Capitulo 2

Avaliacao da atividade
catalitica de filmes finos
de polimero conjugado e
peroxidase de raiz forte
para o desenvolvimento

de biossensores

Cléber Gomes de Jesus

Rebeca da Rocha Rodrigues Hydrogen peroxide is a pivotal molecule boasting versatile
Luciano Caseli applications in both industry and biology. The detection and
Laura Oliveira Péeres quantification of molecules have significantly evolved thanks

sl Rl i S Pl - Unes, to advancements in material engineering science and the
Departamento de Quimica, Diadema, SP, Brasil advent of biosensors. These innovative devices not only offer
remarkable efficiency but also maintain cost-effectiveness. When
coupled with the trend towards miniaturization, they introduce
a captivating dimension to the field of analytical chemistry.
Within the scope of this chapter, we have engineered three distinct
systems of conjugated polymer and horseradish peroxidase thin
films to explore the interplay between polymer characteristics
and catalytic parameters. Our findings suggest a compelling
correlation between the molar mass of the polymer and the
efficiency of substrate-enzyme interactions, a relationship further
influenced by the electrical properties of the conjugated polymer.
In summary, it is evident that polymers characterized by higher
molar mass and polydispersity do not serve as ideal matrices for
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horseradish peroxidase. In contrast, polymers sharing similar
physical attributes but distinguished by superior conductivity
prove to be more suitable matrices for this enzymatic system.
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idar com compostos absolutamente puros é fre-

quentemente um objetivo primordial para qui-

micos e engenheiros de processos. Contudo, é
amplamente reconhecido que alcancgar essa pure-
za completa é uma meta idealizada. Portanto, a én-
fase recai na busca por métodos eficazes de detecgio
e quantificacdo de compostos de interesse. Em 1962,
Leland Clark e Champ Lyons revolucionaram o cam-
po ao imobilizar a enzima glicose oxidase em um ele-
trodo de platina, permitindo o monitoramento dos ni-
veis de glicose durante cirurgias cardiovasculares [1, 2].
Esse trabalho pioneiro serviu como catalisador parao
desenvolvimento de biossensores, dispositivos inova-
dores capazes de detectar e quantificar moléculas de
interesse com base na interac¢do do analito da amos-
tra com um componente biolégico imobilizado [2].

1. BIOSSENSORES ENZIMATICOS

Biossensores s3o comumente categorizados de
acordo com o componente biolégico empregado, co-
mo enzimas, virus, dcidos genéticos, anticorpos, en-
tre outros [3]. Entre as vantagens oferecidas pelos
biossensores em comparacdo com as técnicas anali-
ticas tradicionais, como a cromatografia, destacam-
-se ardpidaresposta, portabilidade, eficiéncia, espe-
cificidade, custo de fabricagio reduzido e a dispensa
danecessidade de preparar a amostra a ser analisada.
Contudo, é crucial otimizar a estabilidade do compo-
nente bioldgico a fim de garantir a reutilizacdo do dis-
positivo e evitar perdas de desempenho [4].

Em sua estrutura bésica, esses dispositivos consis-
tem em uma matriz que tem a funcdo de imobilizar o
componente biolégico e um transdutor que converte
os sinais bioquimicos resultantes da reacdo (variacoes
de temperatura, pH, etc.) em sinais elétricos. Esses si-
nais sdo posteriormente amplificados e processados
porumaunidade de processamento de sinal, tornando
aresposta inteligivel [5]. O funcionamento dos bios-
sensores enzimaticos estd intrinsecamente relacio-
nado 4 interacdo entre o analito presente na amos-
tra e o componente bioldgico escolhido. Portanto, a
imobiliza¢do da proteina deve manter um equilibrio
delicado: deve ser suficientemente forte para evitar a
lixiviagdo, porém nio a ponto de afetar as estruturas
tercidria e quaterndria da enzima [6].

Entre as principais técnicas de imobilizacgo, des-
tacam-se a adsorcdo por interagio eletrostdticas (fisi-
ca) eaimobilizagio por ligagdes covalentes (quimica).
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Na adsorcdo fisica, a solu¢do enzimdtica é depositada
em uma superficie, estabelecendo liga¢Ges intermo-
leculares fracas, como ligacGes de hidrogénio e inte-
ragdes de van der Waals. Um exemplo notdvel é o tra-
balho de Rodrigues et al., que empregaram a técnica
de Langmuir-Blodgett para depositar filmes e a enzi-
ma fitase como componente bioldgico visando a de-
tecgdo de 4cido fitico [7]. Embora a imobilizac¢do por
adsorcdo fisica seja mais simples e prética, apresen-
taalimitacdo de que as interacGes mais fracas podem
ser facilmente rompidas, o que pode comprometer a
capacidade de reutilizac¢do do biossensor [6].

Por outro lado, aimobilizac¢do por ligagGes covalen-
tes envolve a ligacdo de grupos funcionais da cadeia
proteica que ndo estdo relacionados aos grupos quimi-
cosresponsdveis pela catdlise, proporcionando maior
estabilidade. No entanto, tal estratégia geralmente re-
quer o uso de reagentes para ativar a superficie e dis-
ponibilizar os grupos funcionais para a ligagio, o que
poderepresentar um desafio para areprodutibilidade
do método. Nesse contexto, Azak et al. demonstraram
a imobilizac¢do covalente da enzima glicose oxidase
em um eletrodo de ouro modificado com um polime-
ro conjugado, resultando em um biossensor adequado
paraprocessos em batelada e detec¢do de glicose [6,8].

Quando se trata dos suportes utilizados para a
imobiliza¢do de enzimas, é notdvel que em ambos os
trabalhos mencionados anteriormente, foram em-
pregados polimeros conjugados (PCs). Esses mate-
riais se destacam por algumas de suas caracteristi-
cas notdveis, como condutividade e propriedades
optoeletronicas, derivadas da presenca de duplas li-
gacoes alternadas em suas cadeias. Essas caracteris-
ticas promovem interacGes em orbitais st adjacentes,
favorecendo o transporte de elétrons [9]. Embora ali-
teratura jd contenha diversos estudos associando po-
limeros conjugados a aplica¢Ges como células solares
e diodos orginicos emissores de luz (OLED) [10], suas
propriedades podem ser estendidas para a aplicagio
em biossensores. Isso resulta em um aumento da es-
tabilidade, sensibilidade e na capacidade de desem-
penhar simultaneamente o papel de matriz e trans-
dutor no dispositivo de detecgio [9, 11].

2. PEROXIDO DE HIDROGENIO

O perdxido de hidrogénio (H.0,), com uma estru-
tura molecular semelhante a da dgua, é um oxidante
poderoso, notdvel por sua conversio em radical hidro-



xila (* OH), uma espécie altamente reativa. Devido a
essas propriedades, o per6xido de hidrogénio é am-
plamente empregado em aplica¢ées como o bran-
queamento de papel e o tratamento de efluentes de-
vido a sua eficdcia na degradag¢io de impurezas [12].

A decomposi¢do dessa molécula resulta na libe-
ragdo de oxigénio gasoso e calor, tornando o contato
com solugdes altamente concentradas de H,O, poten-
cialmente perigoso. Além disso, o poder oxidativo do
peréxido de hidrogénio desempenha um papel vital
no metabolismo humano e é regulado por organelas
denominadas peroxissomos. As rea¢des que ocorrem
nos peroxissomos envolvem uma variedade de enