 0s tipos de peroxidases de planta

[4 e refs. dela] e depende da presenca de histitigtal conservada e arginina. Esses residuos
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participam de uma extensa rede de ligacdes dedé@dio conectando os sitios proximal e distal
da heme, que também envolve um conjunto de mokddaidgua conservado, 0s propionatos
heme e um residuo conservado hidrofilico proximtado da heme exposta ao solvente [4 e refs.
dela]. Todas as estruturas de raios-X de tiposedexmlases de plantas mostram quatro ou mais
moléculas de agua ordenadas no sitio heme ativorpfs. dela]. Pelo menos trés delas estao
localizados na cavidade distal, enquanto que umi@écma se encontra no lado proximal, H-
ligado ao Asp proximal. A polaridade do sitio hedigtal distingue peroxidases de globinas, que
possuem uma histidina distal também, mas sdo eamdas por uma cavidade hidrofébica [4 e
refs. dela]. O ambiente polar da heme em peroxsdesetribui também para os valores negativos
de E*r'/et, uma vez que ele estabiliza eletrostaticamentensehférrico, que tem um carga

global de +1, em relacdo a forma ferrosa neuteargfs. dela].

1.4. Alguns valores deE’rl"/e2" para HRP-C obtidos de resultados

voltameétricos

Zhanget al. [5] estudaram filmes de dimiristoilfosfatidilcoinlem inglés, DMPC) #/.
tuberculosis catalase-peroxidase (KatG), diversas peroxidaseisglobina, e catalase, e
mostraram voltametrias de /e, desses filmes em eletrodos de grafite pirolite@lno basal
( em inglés, PG) bem como, correntes cataliticaa paroxido de hidrogénio e oxigénio. Eles
prepararam as dispersdes de vesiculas de DMP@picagao e usaram normalmente,ilOde
2 mM de dispersdo da vesicula DMPC contendo 50-1§0de enzima, espalhado-os
uniformemente sobre PG. O eletrodo era entdo aplberh um pequeno frasco e seco durante a
noite. SolucBes de tampéo fosfato de 20 mM, pHeZEC foram em geral usadas. O potencial
formal (E') do heme Rg/Fe, das enzimas nos filmes, que foi obtido como pomédio entre os
picos anddico e catodico dos voltamogramas cicl{e3), foi fortemente dependente do pH.
Eles encontraram, por exemplo, valoresEde" /el para a HRP-C de aproximadamente —0,26
V vs. ECS em pH 5,0 (dado obtido do Supportingrimiation de [5]).

Oyadomariet al. [6] realizaram analises eletroquimicas em um adetrde grafite
pirolitico recoberto com lignina peroxidase (emlésgLiP), ou manganés peroxidase (em inglés,
MnP), ou HRP incorporada em uma membrana de claettibutiimetil fosfénio (em inglés,

TBMPC), que € um polimero ligado a uma resina deatianionica (poliestireno reticulado com
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1% de benzeno divinil), e foi preparado usando 25denuma solu¢cdo 0,2 mM de enzima
misturada com 5 ml de 0,035% (w/v) de TBMPC em DM8&G@nistura (2ul) foi depositada na
superficie do eletrodo de PG (3 mm de diametroglérodo de PG modificado foi seco sob
pressdo reduzida antes do uso. O potencial redorafoencontrado para a HRP foi de
aproximadamente —-0,28 V vs. ECS em pH 5 (dado olgfigura 2 de [6], 0, 1 M de malonato
de sodio).

Ferri et al. [7] relatam o comportamento eletroquimico, em g@taa conversdo de
Fe(lll)/Fe(ll), de HRP aprisionada dentro de umdrinadlida de TBMPC, em um eletrodo de
PG. O métedo de preparacéo dos eletrodos de Oyadetnah [6] € baseado no método descrito
por Ferri et al. [7]. Ferri et al. [7] também realiam medidas voltamétricas em HRP aprisionada
dentro de uma membrana trocadora de anions peaflapiTosflex IE-48 SA, recobrindo um
eletrodo de PG, onde obtiveram resultados semelhaat matriz solida de TBMPC.
Adicionalmente, o aprisionamento de HRP foi rea&a partir de um multicomponente de
solventes, composto por metanol, etanol e agua J@limes iguais), e que nao afetou a
conformacgéo de proteina, fato que, segundo osemjtexclui um efeito especifico do DMSO
sobre a proteina. Os autores sugerem que o papgdrhental desempenhado pela membrana
TBMPC é: i) ela ajuda as macromoléculas a assumiram orientacdo favoravel para rapida ET
na auséncia do fendbmeno de adsorcdo no eletrquiy tle proteinas sollveis, e ii) permite a
interacdo favoravel entre a proteina e o eletrgde, esta carregado negativamente na faixa de
potencial de interesse, em uma distancia reduzada BT, sem interferir no processo [7]. O
potencial redox formal obtido da figura 3A da réfesia [7] é aproximadamente —0,27 vs. ECS
em pH 5,0 (tamp&o acetato, forca i6nica 0,1).

Chattopadhyay e Mazumdar [8] realizaram experingei® voltametria ciclica em um
eletrodo de vidro revestido com oOxido de indio dlgpaom estanho (em inglés, ITO), obtendo
respostas estaveis apés varios ciclos e apés papatencial em 0,90 V vs. ENH (eletrodo
normal de hidrogénio) por alguns minutos, em umagdo contendo UM de HRP em 50 mM
de tampéo fosfato de potassio (pH 7,4) e 200 mNK@Ek Nesse caso, eles identificaram um
voltamograma ciclico quasi-reversivel bem definidom um potencial positivo elevado,
correspondendo a um,kle +0,70 V vs. NHE (em portugués, eletrodo nomeahidrogénio). As
medidas do potencial redox do paf'F&€* da enzima também foram realizadas via voltametria

ciclica com IyM de HRP em 50 mM de tampéao fosfato (pH 7,4) naerea de 100 mM de
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perclorato de s6dio como o contra-ion. O voltamgraiclico do par redox no eletrodo de ITO
mostrou um pico catodico por volta de —0,70 V epioco anodico correspondente por volta de —
0,32V, com potencial de meio ponto e —0,51 V vs ECS.

Guo e Guadalupe [9] obtiveram DET para a HRP ad$a®m eletrodo de carbono vitreo
(CV) a partir de solu¢des de HRP-DMSO e de HRP-émnida (2 mg mt de HRP em DMSO
ou formamida (FA) puros), em 20 mM de tampéao fasti potassio pH 7,0. Os eletrodos de CV
foram imersos nas solucdes de adsorcdo por 15 mem eseguida, lavados com grandes
guantidades de tampéao fosfato e agua ultrapurain8egps autores os eletrodos modificados séo
bastante estaveis, com pouca mudanga nos voltamagmurante os ciclos voltamétricos (pouca
diferenca entre o primeiro e 0 quinquagésimo ciclk)amplitude dos picos sugere uma
distribuicdo de adsorbatos de HRP talvez resul@mtaultiplas conformacfes de HRP adsorvida
da solucdo organica ou energias de adsorcao diéstem a largura total na metade do maximo
(em inglés, kwnm) foi 0,175 V para os eletrodos modificados em @tude HRP-DMSO. Os
potenciais redoxes estiveram na faixa de —0,342-\0,com velocidade de varredura variando de
20 a 500 mV 3, e o potencial formal superficial ]sz (Epc + Epa/2] foi de cerca de —0,365 V vs.
Ag/AgCl, e k = 0,655 &. Além de DMSO, a DET para HRP foi também observaata os
eletrodos modificados em solugcdo de HRP-FA, cOMEE-0,348 V, Fwim = 0,190 V, e k=
0,60 §".

Dequaireet al. [10] usaram eletrodos serigrafados a base demarfem inglés, SPE)
como eletrodos de trabalho descartaveis para diede voltamogramas ciclicos em tampéao
fosfato (pH 7,4) contendo por exemplo gbl de [Os(bpyipyCI** e 0,2uM de HRP. O par
redox do mediador [Os(bppyCl]** apresenta-se centrado em aproximadamente 0,21. V vs
ECS. Eles estudaram o mecanismo complexo de eatiligbicdo envolvidos na reacdo de HRP
com HO, como substrato e um doador de elétrons de estegea simples ([Os(bpypyCl] %9
como co-sbstrato usando andlise sistematica destespde voltametrias ciclicas em funcdo da
velocidade de varredura de potencial e das coragigs de substrato e co-substrato,
complementada por experimentos espectrofotométrides estado estacionario e fluxo
interrompido. A curva de calibracdo em forma de shelativa a resposta eletroquimica para a
concentracao deJd, foi quantitativa e qualitativamente explicada led@a em conta a conversao
das formas cataliticamente ativas da enzima emeoxmlase inativa (cpd Ill), além do ciclo

catalitico primério. Do ponto de vista mecanista®condicdes foram definidas de tal forma que
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a inibicdo apresentou-se insignificante, permitikdsim uma caracterizagdo eletroquimica do
ciclo priméario catalitico. Em concentracdes muitaxbs de HO,, a difusdo dele tende a
controlar a resposta eletroquimica, resultando mmpgocionalidade com a concentracéo dOH
em vez da dependéncia com raiz quadrada, cardiceds correntes cataliticas classicas.

Limogeset al. [11] apds varias tentativas, concluiram que o orglitocedimento para o
deposito de uma monocamada de HRP em uma supelficien eletrodo — por exemplo SPE —
permitindo um alto rendimento de imobilizacdo daima dentro de um revestimento estavel e
altamente catalitico, seria a biotinilacdo da diger do eletrodo por meio de uma
imunoglobulina de sacrificio biotinilada, seguidelgfixacdo de um conjugado avidina-enzima
(em inglés, IgG-b/N-HRP). A voltametria ciclica epentou-se como um meio eficaz para
analisar a reducéo catalitica deGd em eletrodos de monocamada de HRP na presenca de
[0S" (bpy)LpyCl]** (com bpy = bipiridina e py = piridina) como um sobstrato reversivel
envolvendo um elétron. O par redox do mediador HAgEPyCI]°>" apresenta-se centrado em
aproximadamente 0,21 V vs. ECS. Segundo os audsrEgmas estranhas de respostas corrente-
potencial, a variacdo em forma de sino incomum oo pu patamar de corrente com a
concentracdo do substrato (), e fenbmenos de histerese e cruzamento de cuevag
dependéncia ou falta de dependéncia com a velazidadvarredura, podem ser explicadas e
analisadas quantitativamente no ambito do mesmamsno de catalise/inibicdo como foi
demonstrado para os sistemas homogéneos [10], mdgonta o transporte de massa do
substrato e co-substrato. Os autores sugerem gurel&lRP permanece quase totalmente ativa,
uma vez ancorada na superficie do eletrodo atdadmyacao avidina-biotina. Com base nesta
caracterizacdo mecanistica e cinética, sdo dissutid desempenhos analiticos na deteccéo de
H.0; e as aplicacbes amperométricas em imunossensor.

Konash e Magner [12] prepararam eletrodos modifisate CV com HRP-Eastman AQ
55 e examinaram a atividade catalitica pa®Hem uma gama de solventes. A HRP foi
imobilizada na superficie de eletrodos de CV poisamamento em Eastman AQ 55 (Nafion e
Eastman pertencem a mesma classe de anionémeii@écigol éster sulfénico) e tém sido
amplamente utilizados em estudos eletroquimicospageinas carregadas positivamente.
Adicionalmente, Eastman AQ 55, devido a sua es@unenos compacta, pode prender espécies
com pesos moleculares de até 49 kDa e foi relgtatda apresentar o minimo inchaco e ser

insolivel em acetonitrila, onde uma aliquota datumésde imobilizagéo (fL), contendo 10%
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v/v de 2-propanol, 1,6% m/v de Eastman AQ 55 e 54BmL* de HRP (50 mM de tampé&o
TRIS com pH 6,5), foi colocada na superficie daretlo e deixada para secar ao ar por
aproximadamente 2 h. Todos os solventes testadagnicam 5% (miscivel com agua) ou
guantidades saturantes de solucdo tampé&o aquase. @oautores ndo observaram DET entre a
HRP e o eletrodo de trabalho em todos os solvem¢ssados, eles usaram 1/1
ferrocenedimetanol como mediador — um co-subse@atelvendo a transferéncia de um elétron
de forma reversivel — para facilitar a transfer@rig elétrons, pois segundo os autores ele é um
dos mais eficazes co-substrato para HRP baseadtereoteno. O par redox do mediador
apresenta-se centrado em aproximadamente 0,38 ¥GS. Ao usarem ferrocenedimetanol
como mediador, os eletrodos modificados apresentatividade catalitica em uma gama de
solventes. Uma elevada atividade foi observada dmt@ona e acetato de etila, sem nenhuma
atividade observavel em dimetilsulfoxido, dimetitftamida, dimetilacetamida e glicerol. A
resposta catalitica dos eletrodos modificados decGW HRP-Eastman AQ 55 mostrou uma
dependéncia em forma de sino da maxima correraitaz com a concentracao de peroxido em
todos os solventes testados. A concentracdo deigerta qual a maior corrente catalitica foi
obtida depende da concentracdo do mediador e vaai@udiferentes solventes. Para os solventes
metanol, acetonitrila e 1-propanol, o aumento mofdbicidade do solvente resultou em uma
diminuicdo na velocidade global da reacéo.

Jia et al. [13] estudaram a adsor¢cdo de HRP sobre eletrodografite modificados
sequencialmente com microfibras de carbono (emésgCMF) carregando nanotubos de
carbono em um arranjo estruturado hierarquicamgrfiealmente, o acido hexandico pireno (in
inglés, PHA) sendo usado para melhorar a hidrafdide da superficie do eletrodo. Os eletrodos
de grafite/CNT/CMF foram modificadas por imersaoimM de PHA dissolvido em DMF por
1 h em temperatura ambiente. Posteriormente, métefoi lavado cuidadosamente com DMF
puro para remover PHA fracamente ligado. Em segddal de uma solucdo de HRP (5 mg
mL™") em PBS (solucdo tampao de fosfato) foram gotsjadosuperficie do eletrodo e deixado
para secar. Os eletrodos modificados foram armdpsnam PB (tampao fosfato) em°@.
Segundo os autores a melhora na hidrofilicidadeugerficie do eletrodo € a base para a reducao
direta bioeletrocatalitica de.8, em potenciais de até cerca de 600 mV vs. Ag/AgNlif3e CI.
Além disso, o alto potencial de redugdo direta Ibioecatalitica de KD, sugere uma

comunicacdo bioeletroquimica direta envolvendo tades redox F&=0,F", conhecido como
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composto | (cpd I). E importante informar que oda reacdo redox heme apresenta-se com um
valor de aproximadamente 30 mV vs. Ag/AgCIl/3 M deeth pH 5 de 67 mM de PBS.

Cracknellet al. [14] afirmam nessa revisdo que o perdxido de biglao € um oxidante
mais forte que @ e que, células a combustivel usando peroxidagemete ativas como
eletrocatalisador catddico tém sido estudadas.xRages contém um grupo de Fe-porfirina
como cofactor redox, e até agora, a maioria dasagles tém sido descritas para as preparacoes
enzimaticas do HRP disponiveis comercialmente, e gstdo em uso generalizado em
biotecnologia. A HRP catalisa, através d®©}] a oxidacdo de pequenas moléculas organicas que
sejam capazes de se aproximar do Fe-porfirina, enedliador € normalmente exigido para a
realizacdo de transferéncia de elétrons com unmpdtetNo entanto, segundo os autores, a troca
rapida e eficiente de elétrons com um eletrodo@E Fem portugués, grafite pirolitico de borda)
tem sido demonstrado para a citocromo c peroxigesa, o qual o doador de elétrons fisioldgico
€ o citocromo c (figura 9 dessa ref.). A citocromooperoxidase até agora ndo rendeu
eletroguimica estavel, uma séria desvantagem pacglalas de combustivel! (Isso é mostrado
claramente na Figura 9B dessa ref., onde o aungentemperatura realmente diminui a corrente
catalitica, pois desestabiliza o filme da enzinhNn)entanto, o potencial eletrocatalitico é alto,
maior que 0,75 V vs SHE em pH 5,4, o que aumenta P88 V quando um residuo de
triptofano no sitio ativo € substituido por feralaha (mutacdo W51F, figura 9 dessa referéncia).

Os dados apresentados na figura 9 citada no péoéamnterior foram obtidos da ref. 15
onde os autores utilizaram voltametrias de filmespdoteinas para medir as mudancas na
energética catalitica redox da citocromo ¢ percadproduzida por uma mutagdo simples no
receptaculo distal. Segundo os autores, a citocperoxidase do tipo silvestre (WT) adsorvida
em um eletrodo de PGE a partir de um tampéo gealadsuccinato diluido, pH 5,4, resulta em
um filme eletroativo que mostra um sinal reversévektreito (de dois elétrons), com potencial de
reducdo de 754 mV VS. SHE, a qual se converte atapkente em uma onda catalitica, em um
potencial semelhante, quando baixos niveis de mkrd@e hidrogénio sdo adicionados. Um fato
importante descrito pelos autores € que o eletdml®GE é preparado pela transferéncia dele
para uma célula que contém solucdo de peroxidasemaimente 0,13yM) e mantido
normalmente em um potencial de 842 mV por 10 segumhquanto gira a 50 rpm antes das
ciclagensduvida nossa)'A suavizacao das transformadas de Fourier e megfies de linha de

base foram realizadas conforme descrito anteriaiemdi]”. Na ref. 16 todos os experimentos
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apresentam uma descri¢éo do tipo “o eletrolito istinsde 1,2uM de FrdAB (dominio catalitico
de E. coli fumarato redutase) em um tamp&o misttecolo 0,2 g I de polimixina e 0,1 M de
NaCl”. Mondaletal. [15] afirmam que nas mesmas condi¢bes de Wilytante W51F apresenta
um sinal fraco em 883 mV, que também se transfaemauma onda catalitica em potencial
semelhante, mas com uma amplitude comparavel aldeD#&/sinais reversiveis observados para
cada variante correspondem, portanto, ao par redtaditico, semelhante se nao idéntico ao
FeV=0,R/F€", com a substituicdo do triptofano-51 por feniladan causando um aumento

substancial do potencial de reducéo (desestatflizdg F& =O,R").

1.5. CVvs. PGE

Blanford e Armstrong [17]realizaram uma série de experimentos para explarar
superficie do eletrodo polido de grafite pirolitice 'borda’ (PGE) como rotineiramente
preparados para serem utilizados em voltametrfdnde de proteina. Os resultados mostram que
o PGE, o plano de borda polido de grafite pirait{®G), tem uma superficie maior e mais
acessivel do que muitos materiais poroso com uee@h area superficial interna. Assim, uma
molécula N 'vé&', no PGE, uma &rea que é cerca devi@es maior que a area superficial
geométrica do eletrodo. Grande parte da superéidieional que é revelada nesse estudo é
inacessivel a moléculas de enzima tipicas com diénm&nimo > 5 nm porque ela compde as
paredes de valas estreitas profundas (< 10 nmrgerdg. Levando isso em conta, os resultados
sugerem que a cobertura maxima que se pode atimggletrodos PGE ainda é potencialmente
uma ou duas ordens de magnitude maior do que atatpa normal, ou seja, um maximo de
cerca de 10 pmol chpara uma superficie de eletrodo comum que é adsuser planar. A
fracdo fisicamente acessivel da superficie do agletr provavelmente tera um carater
essencialmente basal ndo reativa e deve ser intprachara voltametria de filmes de proteina,
seja por moléculas de enzima que nédo se ligamas @® tdo extensiva hidrofobicidade, sem
gualquer desdobramento, ou porque a transferéletié@rdca € muito lenta. A capacidade de PG
polido de plano de borda para fixar uma variedalerdteinas tem sido apresentada como uma
superficie do eletrodo muito Gtil para estudosretptimicos de proteinas redox-ativas, incluindo
as enzimas grandes. Segundo os autores, com faémrato relativamente facil, o PGE fornece
um ambiente compativel com a proteina, rico emifumatidades acidas do tipo C-O, nas quais,

muitas proteinas adsorvem e exibem rapida tramsfierée elétrons.
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Banks e Compton [18] informam que dsteodos de grafite de plano basal (em inglés,
BPPG) e de plano de borda (em inglés, EPPG) saucddbs a partir de grafite pirolitico
altamente ordenado (em inglés, HOPG). A superfilcieplano basal de um eletrodo HOPG
consiste de camadas de grafite que se encontraielpara superficie e com um espaco entre as
camadas de 3,35 A. Os defeitos superficiais oconariorma de degraus expondo as bordas das
camadas de grafite. Devido a natureza das ligagdikesicas no grafite, os dois planos, borda e
basal, apresentam propriedades eletroquimicas etenpgnte diferentes. Para a eletroquimica, o
plano de borda exibe cinética eletrédica considgnagnte mais rapida, em comparagdo com o
plano basal. Isto significa que em muitos casosglatmodo composto inteiramente de plano de
borda, por exemplo, um eletrodo de grafite pirmditde borda, mostrard um voltamograma
praticamente reversivel, enquanto que um eletrogdgposto principalmente de plano basal vai
mostrar comportamento irreversivel, dependendo anda quantidade de borda presente.
Carbono vitreo € composto de uma estrutura de dithelacadas de estrutura de grafite. Essa
estrutura implica que carbono vitreo € uma formataontigida de grafite, e é impermeavel a
liquidos ou gases. Os eletrodos de EPPG sdo fdbscasando-se um pedaco de HOPG e
cortando a geometria do eletrodo desejado de tahafoque as camadas de grafite sejam
perpendiculares a superficie; do contrario, elesode BPPG sdo produzidas cortando a
geometria do eletrodo de tal forma que as camaglgsafite encontrem-se paralelas a superficie.
Modificar abrasivamente um BPPG, por exemplo, &sade polimento com particulas de
alumina, torna a superficie do eletrodo asperamasstios de planos de borda/defeitos séo
introduzidos consequientemente na superficie doodtet resultando em uma transferéncia de
elétrons rapida e que apresenta, depois da alntagesipor aproximadamente um minuto, uma
resposta quase idéntica aquela do eletrodo de ERB& mostra claramente que os sitios de
plano de borda s&o os locais dominantes onde caoégida transferéncia de elétrons.

McCreery [19] escreve que 0 mais simples mategajmfite € uma folha bidimensional
de grafeno, que é essencialmente um grande hibmuto poliaromético. Os mais ordenados
materiais de grafite tridimensional séo relativateeraros, compreendendo HOPG e grafite
cristalino natural. Os materiais de grafite sdgiientemente caracterizados pelas dimensdes dos
cristalitos, L, para o tamanho do cristalito no planolLe para os planos do grafeno
perpendiculares. O espacamento interplanar em imiatele grafite € freqlientemente rotulado

como 'tyo2', em referéncia a um pico de difracdo de raio$i®PG e grafite natural de cristal
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simples tém valores dea, e L. superiores a im, enquanto grafite policristalino semelhante ao
lapis tem valores variando de 10 a 100 nm, e négrumo tem valores na faixa de 1-10 nm. O
plano hexagonal atomicamente ordenado contend®oo"&l € comumente conhecido como o
"plano basal", enquanto a superficie irregular lpiaaao eixo £" é conhecida como "plano de
borda". O grafite de plano de borda contém umaedade de sitios, muitas vezes chamado de
"cadeira" ou "zig-zag", assim como Varios grupascfonais contendo oxigénio. O "plano de
borda" do HOPG é éaspero e irregular, com caratiterssque ndo podem ser descritas por STM
(microscopia de varredura de transmissao), devidoagiacdes multimicrométricas na altura.
Quando valéncias livres séo formadas nas bordagadeno durante a clivagem ou polimento,
elas reagem com o0 oxigénio e agua para formar svg@niopos funcionais contendo oxigénio.
Quase todas as superficies de carbono sdo propemeasdes com 0 Oxigénio e agua, e grupos
funcionais contendo oxigénio estardo presentes letnro@os de carbono a menos que pré-
tratamentos especiais sejam utilizados. A natueezdormacado de grupos funcionais de carbono
contendo oxigénio tém sido estudadas extensivamerds carbonilas, OH fendlicos, lactonas,
éteres e carboxilatos sobre as superficies de marberdo referidos coletivamente como "os
oxidos de superficie" ou simplesmente "0xidos".afga negativa superficial resultante de alguns
oxidos superficiais no carbono, nomeadamente cdabos, pode ter efeitos eletroquimicos
significativos sobre a adsorcao e as velocidadeésadsferéncia de elétrons.

Exemplos de oxidos que se formam na superficiendegrafite de borda sdo mostrados
esquematicamente na figura 4 [19]. Solu¢bes de/dignaina produzem uma razéo atdomica O/C

sobre a superficie de CV de cerca de 10-15%.

borda em "cadeira"

Figura 04: Exemplos de éxidos superficiais que podem ocaraesuperficie de grafite de plano de borda ou em
folhas de grafeno em materiais de carbono desoddersp [19].
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Uma variante eletroquimicamente importante na estudo grafite é o carbono vitreo
(CV), que é obtido por tratamento térmico de potoeealiversos, muitas vezes poliacrilonitrila.
Ao aquecer o polimero sob pressdo em uma atmasgata para 1000-300C, os heterodtomos
sdo evaporados até restar somente carbono. A$dig&e-C na espinha dorsal do polimero ndo
guebra a estas temperaturas, entdo o carbono podarfplanos de grafite apenas de dimensao
limitada, com alL, e al. na faixa de 30-70 A. O espacamento interplanaraimdo que o
HOPG, cerca de 3,6 A, e a estrutura de grafitepuiite se desenvolver plenamente, devido as
ligagBes ininterruptas C—C. A estrutura € geralmapresentado na forma de fitas entrelacadas
aleatoriamente dos planos grafiticos, embora acsledade resulte em incerteza significativa
sobre a microestrutura detalhada. Sabe-se que i@G\té¢eca de 60% da densidade do HOPG e
deve conter muitos espagos vazios, mas a sua ratdesordenada torna dificil a caracterizacao
estrutural ao nivel atbmico. O CV deve ser distidgude uma variedade de outros materiais
grafiticos desordenados, como "carbono tipo diagigem inglés, DLC), de carbono amorfo, de
grafite policristalino, e negro de fumo (ver Tabé&la Embora as propriedades dos materiais
variem muito com a preparacdo e pré-tratamentainedg generalizacbes com base em suas
origens s&o Uteis. Como observado anteriormeraditeypolicristalino tentgo, de 3,35 A, mas
com cristais aleatoriamente orientados muito mendeeque em HOPG. Ele (o HOPG) € obtido
sob condi¢cdes onde € permitido ao carbono "grafltizque significa permissédo para formar
chapas planas paralelas, com o espacamento daslaa®a3,35 A. Os materiais de carbono
desordenados derivado de polimeros, tais como @iksados fotorresistentes, sdo incapazes
de grafitizar completamente e t&iga>> 3,35 A el, <10 nm (ver Tabela 1).
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Tabela 1. Propriedades de varios materiais de carbono [19]

densidade
aparente (g/cm’) dooz (A) p (Q-cm) L. (A) L (A)
HOPG, efxo a 2.26 3.354 4x107° = 1 0000
HOPG, eixo ¢ 0.17 > 1 00000
grafite pirolitico 218 334 1000 {typ)® 1000 (typ)
grafite orientado aleatoriamente 1:8 335 1 = 1073 300 (typ) 500 (typ)
carbono ultra gran UF-4s
Tokai GC-10" 1.5 340 45 x 1073 20 (typ) —10
Tokai GC-20" 1.5 348 42 x 1073 25 (typ) 12
Tokai GC-30" 1.5 3.4 37 =107 55 70
fibra de carbono (tvp) 1.8 34 (5-20) = 1077 > 100 40
negro de fumo(spheron 6) (1.3—2.0¢ 3.55 005 20 13
evaporated a-C —2.0 >34 ~ 0 =10 ~10
8-C:H 1.4—1.8 107 — 108
filme fotoresistents pirolizada [PFF) 000614
diamente dopado com bhoro 0.05—0.57
carbono tetrahedral amorfo dopado com N 10— 1000

& Os locais marcados com “typ” podem variar sigaiftamente com a amostra ou com os procedimentos de
preparacdo’ Os nlmeros referem-se as temperaturas de tramnpemtexemplo, GC-20 foi tratada em 20@0 ©
Depende da técnica usada para medir a densitiBeépende fortemente do nivel de dopagem.

As forgas que governam a adsorgao no carbono depefudtemente do tipo de carbono,
sua quimica de superficie, bem como da estruturaadsmrbato, entre outros fatores. As
interacdes entre a superficie e 0 adsorbato queotam a adsorcao incluem interacdes dipolo-
dipolo, dipolos induzidos, os efeitos hidrofébicesas ligacdes eletrostaticas e covalentes, todas
as quais dependem da histéria e da preparacéo twiahae carbono. Materiais de carbono
grafitico comumente usados como adsorventes temguamale area superficial microscopica e
muitos grupos funcionais contendo oxigénio. A ghalarizabilidade de grafite conduz a
relativamente fortes dipolos induzidos, e os dipglermanentes associados a grupos funcionais
dao apoio a interacéo dipolo-dipolo com adsorbaasapacidade do carbono de formar ligacbes
covalentes fortes com uma variedade de materiaissido explorada extensivamente para a
modificagdo superficial. Cada uma dessas interag@és em magnitude dependendo do alétropo
de carbono, a exposi¢cdo dos planos basais ou da barsuperficie, e a distribuicdo de 6xidos
superficiais. Por exemplo, a adsor¢cdo em relacguaam basal de HOPG é relativamente fraca,
pois ndo existem dipolos permanentes, cargas séticas, ou valéncias livres. No entanto, a
adsorcéo é geralmente forte em grafite de planoodda e em defeitos de borda-degrau sobre o
plano basal. A perturbacé&o eletrdonica perto de bonda grafitica pode se estender para o plano
basal, criando dipolos locais, que realcam a aésogn relacdo ao plano basal perfeito do
HOPG.

E importante frisar que Ferapontova [1] revisa @ebado material do eletrodo na

eficiéncia bioeletrocatalitica direta de reducaéo(mediada) de #, catalisada por HRP. As
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variacbes na bioeletrocatalise direta da peroxidgasgndo provenientes de carbono/grafite
passando por eletrodos de metal e Oxidos, bem adetoodos modificados, sdo analisadas
guanto a variacdo na adsorcdo/orientacdo da pewsxithos eletrodos, as velocidades de
transferéncia eletronica interfacial e os mecanisimaatalise, e assim, podem ser consultados
diretamente nessa referéncia. Aléem disso, Limeged. [11] informam que HRP esta envolvida
em numerosas aplicagdes tais como teste diagngssinalises de acidos nucléicos, biosensores,
bioremediadores, sinteses poliméricas, e outrosepsos biotecnoldgicos. Assim, hdo € nosso
objetivo realizar uma revisdo exaustiva desse temanvolvimento de outras superficies
eletrodicas que ndo carbono, e também carbondetrageiimica de peroxidases, além de suas
aplicagbes- e que hoje conta com 1467 referéncias encontremi@endo ambos 0s conceitos

“HRP” and “electrochemistry” no SciFinder Scholan busca realizada no dia 17/02/2011.

Dessa forma, a justificativa para o nosso trabélho
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2. JUSTIFICATIVA

Dado que, para o nosso conhecimento, encontraneoagpma referéncia, a [9], onde
foi abordada a adsorcédo de HRP em superficie deeQ\ie a maioria dos outros estudos é
realizada em superficie de carbono, grafite, ecpaimente PGE, onde se encontra na
literatura que este seria 0 material mais promipsoa estudos de voltametria de filmes de
proteinas, resolvemos investigar a adsorcao deddRrercial em superficie de CV a partir de
solucdo aquosa objetivando identificar a ocorréndea DET e a possibilidade de
bioeletrocatalise para-B®, e O, com a principal idéia de usar essa enzima emodlet de

células a combustivel enzimaticas, e para issartiag 0s seguintes objetivos:
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3. OBJETIVOS

» Adsorver HRP em CV e verificar a ocorréncia (oa)rde DET, via repetibilidade de
experimentos, usando-se as técnicas de voltameicica (VC) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE);

» Identificar e determinar a magnitude do potenidahal da heme keFe, na HPR
adsorvida em CV usando-se a técnica de voltandtii@a bem como, verificar a ocorréncia
de algum outro comportamento voltamétrico reladiongor exemplo, ao pares cpd ffEe
cpd l/cpd Il e cpd II/FE;

» Construir eletrodos de CV recobertos com filmesiB® em presenca de polimixina
(a ligagdo de proteinas com superficies carregaegativamente € bastante reforcada pela
presenca de poliaminas, tais como neomicina oumpofia (PM) [17]), e adicionalmente
recobertos por Nafion (eletrodos nomeados como ®¥PAPM/Nafion), e caracteriza-los
através das técnicas de VC e EIE;

» Verificar a bioeletrocatélise da HRP, diretamerdsorvida em CV ou adsorvida nos
eletrodos CV/HRP-PM/Nafion, para®&: e G usando-se as técnicas de VC, varredura linear
de potencial hidrodinamica e EIE;

» Discutir o mecanismo de DET a luz das propriedatte€V em comparacdo com o
PEG,;

» Discutir o mecanismo de DET a luz da HRP em salwg@dsorvida em superficie

eletrodica.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Reagentes e solucoes
Todos os reagentes utilizados foram de grau araliti

A &gua utilizada no preparo das solucbes foi obtdaartir de um sistema de
purificacdo Milli-Q Plus (Millipore).

A enzima utilizada nos estudos foi horseradish xpdase (EC 1.11.1.7) da Fluka
BioChemika e horseradish peroxidase (EC 232-6G8&&8igma.

O peréxido de hidrogénio (solu¢do 30% m/v) utilizdioi da Merk.

A polimixina (sulfato de polimixina B) utilizadaifda Fluka BioChemika.
O Nafior® (solucdo 5%) utilizado foi da Aldrich.

As solugdes tampdes utilizadas foram preparadasglante forma:

Tampao fosfato monobasico de potassio 0,1M: prepgpalo ajuste da solucéo 0,1 M
de fosfato monobasico de potéassio (Synth, 99,0 é4) solugdo de 1 M de hidroxido de
potassio (Vetec, 85%) até pHs desejados.

Tampdo acetato 0,1 M: preparado pela mistura dedet de 0,1 M de &cido acético,
(Vetec, 99,5 %,) e 0,1M de acetato de sddio (Me38Il) %) até pH 4,0.

Gas oxigénio medicinal (Oxinal) utilizado sem trag&mto prévio como substrato da

enzima horseradish peroxidase.

Gas nitrogénio industrial (White Martins)

4.2. Células eletroquimicas

As medidas ciclovoltamétricas foram realizadas sohtrole de temperatura, em
célula eletroguimica de vidro, com capacidade adprada de 50 mL, com cinco
compartimentos de entrada, trés para os eletrogodrabalho, referéncia e auxiliar,
respectivamente, outra para entrada deeMNa ultima para a saida de, N/ou dotada de

jaqueta externa, a fim de manter a temperaturaaaies
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4 .3. Eletrodos

Nos experimentos de voltametria ciclica (VC) falizado como eletrodo de trabalho
um eletrodo de carbono vitreo de disco com areangeiwa de 0,25 cfn Em todas as
medidas eletroquimicas foi utilizado como eletraloiliar um fio de platina, e como

eletrodo de referéncia um eletrodo de calomelanoaio (ECS).

4.4. Equipamentos

Os estudos ciclovoltamétricos e/ou de métodos Hidémnicos foram realizadas em
um potenciostato/galvanostato PGSTAT 12 da Autotmimplado a microcomputador
equipado com os softwares GPES e FRA para aquideg@iados e o tratamento dos mesmos

realizados nos softwares Origin 6.0 e NOVA 1.5.

Para os estudos de métodos hidrodinamicos fozadih um moddulo de rotacdo da

Pine Instrument Company, modelo AFMSRX, série 941.

As medidas de pH foram realizadas em um tituladdoraatico INOLAB (wtw)

dotado de um agitador magnético TM 125 Shott.

Um banho termostatizado em fluxo da Fisher Scientihodelo 8001, foi utilizado
para as medidas ciclovoltamétricas e de especpiascle impedancia eletroquimica (EIE)

sob temperatura controlada.

Um ultrasssom UNIQUE modelo USC-1800 foi utilizagara dissolucdo dos

reagentes, com excec¢éao das solugdes envolvendo HRP.

As medidas de absorbancia foram realizadas emtesfgeémetro Hitachi, modelo U-
3000.

Para pipetagem das soluc¢des foram utilizadas pipgtas da Gilson dos modelos
P20, P200 e P1000.

4.5. Métodos de Limpeza

4.5.1. Eletrodos de referéncia e auxiliar e célukletroquimica
Os eletrodos de referéncia e auxiliar foram lavagos agua ultrapura Milli-Q antes

de cada experimento.
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As células eletroquimicas, bem como toda vidratikzada, foram lavadas com
KOH alcodlico 10%, agua destilada, e em seguidaisgtke@mente enxaguadas em agua

ultrapura Milli-Q e secas em estufa antes de cadarenento.

4.5.2. Eletrodo de carbono vitreo

O eletrodo de trabalho de carbono vitreo foi polidn uma lixa de granulomentria
2000, suspensao de alumina 1,0 pum e suspensaordmal0,05 um, respectivamente. Em
seguida o eletrodo foi enxaguado abundantementeagoa ultrapura Milli-Q e submetido a

ultrassom durante 15 minutos por 2 vezes em agraputa Milli-Q.

4.6. Procedimentos Experimentais

4.6.1. Preparacgéao dos eletrodos modificados CV/HRP

O eletrodo de CV/HRP, apds processo de limpeza paravacdo da superficie
eletrodica do eletrodo de CV, foi preparado meeiaplicacdo de aproximadamente 100 pL
de solucdo de HRP com concentracdo 2 - 3,5 mg delLenzima em solucdo tamp&o 0,1 mol
L™* no pH desejado na superficie de CV, recoberto parafilme (sem tocar a superficie) e
levado & geladeira por 3 horas. Antes de cada iexpeio eletroquimico o eletrodo de

CV/HRP foi lavado com solucao tampéo [20].

4.6.2. Preparacéo dos eletrodos modificados de CVR®P-PM/Nafion

O eletrodo de CV/HRP-PM/Nafion foi preparado, apésovacdo da superficie
eletrédica do eletrodo de CV, mediante aplicacd@2l@L de solucdo de enzima, contendo
11 pL de solucdo de HRP 10mg the 11 de pL solucdo de polimixina 1 mg fle seco em
temperatura ambiente. O eletrodo CV/HRP-PM foi @em&toberto com 11 pL de solucédo de

nafion 5% e novamente seco em condi¢coes ambie2itgs [
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Resultados para avaliacéo do perfil e da repetibiiade dos resultados

ciclovoltamétricos nas superficies de CV limpa e ndificada com HRP

Inicialmente foram caracterizadas as superficie€\ddimpa e modificada com HRP

através de respostas ciclovoltamétricos, em relagdoperfil e a repetibilidade, em

temperatura aproximada de 0 °C.

5.1.1Resultados para avaliacédo do perfil e d8,1 mol L* repetibilidade dos resultados

ciclovoltamétricos para o eletrodo de CV em soluc8ale tampéao fosfato

Nas figuras 05 e 06 sdo apresentados o0s voltamagrafalicos (2° ciclo) para o
eletrodo de CV em presenca apenas de tamp&o fd3fatmnol L' com pH 5,0 e 7,0,
respectivamente, para cinco experimentos realizadds limpeza da superficie do eletrodo

de CV, e em diferentes dias.

20+
|
10
<
3.
~~
- -10¢+ experimento 1
“ experimento 2
‘ experimento 3
i experimento 4
-20 experimento 5
|

08 04 00 04 08
E/N vs. ECS

Figura 05: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tamp&o fasfafl mol [* com pH 5,0 saturado conp,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expatoserealizados em diferentes dias e apds limpeza d
superficie do eletrodo de CV.= 200 mV &.
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Figura 06: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampao fasftl mol > com pH 7,0 saturado comy,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expatoserealizados em diferentes dias e apds limpeza d
superficie do eletrodo de CV.= 200 mV &.

Observa-se nas figuras 05 e 06 que os perfis véttaoos sdo aproximadamente
similares para os experimentos realizados em difesedias e que as pequenas variacdes de
correntes em alguns regides de potencial nos volieamas podem ser atribuidas a pequenas
modificacdes na rugosidade da superficie eletrodisen que o polimento da mesma foi
realizada manualmente. Estes perfis voltamétriéms aracteristicos de comportamentos
capacitivos, apenas, para o eletrodo de CV, nagetifes meios, ou seja, ndo se observa
comportamento envolvendo transferéncia eletrorocads), corrente faradaica, na faixa de
potencial estudada, fato esperado visto que seypemas a presenca do eletrélito de suporte,
no caso tampao fosfato. Os demais experimentogadat em velocidades de varredura de
potencial de 10 e 50 mV'sapresentaram comportamentos ciclovoltamétricospeoaveis
aos mostrados acima (ver figuras Ale A2). Forarizeatos ainda experimentos para os pHs
4,0, 6,0 e 8,0, também nas velocidades de varretflupotencial de 10, 50 e 200 m¥{\ger
figuras A3, A4 e A5), os quais apresentaram comapwehtos similares aos mostrados acima.

5.1.2. Resultados para avaliacdo do perfil e da piibilidade dos resultados
ciclovoltamétricos para o eletrodo de CV modificadocom HRP (CV/HRP,

modificacao realizada por adsor¢cdo de HRP na supéddie de CV (ver topico 4.6.1)




26
Resultados e Discussao

Nas figuras 07 e 08 sdo apresentados o0s voltamagranclicos (2° ciclo) para
eletrodos de CV/HRP em presenca apenas de tamggatof®,1 mol ! com pH 5,0 e 7,0,
respectivamente, para cinco experimentos realizadosiovos eletrodos de CV/HRP, e em

diferentes dias.

20+

10+

< 7

= 10t ——ocv

- experimento 1
experimento 2
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experimento 4
experimento 5

-30 L

08 04 00 04 08
E/V vs. ECS

Figura 07: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampao fasf@tl mol L* com pH 5,0 saturado com,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoagealizados em diferentes dias e em novoditrde
CV/HRP'..v =200 mV &

xl

Figura 08: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tamp&o fasfafl mol I* com pH 7,0 saturado conp,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoagealizados em diferentes dias e em novoditrde
CV/HRP.v =200 mV &.

Observa-se nessas duas figuras a presenca de umateale reducdo (onda) pouco
pronunciada em aproximadamente -0,29V (figurae04),35 V (figura 08), para os eletrodos

de CV/HRP modificados, que pode ser atribuida ainoente a ocorréncia de transferéncia




27
Resultados e Discussao

eletrénica entre a HRP adsorvida e a superficieoeiea do CV. Atente para o fato que as
curvas voltamétricas para o eletrodo de CV apefigsrgs 05 e 06) ndo apresentam esta
corrente de reducdo. Esta corrente de reduca@esgante nos dez experimentos mostrados
nas figuras 07 e 08 corroborando a repetibilidaate reéspostas voltamétricas bem como, na
metodologia de adsorcdo da HRP na superficie de déstrita no topico 4.6.1. Os
experimentos realizados para esses pHs nas velesidie varredura de potencial de 10 e 50
mV s® apresentaram comportamentos ciclovoltamétricofiasi#®s aos mostrados acima (ver
figuras A6 e A7). Foram realizados ainda experimemara os pHs 4,0, 6,0 e 8,0, também
nas velocidades de varredura de potencial de 16, B mV &(ver figura A8, A9 e A10),

0S quais apresentaram comportamentos bastantehsertesl aos mostrados acima.

Conforme justificado anteriormente, para 0 nossbheoimento, encontramos na
literatura apenas uma referéncia, a [9], onde HR&sérvida em CV a partir de uma solucao
de DMSO ou formamida, e onde é reportado um paoxtedbtido de comportamento
voltamétrico centrado em cerca de -0,365V vs. A@KgEncontramos citacfes de
comportamento voltamétrico, por exemplo, para HR8oevida em um eletrodo de grafite
espectrografico em presenca de uma solucéo esdsiciate tampéo fosfato 0,1 mof* lpH
7,0 [23], onde ndo se observa corrente de redugdoxalacdo (onda) que caracterize
processo faradaico (transferéncia eletrbnica) g@oede potencial apresentada pelos autores
(de 0,6 a 0,0 V vs. ECS). Também néo identificamaxessos faradaicos nessa regiao de

potencial (ver figuras 07 e 08). Discutiremos nsaisre essa regiao no préximo topico.

Objetivando a confirmacado da ocorréncia de eletatisa por parte de HRP adsorvida
em superficie de CV em relacdo a,0id a seguir serdo apresentadas respostas
ciclovoltamétricas cataliticas e testes de regeténle para o eletrodo modificado de CV/HRP

em presenca de 1 mM de®4, e em diferentes pHs do meio.

5.1.3. Resultados da eletrocatalise e repetibilidadpara eletrodos CV/HRP em presenca
de 1 mM de HO,, em solugbes tampdes com diferentes pHs

Nas figuras 09 e 10 sdo apresentados os voltamegramslicos (2° ciclo) para
eletrodos de CV/HRP em presenca 1 mM d@&i& em tampéo fosfato 0,1 mof Lcom pH
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5,0 e 6,0, respectivamente, para cinco experimergabzados em novos eletrodos de
CV/HRP, e em diferentes dias.

—— CV em presenca de TmM H,0O,

CV/HRP

experimento 1 - em presenca de 1 mM de H,0O,
experimento 2 - em presencga de 1 mM de H,O,
experimento 3 - em presenca de 1 mM de H,O,
experimento 4 - em presenga de 1 mM de H,O,

<g I
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E/N vs. ECS

Figura 09: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampao fasftl mol > com pH 5,0 saturado comy,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para quatro expetos realizados em diferentes dias e em novaseétet de
CV/HRP.v =200 mV §.
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Figura 10: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampao fasftl mol > com pH 6,0 saturado comy,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para quatro expetos realizados em diferentes dias e em novasétet de
CV/HRP.v =200 mV §.

Inicialmente, observa-se uma ampliagcdo acentuaslaareentes de reducgéo a partir de
aproximadamente -0,1 V em direc&o a potenciaistivegacom a presenca de um ombro em
aproximadamente0,25 V (figura 09) e -0,29V (figura 10) para osteldos de CV/HRP em

presenca de 1 mM de,8,, quando comparadas aos eletrodos de CV e CV/HRRséncia
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ou CV em presenca de 1 mM de(d (ver figura 09). Além disso, para esse pH (figda,
as correntes de redugcao nos ombros para os elet@®ddIRP apresentam aproximadamente
0S mesmos valores. Em potenciais mais negativogugoaproximadamente0,50 V, as
correntes de reducdo variam para os diferentesriex@aos de repetibilidade. Essa
ampliacdo nas correntes de reducado em potenciassnagativos que0,1 V caracterizam a
eletrocatalise da HRP adsorvida na superficie dep@¥% a reacéo de reducdo d®ke esta
eletrocatalise pode ser assumida como ocorrend@acdedo com a figura 02, onde a
ferriperoxidase vai a ferrosoperoxidase e daigeaagn HO, indo ao cpd Il. J& para o pH
6,0, figura 10, observa-se comportamento voltag@similar ao ja descrito, no entanto, 0s
mesmos sao bastante variaveis em termos dos valieesorrente de reducdo e
consequentemente observa-se pobre repetibilidadeegste pH. Os experimentos realizados
em velocidades de varredura de potencial de 10re\66" para estes pHs e os experimentos
realizados nos pHs 4,0, 7,0 e 8,0 e nas velociddelearredura de potencial de 10, 50 e 200
mV s® (ver figuras All, Al2, Al3, Al4 e Al5), apreseatar comportamentos
ciclovoltamétricos similares aos mostrados acima.

Na figura 11 sdo apresentados os voltamogramasosdR° ciclo) para eletrodos de
CV/HRP em presenca 1 mM de® e em tamp&o acetato 0,1 mo! Lcom pH 4,0 e tampéo
fosfato 0,1 mol [* com pH 5,0, 6,0 ,7,0 e 8,0, para cinco experimergalizados em novos

eletrodos de CV/HRP, e em diferentes dias.

l/uA

——CV em tampao fosfato pH 5,0

——CV em presenga de TmM de H,O, em tampéo fosfato pH 5,0
CV/HRP em tampao fosfato pH 5,0

— CV/HRP em presenca de 1mM de H,0, em tamp#o acetato pH 4,0
CV/HRP em presenga de 1mM de H,0, em tampéo fosfato pH 5,0

—— CV/HRP em presenca de 1mM de H,0, em tamp#o fosfato pH 6,0

_1 50 L CV/HRP em presenca de 1mM de H,0, em tampo fosfato pH 7,0

—— CV/HRP em presenga de TmM de H,O, em tampéo fosfato pH 8,0
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Figura 11: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em diferentemspées com concentracéo de 0,1 mdl $aturados
com N,, em temperatura aproximada de 0 °C, para cincerempntos realizados em diferentes dias e em novos
eletrodos de CV/HRR. = 200 mV &

-100
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Comparando-se as curvas ciclovoltamétricas mostradafigura 11, que sdo curvas
escolhidas nas figuras 09, 1811, Al12, A13, Al4 e Alb e que apresentam melhor
repetibilidade no caso das curvas para eletrodo€\dé€presenca e auséncia de 1 mM de
H.O,) e CV/HRP (auséncia de 1 mM de®d) e maiores valores de corrente (de forma global
no voltamogramas) para os eletrodos de CV/HRP @sepga de 1 mM de,B,,0bserva-se
gue os maiores valores de correntes cataliticasnfarbtidos para o eletrodo CV/HRP em
presenca de 1 mM de,8, e em tampéao fosfato pH 5,0. Assim, escolhemos tastpao
(fosfato) e este pH (5,0) para a realizacdo dosadeexperimentos que serdo apresentados
em seguida. Inclusive, este pH € o sugerido pasrdamacédo da atividade da HRP obtida da
Sigma-Aldrich (ver apéndice), quando se usa 2,Rieabis(3-etilbenzotiazolina-6 acido

sulfénico) (ABTS) como substrato.

Em seguida abordaremos a influéncia da temperaagaespostas ciclovoltamétricas

para eletrodos CV/HRP em presenca de 0,1 nald_tampao fosfato pH 5,0.

5.2. Influéncia da temperatura nas respostas cicloltamétricas para

eletrodos de CV/HRP em presenca de tampao fosfato

Na figura 12 sdo apresentados os voltamogramasosdR° ciclo) para eletrodos de
CV/HRP em tampd&o fosfato 0,1 moflcom pH 5,0, em diferentes temperaturas da solucdo
0, 7, 12, 30, 37, 50 °C), para seis experimergabzados em novos eletrodos de CV/HRP e
em diferentes dias.
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Figura 12: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tamp&o fasfatl mol L com pH 5,0 saturado com,Nem
diferentes temperaturas da solucdo, para seisimgps realizados em diferentes dias e em noetodbs de
CV/HRP.v =200 mV §.

Observa-se nessa figura a presenca de uma comenteducdo (onda) bastante
acentuada em aproximadamente -0,35 V, para o étettd/HRP em temperatura de 0 °C.
Essa onda diminui de intensidade (diminuicdo noiméyde corrente de reducédo) a medida
que a temperatura é aumentada, e desaparece epraamg de 50C. Relembrando que essa
onda caracteriza transferéncia eletrénica entrd&RR Hdsorvida e a superficie de CV, ela é
favorecida em baixas temperaturas (ver figura €@mo o maximo de corrente de reducao
(onda) foi obtido em temperatura de 0° Celsiusa ds$ a temperatura escolhida para
realizacdo dos experimentos cujos resultados sedatrados abaixo. Cabe nesse momento
um esclarecimento sobre os resultados bastantenm@aalos (ondas) apresentados na figura
12. Esses resultados foram obtidos em dias diesahds resultados apresentados na figura
07 e reforcam o fato de que se pode ter em algwmsemtos um maior numero de unidades
de HRP adsorvidas na superficie do CV ou uma cord@g@io mais favoravel das unidades de
HRP adsorvidas na superficie de CV, tentar-se@dslumais adiante esse mistério.

Em seguida avaliaremos o comportamento do eletledGV/HRP frente ao numero

de ciclos voltamétricos continuos.

5.3. Resultados dos ciclos voltamétricos continugzara o eletrodo de
CV/HRP em presenca tampéao fosfato e temperatura apkimada de 0°

Celsius
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Nas figuras 13 e 14 sdo apresentados o0s voltamagraiulicos para eletrodos de
CV/HRP em tampéo fosfato 0,1 mol‘Lcom pH 5,0, em velocidades de varredura de
potencial de 10 e 200 mV*srespectivamente, para dois experimentos realizado novos

eletrodos de CV/HRP e em diferentes dias.

=
—CV, 2°ciclo
——1°ciclo
2°ciclo
= 3°ciclo
4°ciclo
5°ciclo
6° ciclo
7°ciclo
8 ciclo
9° ciclo
= 10° ciclo
——15°ciclo
-6 - = 20° ciclo
——30°ciclo
40° ciclo
——50° ciclo

0,8

08 04 00 04
E/N vs. ECS

Figura 13: Voltamogramas ciclicos continuos para o eletrael €d/HRP em tamp&o fosfato 0,1 mot Lcom
pH 5,0 saturado com N em temperatura aproximada de OWE.10 mV §.

xl

Figura 14: Voltamogramas ciclicos continuos para o eletrael ¥/HRP em tamp&o fosfato 0,1 mot tom
pH 5,0 saturado com N em temperatura aproximada de OWE.200 mV §.

Observa-se uma corrente de reducgéo por volteOgk8 V (onda), melhor definida no

primeiro ciclo, para o experimento realizado emosiglade de varredura de 200 mV s
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(figura 14). Ela também esté presente no experimnedlizado em velocidade de varredura
de potencial de 10 mV'g(figura 13), e esta relacionada a transferéneaadelica ocorrendo
entre a HPR adsorvida e a superficie de CV. Nonemtax medida que os ciclos continuam,
ocorre uma diminuicdo na intensidade dessa cormmteeducdo (onda) até sua completa
extincdo, o que pode ser possivelmente atribuidgsenenomento a inativacdo da HRP por
mudanca conformacional ou degradacdo, ou ao deBprento sucessivo da HRP da

superficie do eletrodo de CV. Tentaremos elucidaa ellivida em seguida.

5.4. Influéncia de calcio exdgeno (1 mM de Cagl nas respostas
ciclovoltamétricas para eletrodos de CV/HRP em presica de tampéo

fosfato

O ciclo catalitico da HRP envolve a oxidacéo e ¢édudo grupo porfirinico Fe (lIl) e

pode ser descrito pelas seguintes equacodes:

HRP + HO, - cpd | + HO Q)
cpd I+ AH, — cpd Il + AH* (2)
cpd Il + AH; , HRP + AH* 3)

HRP nativa (ferriperoxidase: Felll, Por) é oxidgddo HO, através, formalmente, de
uma reacao de duas transferéncias eletronicasmaposto | (cpd I), em que o grupo heme é
oxidado a um radical intermediario instavel, oxife(Fe''=0, Pot*), com um estado de
oxidacdo formal de 5+. A HRP é regenerada em ceexgHes de transferéncia de um eletron
através de um doador de elétrons fAtegs. 2, 3), liberando um intermediario ndo raldic
composto Il (cpd 1) (F€=0, Por) (equacédo 2) com um estado de oxidacae 4t+radical
livre AH*. Na auséncia de substancias redutoras;, AHO, podem desempenhar um duplo
papel: como oxidante na formacéo de cpd | e comauistrato tipico doador de um elétron
liberando o anion superéxido [24].

Em combinacdo com certos doadores de elétronsjugde do cpd | para a HRP
nativa pode ocorrer também em uma Unica etaparé&atdo também € observada se somente
H.O, estiver presente em um excesso suficiente. Sads esmdicbes, HRP mostra uma
atividade igual a catalase que € a producdo d€oxigitravés da oxidacdo deQdd pelo cpd
| [24].
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Outra forma de HRP é conhecida como composto pidl (). Cpd IIl € formada via
cpd Il com um excesso de®: e ndo € cataliticamente ativa. No entanto, salmpisecpd |
se decomplbe lentamente para HRP nativa, levandstauracdo da atividade da HRP. Um
composto irreversivelmente inativo de HRP é lentgmérmado a partir de cpd Il ou cpd |
guando o excesso de,®h € permanente, 0 assim chamado P670 com uma absiarba
méxima em 670 nm, que também é chamado cpd IV.r&dgdo do P670 é o principal
processo de inativacao no qual g0x atua como um substrato de suicidio. Os mecanismos
ainda nao estdo completamente entendidos [24].

Andlises de raios-X mostram que em peroxidase #dinia proximal contata e,
provavelmente, liga hidrogénio com a cadeia latéeaglutamina, que por sua vez, interage
com o grupo carboxilato ‘enterrado’ do acido glutimEste primeiro conjunto de interacdes
na peroxidase pode conferir carater anidnico sirftei a histidina proximal para estabilizar
estados superiores de oxidagdo do ferro heme @uoaciclo catalitico de peroxidase. Esses
argumentos parecem indicar que as estruturas éspscios ambientes heme podem regular
as atividades do grupo prostético heme nas persesd@5]. Shiret al. [25] relataram que a
HRP contém 2 mols de &4mol de enzima e que a remocdo dé*Ganculado & enzima
causa um decréscimo de duas vezes na sua atiwdaieatica. Esses resultados sugerem
que C&" vinculado & HRP é essencial para manter a estrd@mproteina que é apropriado
para a atividade da peroxidase. A deficiéncia ae e calcio enddgeno pode ser superada
pela suplementacdo com ions de calcio exdgenaienaih [26].

Assim, avaliaremos a seguir o comportamento deoeles de CV/HRP, inclusive com
relacdo a atividade catalitica desses eletrod@s gagacdo de reducdo dglhl em presenca

(ou auséncia) de 1 mM de fon*€drente ao nimero de ciclos voltamétricos contsnuo

Na figura 15 sdo apresentados os voltamogramasosi@ara o eletrodo de CV/HRP
em presenca de uma solucdo tampéo fosfato 0,1 thabim pH 5,0 contendo 1 mM de

CaClb, em velocidade de varredura de potencial de 20GmV
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Figura 15: Voltamogramas ciclicos continuos para o eletreel €#/HRP em tamp&o fosfato 0,1 mot Lcom
pH 5,0 contendo 1 mM de CaCéaturado com e em temperatura aproximada de OWE.200 mV §.

Observa-se a presenca de correntes de reducag @ndaproximadamente0,25 V
como ja discutido e apresentado (figura 14) anteeote. A medida que o nimero de ciclos
voltamétricos continuos é aumentado, ocorre umandigéo na intensidade do pico, no
entanto, sem o0 desaparecimento dele mesmo aposciéled voltamétricos continuos,
resultado oposto ao observado com experimento aimglalizado na auséncia de ions de
calcio (compare as figuras 14 e 15). Esse resuleagi®rimental (figura 15) sugere que
mesmo apos 500 ciclos (0 pico ainda € visivel), RPHadsorvida na superficie de CV
permanece ativa, fato evidenciado na figura 15ndoa mesmo eletrodo de CV/HRP usado
no experimento apresentado na figura 15 é coloeadseguida na presenca de 1 mM de
H.O,, e onde se observa o aparecimento, acentuadaramtes de reducédo (ocorréncia de
catalise) a partir de aproximadament®,1 V em direcdo a potenciais negativos, ja
apresentada e discutida anteriormente (figura B&8)o similar ndo ocorre quando outro
eletrodo de CV/HRP é ciclado voltametricamente etintamente durante 500 ciclos, na
auséncia de 1 mM de CaCk o mesmo é colocado em seguida na presencandd de
H.O,, e onde ndo se observa catalise para essa reagédutao (ver figura 18, auséncia de
correntes de reducdo (acentuadas) a partir de ia@mdamente-0,1 V em direcdo a

potenciais negativos).




36
Resultados e Discussao
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——CV em presenc¢a de 1mM de CaCl
——CV/HRP 1° ciclo
—— CV/HRP 10° ciclo
——— CV/HRP 50° ciclo
—— CV/HRP 250° ciclo
CV/HRP 500° ciclo
—— CV/HRP em presenga de 1mM de H,0,
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Figura 16: Voltamogramas ciclicos continuos para o eletreel €#/HRP em tampé&o fosfato 0,1 mot Lcom
pH 5,0 contendo 1 mM de CaCsaturado com ) e em temperatura aproximada de OWE.200 mV &.
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—CV, 2°ciclo
20 CV/HRP 1° ciclo
- R\ —— CV/HRP 10° ciclo
——— CV/HRP 50° ciclo
= CV/HRP 250° ciclo

—— CV/HRP 500° ciclo
—C\//HIRP 500° ciclo em preselnga de TmM de HO,
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Figura 17: Voltamogramas ciclicos continuos para o eletrael €d/HRP em tamp&o fosfato 0,1 mot Lcom
pH 5,0 saturado com N em temperatura aproximada de OWE.200 mV §.

Conforme tinhamos comentado que tentariamos eluaidéivida— a medida que os
ciclos continuam, ocorre uma diminui¢cdo na intead@ldessa corrente de reducéo (onda) até
sua completa extin¢cdo, o que pode ser possivelnagnid@ido nesse momento a inativacdo da
HRP por mudanca conformacional ou degradacao, alegsprendimento sucessivo da HRP
da superficie do eletrodo de C\pode-se descartar com os resultados até aqueapadss a
hipotese de desprendimento sucessivo ou degradizc&#tRP da superficie do eletrodo de

CV, ficando-se apenas com a mudanca conformaciietd que comprovamos que Ca
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vinculado & HRP é essencial para manter a estrai@rproteina. No entanto, ndo temos
conhecimento, com o0s resultados até aqui apresentald influéncia do ¥D, presente
simultaneamente com €aexdgeno, na catdlise do eletrodo de CV/HRP pamaedo de
reducao do kD,, com 0 aumento do niumero de ciclo voltamétricesina, na figura 18, séo
apresentados os voltamogramas ciclicos para coétetle CV/HRP em presenca de uma
solugdo tampdao fosfato Opdol L* com pH 5,0 contendo 1 mM de Ca@l1 mM de HO,,

em velocidade de varredura de potencial de 200 TV s

———CV em auséncia de 1mM de CaCl,e 1TmM de H,0,, 2° ciclo
——CV em presenca de 1mM de CaCl,, 2° ciclo
CV em presenca de 1mM de HZOZ, 2° ciclo
1° ciclo

2° ciclo

3° ciclo

4° ciclo

5° ciclo

= 10° ciclo

= 20° ciclo

= 30° ciclo

——50° ciclo

——50° ciclo

—150° ciclo

_100 ! . ! ] . ] A |
-0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8

E/N vs. ECS

Figura 18: Voltamogramas ciclicos continuos para o eletrael €d/HRP em tamp&o fosfato 0,1 mot Lcom
pH 5,0 csolntendo 1 mM de Ca@ 1 mM de HO,, saturado com ) e em temperatura aproximada de 0VE.
200 mV s

Nessa figura se observa novamente a ocorrénciandecatalise (aumento acentuado

nas correntes de reducéo) para a reducao,@p & partir de aproximadamente -0,1 V em
direc&o a potenciais negativos, com a presencandambro em aproximadamente -0,25 V. A
medida que o numero de ciclos voltamétricos € ataden ocorre uma diminuicdo na
intensidade dessa corrente, até seu total desapargo, apés 10 ciclos aproximadamente.
Para um experimento similar, no entanto, na auaé&teil mM de Caglver figura A16), as
correntes sao menores, apos 5 ciclos do que pElearodo de CV/HRP na auséncia de 1 mM
de HO,, 0 que corrobora, nesse momento, a inativacadRfa por mudanca conformacional,
e que a presenca de calcio exdgeno evita (dimaumudanca conformacional da HRP
adsorvida em superficie de CV durante um interdalgiclos voltamétricos. Dado a regido de

potencial onde ocorre a reducdo dgDkiser comparavel a regido de potencial onde ocorre a
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reacdo de reducdo de oxigénio (RRO) nesse mesmo [Ré] resolvemos verificar o
comportamento do eletrodo de CV/HRP em presenc®.debjetivando identificarmos a
possibilidade de reducdo dessa molécula tdo imgertan sistemas de células a combustivel

ou células microbiais [14, 28] e que sera abordedproximo topico.

5.5. Resultados ciclovoltamétricos para eletrodosedCV/HRP em presenca
de tampao fosfato em presenca de,O
Na figura 19 sdo apresentados os voltamogramasosiR°® ciclo) para eletrodos de

CV e CV/HRP em tampéo fosfato 0,1 mot tom pH 5,0, em velocidade de varredura de

potencial de 200 mV's e na presenca de.O

l/uA

-100

——CVem presecade N,

—— CV em presenca de O,
CV/HRP em presenca de N,

——CV/HRP em presenga de O,

A50F T T
08 04 0,0 0,4 0,8
E/N vs. ECS

Figura 19: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) para os eleteode CV e CV/HRP em tampéo fosfato 0,1 mol L
com pH 5,0, em presenca ou auséncia g&®m temperatura aproximada de OWE€.200 mV &.

Observa-se nessa figura que quando o eletrodo (R//@éiBolocado em presenca de
0O,, ocorre uma catalise ndo tdo pronunciada (amplidedccorrentes de reducéo a partir de
aproximadamente -0,2 V) na direcdo de potenciaigath®s. Esses resultados sao
comparaveis em perfil aos apresentados anterioenentle o substrato utilizado foi 1 mM de
H.O; (figura 10), sugerindo que temos catalise doaetde CV/HRP para a RRO na mesma
regido de potencial onde ocorre a catélise desg®@b para a reacdo de reducéo ge,HOs
experimentos realizados em velocidades de varredieiotencial de 10 e 50 mV* gver

figura A17) apresentaram o mesmo comportamentametrico.
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Como sugerimos anteriormente que a inativacdo dB Bidsorvida na superficie de
CV ocorre por mudanca conformacional, tentamos migar esta inativacdo estudando
adicionalmente o comportamento do filme de HRP eesgnca de polimixina (PM) e em

superficie de CV, e este filme recoberto por Nafestudo abordado no préximo topico.

5.6. Avaliacdo do perfil ciclovoltamétrico e hidrothamico da superficie de

CV/HRP-PM/Nafion
Blanford e Armstrog [17] tratando da habilidadegtafite pirolitico (em inglés, PG)

de plano de borda polido para adsorver uma vareedb proteinas, incluindo grandes
enzimas, afirmam que a adsorcdo de proteinas esrf&ip eletrodicas é frequentemente
depende da inclusdo de poliions, em especial, ady das proteinas com superficies
carregadas negativamente é bastante reforcadappetgnca de poliaminas, tais como
neomicina ou polimixina (PM), levando a modelosciwaais" invocando a importancia da
previsibilidade de interacbes eletrostaticas emtreroteina e a superficie do eletrodo,
semelhante a situagdo em membranas bioldgicas [17].

Wang e Chen [21] citam formas criativas tais comdligacdo” de enzimas com
hidrogel polimérico redox ativo e reconstituicdo ajg-enzima em nanomaterial ligado a
cofatores, para melhorar a eficiéncia de transéeméde elétrons. Eles relatam um método
facil para imobilizacéo de glucose oxidase (eméaglGOXx) sobre eletrodos de carbono vitreo
usando polimeros de poli-L-lisina (em inglés, Pld_Nafion. E observaram que eletrodos
modificados com Nafion-PLL-GOx apresentam transfei& eletronica direta (em inglés,
DET) sem o auxilio de qualquer nanomaterial. A Gfdasente nos eletrodos modificados
mantém a sua atividade biocatalitica e oxida gliaesforma eficiente [21].

Baseado nas observacdes acima se optou em sulstRUL por PM ao usarmos a
metodologia proposta powWang e Chen [21], para verificarmos a possibilidatke
minimizarmos a degradacao estrutural da HRP narficipede CV, assumindo PM como
tendo a “funcdo” de polimero e de que a ligacdoHiRP com superficies carregadas
negativamente de CV (a razdo atomi@4C sobre a superficie de CV de cerca de 10-15%

[19]) ser bastante reforcada pela presenca denpiokes, no caso PM.
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5.6.1. Resultados ciclovoltamétricos para o eletrod de CV/HRP-PM/Nafion em

presenca de solucédo tampao fosfato

Na figura 20 sdo apresentados os voltamogramdsasidR® ciclo) para os eletrodos
de CV e CV/HRP-PM/Nafion em tampéo fosfato 0,1 idl com pH 5,0, em velocidade de

varredura de potencial de 200 mV. s

xl

Figura 20: Voltamogramas ciclicos (2 ° ciclo) para os elaode CV e CV/HRP-PM/Nafion em tampao
fosfato 0,1 mol [ com pH 5,0 saturado com,N: em temperatura aproximada de OWE.200 mV §.

Observa-se agora a presenca de um par redox nertodefinido com ondas redox
centradas em0,217 V- 0 maximo de corrente de reducdo (onda) esta eoxiapadamente
-0,29 e 0 maximo de corrente de oxidacdo (onda)eestaproximadamente),14 V- para o
eletrodo de CV/HRP-PM/Nafion, reforcando adicionaite a existéncia de um processo de
transferéncia eletronica, com certa reversibilidatie HRP para a superficie de CV, apos a
imobilizacdo da mesma pela PM e Nafion. Essa obhséovfica melhor evidenciada na figura
21 onde observa-se que tanto a PM quanto o NafiséfiRM e CV/Nafion), isoladamente,
nao apresentam respostas redox. Pequenas respakiassao observadas para os eletrodos
CV/HRP (ja discutido anteriormente), CV/HRP/NafienCV/(HRP-PM), porém o sistema
HRP/PM/Nafion apresenta o par redox melhor definido

E importante reforcar aqui que agora tem-&qara o par redox Fe(lll/Il) e que ele

esta na faixa dos valores reportados na liter§fuva 9].
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l/uA

CV/HRP
—— CV/Nafion
CV/IPM
——— CV/HRP/Nafion
CV/HRP-PM
——— CV/PM/Nafion
——— CV/HRP-PM/Nafion

08 -04 00 04 08
E/N vs. ECS

Figura 21: Voltamogramas ciclicos (2 ° ciclo) para os elatodle CV, CV/HRP, CV/Nafion, CV/PM,
CV/HRP/Nafion, CV/HRP-PM, CV/PM/Nafion e CV/HRP-PN#fion em tampé&o fosfato 0,1 mofLcom pH
5,0 saturado com Ne em temperatura aproximada de OWE.200 mV §&.

Verificaremos abaixo o perfil catalitico do eletoode CV/HRP-PM/Nafion para a

reacao de reducédo de®h e RRO.

5.6.2. Resultados da eletrocatélise para o eletrodo CV/HRPM/Nafion em presenca de
1 mM de H,O, e tampéao fosfato
Na figura 22 sdo apresentados os voltamogramdsasdR® ciclo) para os eletrodos
de CV e CV/HRP-PM/Nafion em presenca de 1 mM g@,+¢ em tampao fosfato 0,1 mof L

com pH 5,0, em velocidade de varredura de potedei@i00 mV .
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-150 [ .

——CV em presenca de ImM de H,0,
CV/HRP-PM/nafion

—— CV/HRP-PM/nafion em presenga de TmMde H,O,
L L ] L I

-200L—— '
08 04 00 04 08

E/N vs. ECS

Figura 22: Voltamogramas ciclicos (2 °© ciclo) para os elaiode CV e CV/HRP-PM/Nafion em tampao
fosfato 0,1 mol [ com pH 5,0 saturado com,N: em temperatura aproximada de OWE.200 mV §.

Observa-se nessa figura, para o eletrodo CV/HRMNAM/n em presenca de 1 mM
de HO,, uma ampliacdo acentuada das correntes de redygair de aproximadamente 0,1
V e o aparecimento, muito bem definido, de um piegeducao por volta0,36V, reforcando
a catalise eletroquimica da enzima HRP para a sede&educdo de 4., ou seja, nesse
eletrodo, a transferéncia eletrénica entre a sigiesletrodica (CV) e a enzima (HRP) é mais
efetiva (compare as figuras 22 e 09). Atente pafat@ que as correntes para 0S outros

eletrodos sdo muito menores (figura 22).

A catalise eletroquimica do eletrodo CV/HRP-PM/Wafpara a reducéo de® foi
evidenciada adicionalmente através de experimdnthedinamicos de varredura linear de
potencial (figura 23), onde se destacam correrge®ducao a partir d€0,22 V, na direcao
de potenciais negativos, especificamente paraeéssedo.

Como j& comentado anteriormente em CV/PM e CV/Mafisoladamente, ndo
apresentam respostas redox, realizou-se experimeitovoltamétricos com esses eletrodos
em presenca de 1 mM de®} (A18) onde se confirma a inexisténcia de catjiseparte

desses eletrodos.
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l/pA

20f [ —o

—— CV em presenga de 1mM de H,O,

—— CV/HRP-PM/nafion

—— CV/HRP-PM/nafion em presenga de 1mM de H,0,
1

08 04 00 04 08

Il

EN vs. ECS

Figura 23: Voltamogramas hidrodinamicos (1/2 ciclo) para tetredos de CV e CV/HRP-PM/Nafion em
tampéo fosfato 0,1 mol't. com pH 5,0 saturado com,Ne em temperatura aproximada de OWE.20 mV §-.
w =400 rpm.

5.6.3. Resultados da eletrocatalise para o eletrodo CV/HRPM/Nafion em presenca de
O, e em 0,1 M de tampéo fosfato com pH 5,0
Na figura 24 sdo apresentados os voltamogramdsasidR® ciclo) para os eletrodos
de CV e CV/HRP-PM/Nafion em presenca deeCem tampéo fosfato 0,1 mof-lcom pH

5,0, em velocidade de varredura de potencial de06™.

-100

l/uA

——CV em presenga de N,

—— CV em presenca de O,
CV/HRP-PM/nafion em presenca de N,

—— CV/HRP-PM/nafion em presenca de O,

08 04 00 04 08
E/N vs. ECS

Figura 24: Voltamogramas ciclicos (2 °© ciclo) para os elaode CV e CV/HRP-PM/Nafion em tampao
folsfato 0,1 mol ! com pH 5,0, em presenca ou auséngiee@m temperatura aproximada de OPE.200 mV
s

-200
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Observa-se nessa figura, para o eletrodo CV/HRMNAM/n em presenca de,O
comportamento similar ao ja apresentado e discuigldigura 22, que € uma ampliacdo
acentuada das correntes de reducao a partir deimaaamente 0,05 V e o aparecimento,
muito bem definido, de uma onda de reducdo poravelt,33V, reforcando a catalise
eletroquimica da enzima HRP para a RRO, ou seggeneletrodo, a transferéncia eletrénica
entre a superficie eletrédica (CV) e a enzima (HRPa posterior catalise para RRO é
bastante efetiva (compare as figuras 24 e 19).tAteara o fato que a RRO em presenca de
CV apenas inicia-se0,3V, ou seja, 0,35 V mais negativo em comparagiéeletrodo de
CV/HRP-PM/Nafion.

A catalise eletroquimica do eletrodo CV/HRP-PM/Nafpara a RRO foi evidenciada
adicionalmente através de experimentos hidrodindsnibe varredura linear de potencial
(figura 25), onde se destacam correntes de redungdores a partir de0,22 V para esse

eletrodo em relacdo ao eletrodo de CV.

O L
B0+
-100}
>1 -150}
| —— CV em presenca de N,
'200 B —— CV em presenca de O,
3 — CV/HRP-PM/nafion em presenca de N,
_250 | — CV/HRP-PM/nafion em presenca de O,

08 04 00 04 08
E/N vs. ECS

Figura 25: Voltamogramas hidrodinamicos (1/2 ciclo) para tetredos de CV e CV/HRP-PM/Nafion em
tampéo fosfato 0,1 mol't com pH 5,0, em presenca ou auséneiee@m temperatura aproximada de OWE.
20 mV s'. w= 400 rpm.

Acompanhando a hipétese de ndo mudanca conforn@@omo sendo essencial para
manter a atividade da HRP e dado que obtivemodtadss promissores para o eletrodo
CV/HRP-PM/Nafion em termos de catalise para a ®agé reducdo do @, e O,
apresentaremos em seguida o0s resultados de cioltemétricos continuos para esses

eletrodos em presenca de 1 mM d©fou em presenca de.O
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5.7. Resultados dos ciclos voltamétricos continugsara o eletrodo de
CV/HRP-PM/Nafion apenas e em presenca de solucaarpao fosfato
contendo hora 1 mM de HO,, hora O,

Nas figuras 26, 27 e 28 sdo apresentados os oicllbamétricos continuos para
eletrodos de CV/HRP-PM/Nafion apenas, hora em pgesee 1 mM de $D, e hora em
presenca de Qrespectivamente, em tampao fosfato 0,1 miot@m pH 5,0, e em velocidade

de varredura de potencial de 200 mV s

xl

Figura 26: Voltamogramas ciclicos continuos para o eletrogldC¥/HRP-PM/Nafion em tampéo fosfato 0,1
mol L'* com pH 5,0, saturado com,Ne em temperatura aproximada de OWE.200 mV §.
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——CV na auséncia de 1mM de HO,, 2° ciclo
———CV na presenca de 1mM de HZOZ 2° ciclo
CV/HRP-PM/nafion na auséncia de 1mM de HO,, 2° ciclo|
= 1° ciclo
2° ciclo
——3°ciclo
4° ciclo
e 59 CiclO
10" ciclo

100} &

——25°ciclo
—50° ciclo
= 100° ciclo
——200° ciclo
= 300° ciclo
400° ciclo
—50|0“ ciclo

-150+

08 04 00 04 08
E/N vs. ECS

Figura 27: Voltamogramas ciclicos continuos para o eletroeldCdf/HRP-PM/Nafion em tampé&o fosfato 0,1
mol Lil com pH 5,0 contendo 1 mM de®}, saturado com ) e em temperatura aproximada de 0W€.200
mV s~

-1 00 o/ ——CVem presenga de N,, 2° ciclo
———CV em presenga de O,, 2° ciclo
CVIHRP-PM/nafion em presenga de N, 2° ciclo
1°ciclo
< 2° ciclo
30 ciclo
j.. -200 r 4° ciclo
S~ 5° ciclo
h— ——10°ciclo
——25°ciclo
——50° ciclo
———100° ciclo
_300 L = 200° ciclo
—300° ciclo
———400° ciclo
—500° ciclo
l

08 04 00 04 08
E/N vs. ECS

Figura 28: Voltamogramas ciclicos continuos para o eletrogldC¥/HRP-PM/Nafion em tampéo fosfato 0,1
mol L'* com pH 5,0, saturado com,@ em temperatura aproximada de OWE.200 mV &.

O comportamento de todos os ciclos para o eletdeloCV/HRP-PM/Nafion é
comparavel ao ja descrito na figura 20. Detectaigegntanto, diminuicdo nas correntes de
pico com o aumento do numero de ciclos voltaméripara o eletrodo de CV/HRP-
PM/Nafion (figura 26).

Ja os comportamentos dos ciclos iniciai§ ¢iclo) tanto para os eletrodos de
CV/HRP-PM/Nafion em presenca de 1 mM deOkl como em presenca de; Gao

comparaveis aos ja descritos nas figuras 22 e e&pectivamente. No entanto, detecta-se
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diminuicdo nas correntes de pico com o aumentoloioeno de ciclo voltamétricos para o
eletrodo de CV/HRP-PM/Nafion em presenca de 1 m\#®, ou em presenca de,nde

o pico de reducdo muda o perfil apés 8 diBlo para o eletrodo de CV/HRP-PM/Nafion em
presenca de 1 mM de.8, enquanto que para o eletrodo de CV/HRP-PM/Nagan
presenca de £a onda de reducdo muda o perfil ap6s bcio. E importante frisar que os
resultados ciclovoltamétricos mostram que mesma &090 ciclos ainda observa-se catélise
(correntes de reducao pronunciadas) por parte lét®ados de CV/HRP-PM/Nafion para a
reacao de reducédo de®} ou para a RRO, dado que as correntes de redugduaéres do
que as correntes do eletrodo de CV para a reacéeddedo de pO, (figura 27) ou para a
RRO (figura 28). E preciso lembrar que esse corapwhto ¢ diferente do comportamento
para o eletrodo de CV/HRP em presenca de 1 mM.@g ém presenca ou auséncia de 1mM
de CaC{ (ver figuras 18 e Al16).

Os resultados apresentados anteriormente reforgama gnudanca conformacional da
HRP é minimizada quando a mesma esta em presené derecoberta com Nafion, fato

essencial para manter a atividade da mesma.

5.8. Avaliacdo de algumas dependéncias eletroquiragca partir dos perfis
ciclovoltamétricos e de varredura linear de potenail hidrodinamico da
superficie de CV/HRP-PM/Nafion e CV/HRP em presencade de
solucdo tampao fosfato na presenca ou auséncia denM de H,O,, ou

na presenca ou auséncia de;O

Inicialmente faremos uma avaliacdo (e comparacé®)dncencentracdes superficiais
(r) de HRP para os eletrodos CV/HRP e CV/HRP-PM/Nw&fio

As concentragfes superfiais) (de HRP foram determinadas por integracdo da carga
referente ao pico catédico dos VC em velocidadeatdeedura de potencial de 10 mVig =
Q/nFA [29], onde Q é a quantidade de carga envalua reducdo (pico catddico) da HRP, n
é o nimero de elétrons envolvidos (n = 1 para orgdox F&'/F€'), F é a constante de
Faraday, e A € a area geométrica da superficie \do(€&r figuras A6 e 29). Os valores
encontrados foram 1,8 x 1be 5,14 x 13° mol cm? para os eletrodos CV/HRP e CV/HRP-

PM/Nafion, respectivamente. As diferencas entrelams valores deve-se ao fato que para o
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eletrodo CV/(HRP-PM)/Nafion a HRP foi embebida em & depois recoberta por Nafion, o
que deve aprisionar uma quantidade um pouco mai@ndimas do que a simples adsor¢cao
da HRP em superficie de CV. Esses valores estdaixam dos valores apresentados em [5]
para outras catalases-peroxidases que ndo HRRemap aos apresentados em [9].

Na figura 29 sdo mostrados os voltamogramas céckeo diferentes velocidades de

varredura de potencial para o eletrodo CV/HRP-PNdxa

T T T T T T T T T
—20mVs"
20 [ =50 mVs’"
100 mVs™
| =200 mVs"
——500 mVs"

)
=]

40} : T

0 100 200 300 400 500

1 L I L I L L v/mvs L
-0,8 -04 0,0 04 0,8
EN vs. ECS

Figura 29: Voltamogramas ciclicos (2 ° ciclo) para o eletradoCV/HRP-PM/Nafion em tampéo fosfato 0,1
mol L'* com pH 5,0 saturado comp,Ne em temperatura aproximada de 0 °C. Figuraidesdg, e | vs.v

O comportamento observado na figura 29 é similgéaatiscutido na figura 20. Além
disso, 0s picos catédicos e anddico sdo aproximaai@nsimétricos e apresentam magnitudes
similares, com uma razdo entrg/lh. aproximando-se da unidade. Como mostrado na
insercao da figura 30, as correntes de pico voltaraé variam linearmente com a velocidade
de varredura de potencial, indicando que o proceésoé controlado por difusdo, como
esperado para sistemas imobilizados [7]. A separagfre 0s potenciais de pico anodico e
catddico estda na faixa de 140 mV, sugerindo umapooente cinética envolvida no
comportamento voltamétrico da HRP [29].

Nas figuras 31 e 32 sdo apresentados os resulgaalas varreduras lineares de
potencial hidrodindmico para o eletrodo CV/HRP-Pifibh em presenca de 1 mM deCH

e O, respectivamente.
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Figura 30: Varreduras lineares de potencial hidrodindAmica e eletrodos de CV e CV/HRP-PM/Nafion em

E/N vs. ECS

tampé&o fosfato 0,1 mol't. com pH 5,0 saturado com,Nem presenca ou auséncia de 1 mM d&,He em

temperatura aproximada de 0 °C. Figura inseritlas]w
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Figura 31: Varreduras lineares de potencial hidrodindmica e eletrodos de CV e CV/HRP-PM/Nafion em
tampao fosfato 0,1 molt com pH 5,0 saturado com, Mu O, e em temperatura aproximada de 0 °C. Figura
inserida: T* vs. w*? para diferentes potenciais.

O comportamento da corrente com 0 potencial apr@sennitidamente catalitico,
inclusive ja comentado a partir das figuras 23 en@5entanto, com o aumento da velocidade
de rotacédo do eletrodo de CV/HRP-PM/Nafion em pregede 1 mM de $D, (figura 31),
observa-se uma diminuicdo nas correntes. Essa wigdm também se apresenta para o

eletrodo de CV/HRP-PM/Nafion em presenca ddfiQura 32) s6 que essa diminui¢cdo ocorre
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em uma dada regido de potencial (aproximadament@&0dae-0,6 V) e em outra regido de
potencial (aproximadamente €6,6 a-0,8 V) ocorre justamente o oposto, ou seja, elevaca
da corrente com o aumento da velocidade de rotadgsse eletrodo. Esses dois
comportamentos distintos sugerem influéncias aasétidiferenciadas para os eletrodos de
CV/(HRP-PM)/Nafion em presenca de 1 mM dgokle em presenca de,QAparentemente,
em presenca dey(Oa cinética € mais facilitada, dependendo do pméErdo que em presenca
de 1 mM de HO,.

Adicionalmente, os graficos de Koutecky-Levich (L. 1492, figuras inseridas em
30 e 31) permitem separar os efeitos das limitagéeslocidade dentro do filme daquelas de
difusdo convectiva fora. A corrente limite parana@ voltamétrica é expressa por £/l +
1/l onde h é simplesmente a corrente de Levich expressandoaidade de chegada das
espécies A na fronteira externa da pelicula=(0,62nFAG*D a3 "° w2 ver o significado
dos termos em [29]) e /€ uma expressdo da velocidade maxima em que A gede
convertida enB no filme. Essa Ultima corrente é o limite em réatagde velocidade infinita,
de modo que ndo hd nenhuma limitagdo no fornecordatA no limite exterior da estrutura
[29]. As respostas de 1As. 1ty'? sdo bem mais lineares para o eletrodo de CV/HRP-
PM/Nafion em presenca de;@o que em presenca de 1 mM dgkreforcando assim uma

maior facilidade cinética para a primeira situacao.

Objetivando compreender melhor as respostas elétmicps até aqui apresentadas,
realizamos experimentos de EIE em trés potencideedtes como sera apresentado e

discutido em seguida.

5.9. Resultados dos experimentos de EIE para a sirficie de CV/HRP-
PM/Nafion e CV/HRP em presenca de solucdo tampéao sfhato
contendo 1 mM de KFe(CN), ou 1 mM de HO,, ou em presenca de
O,

O primeiro teste foi realizado em potencial deuwtacaberto (em inglés, OCP), figura

32, que foi de cerca de 0,21 V para os eletrodo€dee CV/HRP (figura 33), e CV e

CV/HRP-PM/Nafion (figura 34) na presenca d¢=E(CN), e depois em —0,35 V (figura 35)

e —0,33 V (figura 36) para os eletrodos de CV eHRP-PM/Nafion, em presenca de 1 mM

de HO, e O, respectivamente. Estes trés valores de potecmratante para os estudos de
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EIE foram selecionados para garantir a cobertutaédepontos representativos dos resultados
voltamétricos mostrados até aqui [30].

Inicialmente comentaremos as respostas voltamgtpesa as figuras 34 e 35 e em
seguida retornarems a figura 32. A figura 33 mastna resposta caracteristica do par redox
Fe(CN);3"4‘ em CV. Os picos redox estdo centrados em 0,23, aproximadamente 80
mV de separacdo entre os picos. No entanto, patat@do de CV/HRP em presenca de 1
mM de KsFe(CN}), observa-se principalmente uma mudanca nos paclxragora centrados
em 0,19 V, com aproximadamente 170 mV de separagfie os picos. Esses valores séo
bastante alterados ap6s 500 ciclos em 200 thptisipalmente com relacao & separacéo dos
picos redox (centrados em 0,25 V), com aproximadén®&00 mV, e com relacdo as
correntes dos picos anddico/catodico decrescidagpeoximadamente 40%. Essa separacdo
dos picos redox além da reducdo das correntesidas anddico/catddico para Fe(GRY-
em CV/HRP, sugere uma forte influéncia da HRP addarem CV em alterar a velocidade
de transferéncia de elétron para essa espéciefigiéra 34 mostra o par redox Fe(GR}-
em CV centrado em 0,19 V, com aproximadamente 105de separacdo entre 0S picos.
Agora, para o eletrodo de CV/HRP-PM/Nafion em pneaede 1 mM de ke(CN},
observa-se principalmente uma mudanca nos picosx récentrados em 0,20 V), com
aproximadamente 230 mV de separacdo entre 0s p&casym as correntes dos picos
anodico/catédico decrescidas em aproximadamente E68&s valores sdo bastante alterados
apés 500 ciclos em 200 mVspricipalmente com relacdo a separagdo dos picdexre
(centrados em 0,20 V), com aproximadamente 390 endm relacdo as correntes dos picos
anodico/catédico decrescidas em aproximadamente B58a separacao dos picos redox para
Fe(CN}*'* em CV/HRP bem como a diminuicdo das correntesicke gnddico/catédico
sugerem uma forte influéncia da HRP embebida eneR&toberta por Nafion, na superficie

de CV, em alterar a velocidade de transferéncieléteon para essa espécie.
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Figura 32: Gréfico de planos de impedancia para: CY),(CV/HRP ©), CV/HRP-PM/Nafion {\), CV apds

500 ciclos em 200 mVfs(V), CV/HRP apés 500 ciclos em 200 mVéver figura 12) (), e CV/HRP-
PM/Nafion apds 500 ciclos em 200 mV/¢éver figura 24) €), em tampao fosfato 0,1 mol*‘L com pH 5,0
contendo 1 mM de #e(CN), saturado com N e em temperatura aproximada de 0 °C. Potencial de
perturbacdo: 25 mV (rms). Faixa de freqiéncia: k8@ a 10 mHz. Potencial constante para a aquigig&o
EIE: OCP vs. ECS. As linhas tracejadas represeetgectros calculados (ajustado) usando-se um pnagile
minimos quadrados ndo-linear, em conformidade canncoito equivalente q(RWi)], ou R{Qa(R:Qx)].-
Valores medios para:sR 127Q, Qu = 6,2uF 1 n=0,84, W= 410pF.
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Figura 33: Voltamogramas ciclicos (2 ° ciclo) para os eletsode CV e CV/HRP em tampéo fosfato 0,1 mol L
! com pH 5,0 saturado conpNem presenca ou auséncia de 1 mM gleekCN);, e em temperatura aproximada
de 0°Cv =50 mV §.
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Figura 34: Voltamogramas ciclicos (2 ° ciclo) para os elaidle CV e CV/HRP-PM/Nafion em tampao
fosfato 0,1 mol ! com pH 5,0 saturado com,Nem presenca ou auséncia de 1 mM gEekCN), e em
temperatura aproximada de 0 %G= 100 mV §.
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Figura 35: Grafico de planos de impedancia para: CY),(CV/HRP-PM/Nafion (), e CV/HRP-PM/Nafion
ap6s 500 ciclos em 200 mVg/\), em tamp&o fosfato 0,1 mol*L com pH 5,0 contendo 1 mM de®,
saturado com f e em temperatura aproximada de 0 °C. Potencigledirbacdo: 25 mV (rms). Faixa de
freqiiéncia: 100 kHz a 10 mHz. Potencial constamate @ aquisicdo dos EIE: —0,35 V vs. ECS. As linhas
tracejadas representam espectros calculados @giistsando-se um programa de minimos quadrados néo-
linear, em conformidade com o circuito equivaleR§®(R.Wy)]. Valores médios para:sR 109Q, Qqy = 14
UF €% n=0,81, W=61pF.
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Figura 36: Grafico de planos de impedancia para: CVY),(CV/HRP-PM/Nafion ), e CV/HRP-PM/Nafion
ap6s 500 ciclos em 200 mVg/), em tampdo fosfato 0,1 mol*Lcom pH 5,0 saturado com,QOe em
temperatura aproximada de 0 °C. Potencial de e¢éo: 25 mV (rms). Faixa de frequéncia: 100 kHzDa
mHz. Potencial constante para a aquisicdo dos-HIB3 V vs. ECS. As linhas tracejadas represensmnaotros
calculados (ajustado) usando-se um programa demmsniquadrados nao-linear, em conformidade com o
circuito equivalente BQq(RuWy)]. Valores médios para:sR 106Q, Qu = 11,7pF %, n = 0,84, W = 877uF.

Os resultados tipicos de EIE séo apresentadosguaiad 32, 35 e 36 para os graficos
de plano de impedancia complexo, combinando reglédgsansferéncia de massa e controle
cinético em baixas e altas frequéncias, respectntar{29]. Quando o sistema eletroquimico
€ cineticamente lento, elevados valores gdgd®n portugués, resisténcia de transferéncia de
carga) sdo encontrados dentro de uma regido seuaia&ibem definida, exibindo uma faixa
de freqiéncia limitada em que a transferéncia desan& um fator significante [29] (ver
curvasO, V, e <, na figura 1 e curvdsl, O, e /\, na figura 36). Quando.Ré pequena, o
sistema é tao facil cineticamente que a transfeaéie massa sempre desempenha um papel,
e a regido semicircular néo fica bem definida [@®@} curvadl e A na figura 1). O circuito
equivalente mais simples de uma célula eletroqairéicm circuito equivalente de Randles
constituido por resistores e capacitores [30]. Egmede circuito foi utilizado no presente
estudo e se encaixa perfeitamente nos resultaddsiElebtidos (linhas sobre os pontos
mostradas nas curvas EIS) [30]. O circuito equivaleitilizado pode ser representado como
R Qai(RctWi)], ou R{Qai(RcQir)], onde R representa a resisténcia da solucéprépresenta
0 elemento de fase constante envolvendo um expoepéea representar g capacitancia
da dupla camada), Wrepresenta a impedancia de Warburg, indicando wotepso
controlado puramente por difuséo nos limites dedsafrequéncias [31], efQepresenta um

elemento de fase constante nos limites de baieagiéncias. Varias medidas de EIE foram
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realizadas com o eletrodo de trabalho em seu pgatenédio de equilibrio, ou seja, em OCP
[29,30]. Isso permite que o comportamento linedidz@aracteristico de rj- descreva a
resposta elétrica de partida no equilibrio, umaquez a amplitude da perturbacéo senoidal é
pequena [29]. Nesse casog Rode ser relacionado @ (corrente de troca) como.R=
RT/nFb, onde R € a constante universal dos gases, Em@etatura absoluta, n € o nimero
de elétrons envolvidos na reacdo no eletrodo e e@nstante de Faraday [29]. Além disso,
em condi¢bes de equilibrio, é possivel relaciogacom k (a constante de velocidade
heterogénea padréo), cogeinFAk°C, onde A € a area do eletrodo e C € a concentosgo
espécies na solucdo [29]. AssinT, kRT/PRLAC (para a transferéncia de um elétron)
[29,30].

Em vez de basearmos nossa discussao dos resuda@ds em OCP em&R optamos
por utilizar os valores calculados, kpois esse parametro fornece uma medida direta da
facilidade do processo de transferéncia de cargp (s dados obtidos em OCP a partir de
figura 33 revelam que°ké elevado (0,002536 cni'k para CV, na presenca de 1 mM de
KsFe(CN) (valor muito préximo ao encontrado pelo nosso gr{9] de 0,002663 cm's
em similar pH), em comparacdo com a superficiebedta com HRP (0,000463 cr)se a
superficie recoberta com HRP-PM/Nafion (0,000478 £m). Essa diminuicdo emal’
resulta em aproximadamente 5,5 vezes menor vebieida transferéncia de carga em relacao
a CV, na presenca de 1 mM deH€(CN). Essa constatacdo é totalmente coerente com as
respostas voltamétricas apresentadas nas figuras3d3e que sugerem uma forte influéncia
da HRP adsorvida ou HRP embebida em PM e recopertslafion, na superficie de CV, em
alterar (diminuir) a velocidade de transferéncisetigrons para o par redox Fe(CRij*. E
importante reforcar que as duas modificacbes aftedta forma similar a transferéncia de
eletrons para este par redox, ou seja, a arearaederta no CV é similar para ambas as
modificacées. A inativagéo da superficie de CV & ciclos em 200 mV’sé comprovada
pela reducdo na velocidade de transferéncia deaqaaga o par redox Fe(CNJ™* em
aproximadamente 1,8 vezes (0,002536 ch0$01383 cm &), no entanto este fator de
reducdo é muito menor quando comparado com o étetrmdificado de CV/HRP que passa
pelo mesmo numero de ciclagens, aproximadamentev@zeés menor velocidade de
transferéncia de carga para o par redox Fe¢f) (0,000463 cm/0,000158 cm <), ou
seja, a HRP muda de conformacadd é dessorvidana superficie do eletrodo e reduz a

transferéncia de carga para o par redox Fe&R) (ver também a figura 33). Essa mudanca
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de conformacgdo também ocorre para o eletrodo CV/ARMNafion visto que ele apresenta
valor de ky® 7,1 vezes menor, antes da ciclagem em 200 ¥ 8,4 vezes menor que 0
eletrodo CV/HRP apds ciclagem em 200 m¥ kso poderia caracterizar que este eletrodo
apresenta-se menos estavel quanto a conformagd®@aNo entanto, verificamos que isso
ndo € verdade, pois esses valores gg,kque estéo relacionados @,Rdo menores (os
valores de R) que os valores para os eletrodos de CV e CV/HRNRBfion em presenca de

1 mM de HO, (figura 35) e Q (figura 36).

Os dados coletados em —0,33 ou —0,35 V sao dissutgora em termos de:R
(figuras 35 e 36). Para o eletrodo CV, na presénpd de HO- (figura 35), a R é bastante
elevada, e é ainda bastante ampliada quando oddeér o CV/HRP-PM/Nafion (2,7 vezes
maior). Esse resultado aparenta ser contradit@o ¢ resultado apresentado na figura 22,
visto que |4 o eletrodo de CV/HRP-PM/Nafion aprésen pico de corrente de elevada
catalise para reducdo do.® justo nesse potencial. No entanto, isso reforca gu
bioeletrocatalise envolve a HRP confinada na siupertlo eletrodo, e que a cinética da
reacdo de reducdo de®p depende da cinética da HRP, que deve ser leffligtjrdo assim
em um valor bastante elevado dg Rm fato importante € que com o aumento do nurdero
ciclos voltamétricos, apds 500 ciclos em 200 miVesn presenca de,B,, observa-se um
decréscimo de 1,4 vezes no valor dedara o eletrodo CV/HRP-PM/Nafion (fato contrario
ao observado para o0 mesmo eletrodo em presenga(@el)?"“‘), sugerindo um aumento na
atividade catalitica da HRP com o0 aumento do numerciclos voltamétricos, o que pode ser
atribuido a alguma mudanca conformacional (fatdggéctado para o mesmo eletrodo), ou do
ambiente nas vizinhacas da HRP. Se usasemos, pm{irapcao grosseira, a equacao que
relaciona ¢ com k, poderiamos estimar os valores dgrkpara HRP nas duas situagdes de
uso de CV/HRP-PM/Nafion apresentadas na figuraA85im, os valores s&o 3:410° e 4,6
x 10° cm s, respectivamente antes e apds Vvarios ciclos véttioos, reforcando uma forte
dependéncia da cinética da HRP confinada na sajedd eletrodo. Para o eletrodo CV, na
presenca de Qfigura 36), a R € elevada no entanto menor do que em presenca de 1 mM
de HO, - e é ainda ampliada quando o eletrodo € o CV/HRANRNbn (1,9 vezes maior).
Novamente, esse resultado aparenta ser contradd@dm o resultado apresentado na figura
24, visto que la o eletrodo de CV/HRP-PM/Nafionem@nta o pico de corrente de elevada
catalise para reducédo de jOsto no potencial de —0,33 V. No entanto, issorga novamente
que a bioeletrocatalise envolve a HRP confinadsuparficie do eletrodo, e que a cinética da

reacdo de reducdo de @epende também da cinética da HRP, que devergar t® entanto
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maior do que para 1 mM de®,, refletindo assim em um valor elevado de Rato similar

ao observado para 1 mM de® € que com o0 aumento do numero de ciclos voltaoostri
apés 500 ciclos em 200 mV* em presenca de,{observa-se um decréscimo de 1,5 vezes no
valor de R; para o eletrodo CV/HRP-PM/Nafion, sugerindo um emtm na atividade
catalitica da HRP com o aumento do numero de cictiamétricos, o que pode ser atribuido
a alguma mudanca conformacional, ou do ambiente vieshacas da HRP como ja
comentado anteriormente. Se usarmos agora uma Egrarés simples levando em
consideracao que para a reducao geHstao envolvidos 2 eletrons e para a reducao@e O
agua estéo envolvidos 4 eletrons e usarmos osegatier k> obtidos para HRP em 1 mM de
H.O, (ndo temos a concentracdo exata deefd solucdo) nas duas situacdes de uso de
CV/HRP-PM/Nafion apresentadas na figura 36, tereasosalores de 5,8 10° e 6,5x 10°

cm s?, respectivamente antes e apds varios ciclos véttiruos, reforcando novamente uma
forte dependéncia da cinética da HRP confinadauparficie do eletrodo, no entanto, mais
efetiva para a reducédo de &n comparacéo conmy8..

Os resultados para os célculos envolvendo os oalesentos que constituem o
circuito equivalente BRQq(R:Wy)], apresentados nas legendas das figuras 32, 3, e
sugerem uma Rbaixa, em média de 114, resisténcia essa que nao altera as respostas
voltamétricas em termos dos potencias de pico.dises de @ sdo em media 10,6F Sl
ou seja, muito préximo aos valores de capacitéespeerados para a dupla camada [3Q], (C
10-40 centimetrogiF cnT? [29]) em eletrodos convencionais [30]. Com valodesn em
média igual a 0,83, os valores dg gproximam-se daqueles dg (30]. Os valores de W
sd0 elevados (0,410 mF) para os experimentos adakzem presenca de Fe(GR}-, com
valores ainda maiores (0,877 mF) para os experosergalizados em presenca deg O
caracterizando forte contribui¢cdo de difusdo faradentro do filme para essas duas séries de

experimentos.

5.10. Uso do eletrodo de CV para estudos de adsaogde HRP

Os resultados apresentados anteriormente supor@mprovagdo da ocorréncia de
adsorcédo de HRP em CV, fato reportado, para o nossbecimento, apenas uma vez na
literatura (ref. 9). Foi apresentada na Introdugér série de argumentos favoraveis ao uso
de PGE como eletrodo chave para estudos de adstegdiazimas (refs. 17 e 18). McCreery
[19] em uma revisdo cuidadosa comparou as proptesigor exemplo, de CV com PGE.

Detecta-se que PGE é bastante “rugoso” ou “porfisg’19] quando comparado ao CV. No
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entanto, CV apresenta 6xidos superficiais (razd® @ cerca de 10-15% [19]) que também
estdo presentes em PGE. Assim, do nosso pontostée @i comportamento “promissor” de

PGE deve-se muito mais a espacgos vazios onde m&ragaba sendo “confinada” e nao
propriamente adsorvida, comportando-se assim nmés como uma enzima em solucéo
[8,16], e que para alguns autores nao apresenttenrdeadas bioeletrocatalises — exigindo
mediadores [10] — que séo reportadas por outrosremutde apresentarem determinadas
bioeletrocatalises [23], o que dificultaria sobresiea 0 uso dessa enzima como

bioeletrocatalisador em células a combustivel eatioas [14,28] ou em sensores [11].

Pode-se assim concluir:
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6. CONCLUSOES

A HRP adsorve efetivamente em superficie de CV rirpde solucdes aquosas
tamponadas e apresenta DET com repetibilidade iexgetal. N&o obtivemos um par redox
como apresentado por Guo e Gaualupe [9] que adsandRP em CV a partir de solugdes
de HRP/DMSO e HRP/formamida.

As melhores respostas eletroquimicas para HRPnadaoem CV ocorrem em
temperaturas proximas a@ e tamp&o com pH 5,0.

A HRP € bioeletrocatalitica para a reducdo d€®,He essa bioeletrocatalise é
melhorada (parcialmente) pela presenca de £&Ska melhoria deve-se a uma diminuicao,
durante um intervalo de tempo, na mudanca confaanmakcda HRP devido a presenca de
CaClb.

A adicéo de polimixina refor¢ga sobremaneira a a@sonde HRP em CV e atua como
“polimero” para estabilizar a conformacao da medthaecobrimento desse filme com uma
pelicula de Nafion atua como estabilizador adidiote conformacéo ativa da HRP. E
importante lembrar que Konash e Magner [12] infomtaie Nafion ndo prende espécies com
pesos moleculares maiores que 10.000 Da. A HRBaquee42 kDa [1].

O potencial formal encontrado no presente trabphra o par redox E&Fe** foi de
aproximadamente —0,217 V vs. ECS e ele esta prosiosovalores reportados na literatura
[5-7,9]. Nao encontramos nenhuma resposta volt&caételacionada, por exemplo, as pares
redox cpd I/F&, cpd l/cpd Il ou cpd II/FE, diferentemente de outros autores [23].

O eletrodo modificado CV/HRP-PM/Nafion apresenseu- bem  mais
bioeletrocatalitico paraQlo que para D, observagéo confirmada por dados de impedancia
eletroquimica e por varredura linear de potendaiboldinamico. Esse mesmo eletrodo quando
ciclado inudmeras vezes permanece bioeletrocatalittanto para @ (melhor
bioeletrocatalisador) como para®s.

Em um célculo grosseiro e aproximado, usando-desdde impedéancia eletroquimica,
encontramos valores dg,g de 3,4x 10° e 4,6x 10° cm s, respectivamente antes e apds
varios ciclos voltamétricos, para o eletrodo CV/HRR/Nafion em presenca de,®h,
enquanto que para o mesmo eletrodo em presencg dad@ntramos os valores de 5,30°

e 6,5x 10° cm s*, respectivamente antes e ap6s Varios ciclos véttiouns, reforcando uma
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forte dependéncia da cinética da HRP confinadauparfcie do eletrodo, no entanto, mais
efetiva para a reducéo de €m comparacéo comy8..

O comportamento “promissor’ de PGE em detriment@€¥adeve-se muito mais, em
nossa Vvisao, a espacos vazios onde a enzima agatta confinada” e ndo propriamente
adsorvida, comportando-se assim muito mais como emzéna em solucao [8,16], o que
dificultaria sobremaneira o uso da HRP como bicetetalisador em células a combustivel

enzimaticas [14,28] ou em sensores [11].
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Apéndice

1. Testes Preliminares

Previamente a realizacdo dos experimentos eletrocps para avaliagdo da
repetibilidade dos resultados ciclovoltamétricompaeletrodo de CV modificado com HRP
nos diferentes pHs e avaliacdo do melhor pH dere@ispforam realizados ensaios para
determinacdo da atividade da HRP em pH 5,0 pardicaera qualidade da enzima de
trabalho e teste para afastar possibilidade deamonadcdo no ambiente de adsorcéo
(geladeira).

1.1 Avaliagdo da atividade enziméatica da HRP

Para avaliacdo da atividade enzimatica da HRPzatiii nos experimentos foi
utilizado o ensaio enzimatico para peroxidase teraino substrado ABTS (2,2"- azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) da Sigma.

O ensaio foi realizado em temperatura proxima & 2pM 5,0 e comprimento de onda

de 405 nm, e baseia-se no seguinte principio:

H,O, + ABTS Peroxidast > 2Bl + ABTS oxidado

a) Preparacao das solucdes

Solucédo A: Solugcdo de tampéao fosfato monobasico de potassioH¥PO4) 100
mM, pH 5,0
A solucao foi preparada pela dissolucdo de apradamente 1,361 g de KHO, em

100 mL de agua ultrapura e o pH foi ajustado @é8la adicdo de solucdo de KOH 1 mol L
1

Solucéo B: Solucdo de ABTS 9,1 mM
A solucéo foi preparada pela dissolucdo de 0,04988 ABTS em 10 mL da solugéo
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Solucéo C: Solucéo de peréxido de hidrogénio ¢8,) 0,3% (m/m)
A solugéo foi preparada imediatamente antes deilimcao pela dissolugao de 0,09

mL de uma solucéo 4, 30% em 10 mL de agua ultrapura.

Solugcéo D (diluente da enzima): Solugcéo tampéo KIRO, 40mM com 0,25%
(m/v) de albumina de soro bovino e 0,5% (v/v) tritn X-100%, pH 6,8

A solucéo foi preparada pela dissolucédo de aprakamente 0,54436 g de KPIO,,
0,25 g de albumina de soro bovino e 0,5 mL derirkel00 em 100 mL de agua ultrapura e o

pH foi ajustado até 6,8 pela adi¢do de solucdo@E K M.

Solucdo E: Solucdo de HRP (1550 unidades g

Soluc&o estoquesolucdo de enzima HRP 10 mg thiL

A solucéo foi preparada pela dissolu¢céo de 1,00dangnzima HRP em 0,1 mL de
solugéo D gelada.

Solucdo de trabalho:solucdo de enzima HRP 0,20 - 0,80 unidades mL

A solucéo foi preparada imediatamente antes deuslieacao pela diluicdo de 2,58
pL da solucdo estoque em 50 mL da solucdo D ggada obtencdo uma solucdo 0,80

unidades mL.

b) Procedimento Experimental

Foram pipetados em mililitros (mL) as seguintesiGiés e colocados em cubetas de

quartzo como apresentado abaixo:

REAGENTES Cubeta TESTE Cubeta BRANCO
Solucio B (ABTS) 2,90 2,90
Reagente D (diluente) |  --—-- 0,05
Reagente E(solucédo de HRP) 005 | e

O conteudo das mesmas foi homogeinizado por invegs@onitorado a 405 nm até

absorbancia constante a aproximadamente 25 °C.egmds foi adicionado a cada cubeta




67
Apéndice

0,10 mL da solucdo C ¢@,). Imediatamente apos foram homogeinizadas porséeee a
absorbancia das mesmas foi acompanhada em 405 ni8 ponutos, para obtencédo da
maxima absorbancia que ocorre no final do primeinouto de reacdo e resultou no valor de
0,857.

Para calculo da atividade enzimética foi utilizadseguinte equacao:

(AA40snn{mMin Teste AA 40snn{Min Branco)(3,05)(fd)

unidades mt: de enzima =

(36,8)(0,05)
Onde:
AA 405nn{min Teste AAsosnnfmin Branco) = valor maximo de absorbancia (0,857)
3,05= volume final na cubeta (em mL)
fd= fator de diluicao (1000)
36,8= fator de extingdo do ABTS em 465em mM)

0,05= volume de enzima usado (em mL)

Substituindo os valores:
unidades/mL de enzima= (0,857)(3,05)(10(¥H,8)(0,05)

unidades/mL de enzima ~ 1420

unidades/mg solido= unidades/mL de enZimgasdélido/mL de enzima
unidades/mg sélido= 1420/1,00mg de enzima
unidades/mg sélido ~ 1420

O resultado obtido demonstrou que a enzima uti#izags experimentos encontra-se
em bom estado de conservacdo, comparada as espgEiEs do fabricante, que é de 1550
unidades mg de sélido, apresentando baixo decaimento de atieidipesar de permanecer

em estoque por um periodo consideravel.

1.2. Resultados ciclovoltamétricos para avaliagada possibilidade de contaminacdo do

ambiente de adsorcao (geladeira) em solucéao tampfusfato
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Para a avaliagcdo da possibilidade de contaminagioardbiente de adsorcao
(geladeira) no eletrodo de CV, apoés limpeza e rag@wy da superficie eletrddica, o eletrodo
foi preparado mediante aplicacéo de aproximadani@tiqiL de solucéo tamp&o 0,1 mél L
com pH 5,0 em sua superficie, recoberto com parafé levado a geladeira por 3 h.

Na figura A sdo apresentados os voltamogramasas$cli2° ciclo) para CV/tampéo
em presenca apenas de tamp&o 0,1 niotdm pH 5,0.

l/nA

—CV
—— CV/tampéao pH 5,0

08 04 00 04 08
E/NV vs. ECS

Figura A: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampao fosfitb mol L* com pH 5,0 saturado com, ¥m
temperatura aproximada de 0 %G= 200 mV §&.

Observa-se na figura que o perfil ciclovoltamétdeotampao fosfato 0,1 mol'icom
pH 5,0 obtido logo apds a renovacéo da superfietedelica de CV é em geral o mesmo do
perfil ciclovoltamétrico obtido para a superficleteddica apés 3 h de adsorcdo com a mesma
solucdo tampdo, demonstrando que as ondas (picbsylas ap6s formacdo dos eletrodos
modificados CV/HRP ou CV/HRP-PM/Nafion sdo mesmoudea transferéncia eletronica
entre a HRP e a superficie de CV e ndao de um mssimtaminante existente no ambiente

(geladeira).

1.3 Andlise da solugéo de perédxido de hidrogéni8(%b)

Para avaliar a real concentracao da solucéo deiderde hidrogénio utilizada como
substrato da HRP nos experimentos eletroquimicosesma foi analisada pelo método de
permanganimetria apresentado na literatura [24olicdo apresentou concentracao real de
29,5% estando de acordo com a concentracdo espeéeifpelo fabricante.
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10t
4 A B
2t 51
< or
= ol |
< 2t exper?mento 1 experimento 1
—_— L experimento 2 experimento 2
4} experimento 3 5L experimento 3
| experimento 4 experimento 4
A experimento 5 experimento 5

0,8 04 00 04 08 0,8 0,4 0,0 04 0,8

E/V vs. ECS

Figura Al: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tamp&o fasfl mol * com pH 5,0 saturado conp,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expatonerealizados em diferentes dias e apés limpeza d

superficie do eletrodo de CV. A)=10 mV &', B)v =50 mV &

experimento 1
experimento 2
experimento 3
experimento 4
experimento 5

experimento 1
experimento 2
experimento 3
experimento 4
experimento 5

08 04 00 04 08 ™os 104 00 04 08

E/V vs. ECS

Figura A2: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo fasfatl mol ' com pH 7,0 saturado comyNem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expatoserealizados em diferentes dias e apds limpeza d

superficie do eletrodo de CV. A)=10 mV &', B)v =50 mV &
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experimento 1
experimento 2
experimento 3
experimento 4 -5
experimento 5

experimento 1
experimento 2
experimento 3
experimento 4
experimento 5

1 1

-0,8 -0,4 0,0 04 08 08 0,4 0,0 04 0,8
20

/LA

10+

experimento 1
experimento 2
experimento 3
experimento 4
experimento 5

08 -0,4 0,0 0,4 0,8

E/V vs. ECS

Figura A3: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampé&o aoeliat mol [* com pH 4,0 saturado conyNem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expatoserealizados em diferentes dias e apds limpeza d
superficie do eletrodo de CV. &)= 10 mV §', B)v =50 mV &, C)v =200 mV §&.
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experimento 1
experimento 2
experimento 3
experimento 4
experimento 5

experimento 1
experimento 2
experiemnto 3 St/
experimento 4 ¥
experimento 5

0.8 0.4 0,0 04 08 0.8 -04 0,0 0:4 0:8

experimento 1
experimento 2
experimento 3
experimento 4
experimento 5

-0,8 -0,4 0.0 0.4 0.8

E/V vs. ECS

Figura A4: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo fasfl mol [* com pH 6,0 saturado conp,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expatonerealizados em diferentes dias e apés limpeza d

superficie do eletrodo de CV. &)= 10 mV &', B)v =50 mV &', C)v = 200 mV &
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experimento 1
experimento 2
experimento 3

experimento 1
experimento 2

experimento 3 _
experimento 4 10 experimento 4

experimento 5 experimento 5

_I 1 -15-| 1 1 1 1
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10} experimento 1
experimento 2
20k experimento 3
experimento 4
experimento 5
=30+

-0,8 0,4 0,0 04 0,8

E/V vs. ECS

Figura A5: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo fasfatl mol ' com pH 8,0 saturado comy,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expatoserealizados em diferentes dias e apds limpeza d
superficie do eletrodo de CV. &)= 10 mV §', B)v =50 mV &, C)v =200 mV §&.

101

e CV
experimento 1 St
experimento 2
experimento 3 10
experimento 4
experimento 5

—0CV
experimento 1
experimento 2
experimento 3
experimento 4
experimento 5

l/LA

15+

-0,8 0,4 00 0.4 038 0,8 -04 00 0.4 0,8

E/V vs. ECS

Figura A6: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo fasfatl mol ' com pH 5,0 saturado comy,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoaeealizados em diferentes dias e em novoodietrde
CV/HRP. A)v =10 mV &, B)v =50 mV &
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~~ experimento 1 | / experimento 1
experimento 2 e experimento 2
-5t experimento 3 -10} experimento 3
experimento 4 7 experimento 4

experimento 5 15} experimento 5

-0,8 0.4 00 0,4 08 0.8 -04 0,0 04 08

E/V vs. ECS

Figura A7: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo fasfatl mol ' com pH 7,0 saturado comy,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoagealizados em diferentes dias e em novoditrde
CV/HRP. A)v =10 mV &, B)v =50 mV s

4 r
LA B
5L
2}
Or _ O
~__cv = _cv
2+ experimento 1 experimento 1
/ experimento 2 5L experimento 2
experimento 3 experimento 3
41 experimento 4 experimento 4
experimento 5 experimento 5
1 1 1 1 _1 0 1 1 1

0,8 0,4 0,0 0:4 08 0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8

/LA

0 -
25— CV
experimento 1
-10+ experimento 2

experimento 3
experimento 4
experimento 5

20 1 1 1
-0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8

E/V vs. ECS

Figura A8: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tamp&o aoefat mol * com pH 4,0 saturado com,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoagealizados em diferentes dias e em novoditrde
CV/HRP. A)v =10 mV &, B)v =50 mV &, C)v = 200 mV &
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Figura A9: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tamp&o fastl mol [* com pH 6,0 saturado conp,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoagealizados em diferentes dias e em novoditrde

CV/HRP. A)v =10 mV &, B)v =50 mV &, C)v = 200 mV &
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—CV
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experimento 3
L experimento 4
15+ experimento 5

experimento 1
experimento 2
experimento 3 | 10}
experimento 4
experimento 5
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—CV
experimento 1
experimento 2
experimento 3
experimento 4
experimento 5

L
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-0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8

1

E/V vs. ECS

Figura A10: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo fasftl. mol ! com pH 8,0 saturado com,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoaeealizados em diferentes dias e em novoodietrde
CV/HRP. A)v =10 mV &, B)v =50 mV &, C)v = 200 mV &.

3 -5f /— ov —cv
1 / —— CV empresenca de ImMde H O, _20 L ——CV em presenga de TmM de H,O,

~ I CVHRP CVMHRP
— 1 0 experimento 1 - em presenca de 1 mM de H_O, / experimento 1 - em presenca de TmM de H,O,
- L experimento 2 - em presenca de 1 mi de H_O, experimento 2 - em presenca de TmM de H O,
experimento 3 - em presenca de 1 mM de H,0, ! exper?mento 3 - em presenca de TmM de H O,
experimento 4 - em presenca de 1 mM de H,0, experimento 4 - em presenca de TmM de H O,

1 1 1

0.8 0,4 00 04 08 0,8 -0,4 00 0,4 0.8

E/NV vs. ECS

Figura A11: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo fasfat. mol L* com pH 5,0 saturado conmpNem
temperatura aproximada de 0 °C, para quatro expetos realizados em diferentes dias e em novaseétet de
CV/HRP. A)v =10 mV &, B)v =50 mV &
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: 5L v =20+t , —«cv
1 ——CV em presencade TmM de HO, / ——CV em presenca de TmM de HZOZ
~— L CVMHRP / CV/HRP
— experimento 1 - em presenca de 1mM de H,0, M experimento 1 - em presenca de TmM de HO,
-10+F / experimento 2 - em presenca de 1mM de H,0, experimento 2 - em presenca de 1mM de HO,
experimento 3 - em presenca de 1mM de H,0, _40 | experimento 3 - em presenca de 1mM de HO,
experimento 4 - em presenca de 1mM de H,0, experimento 4 - em presenca de TmM de HO,

experimento 5 - em presenca de 1mM de H O,

experimento 5 - em presenca de 1mM de HO,
1

0.8 04 0,0 04 08 0.8 04 0,0 0,4 0.8

E/V vs. ECS

Figura A12: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo fasfat mol > com pH 6,0 saturado com,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoagealizados em diferentes dias e em novoditrde
CV/HRP. A)v =10 mV &, B)v =50 mV &

—_—CY

——CV em presenga de 1mi de HO, —— CV em presenca de TmM de H,O,
CHWHRP i CV/HRP
4 L experimento 1 - presenga de 1m de HO, experimento 1 - presenga de 1mii de H0,
- experimento 2 - presenga de 1m de HO, -1 O F experimento 2 - presenga de 1mil de HO,
L experimento 3 - presenga de 1mil de HO, experimento 3 - presenca de 1mM de HO,
experimento 4 - presenga de TmM de HZOz L experimento 4 - presenga de Tmi de H O,
_6 L experimento 5 - presenga de 1mi de HO, experimento 5 - presenca de 1m de HO,

0.8 04 0,0 0,4 038 0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8
20

10+

cy
—— CV em presenca de Tmh de HZOZ
CV/HRP
experimento 1 - presenga de 1mid de HO,
experimento 2 - presenga de 1mM de %Oa
experimento 3 - presenca de 1m de HZO2
_30 L experimento 4 - presenga de 1mi de HO,
experimento 5 - presenca de 1m de %Oa

-0,8 -0,4 0,0 0,4 0.8

E/V/ vs. ECS

Figura A13: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo aoeat mol L* com pH 4,0 saturado com,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoagealizados em diferentes dias e em novoditrde
CV/HRP. A)v =10 mV &, B)v =50 mV &, C)v = 200 mV §&.
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Figura Al14: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo fasft. mol ' com pH 7,0 saturado com,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoaeealizados em diferentes dias e em novoodietrde
CV/HRP. A)v =10 mV &, B)v =50 mV &, C)v = 200 mV §&.
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Figura A15: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) em tampéo fasftl mol ! com pH 8,0 saturado com,Nem
temperatura aproximada de 0 °C, para cinco expetoaeealizados em diferentes dias e em novoodietrde
CV/HRP. A)v =10 mV &, B)v =50 mV &, C)v = 200 mV &.
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Figura A16: Voltamogramas ciclicos continuos para o eletragl@d/HRP em tampéo fosfato 0,1 mét lcom
pH 5,0 contendo 1 mM de,B,, saturado com jle em temperatura aproximada de OWE€.200 mV &.

——CV em presenca de N,
——CV em presenca de O,
CV/HRP em presenca de N,

-100- ——CW/HRP empresenca de O, | -60| — CV/HRP em presenca de O,

——CV empresenca de N,
——CV empresenca de O,
CV/HRP em presenca de N,

0,8 0,4 00 04 08 08 -0,4 0,0 0,4 08

E/N vs. ECS

Figura A17: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) para os eleteode CV e CV/HRP em tampao fosfato 0,1 mol

L com FS)lH 5,0, em presenca ou auséncia f& ®m temperatura aproximada de 0 °Cv )10 mV §, B)v
=50mV s.
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—_—CV
——CV/Nafion

CV/Nafion em presenca de 1mM de H,O,
—CV/PM
—— CV/PM em presenga de TmM de H_O,
—— CV/PM/nafion
- — CV/PM/Nafion em presencga de 1mM de H,O,
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Figura A18: Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) para os eleteode CV em tampao fosfato 0,1 mét lcom pH
5,0, em presenca de 1mM dgQd, e em temperatura aproximada de OWE.200 mV §.
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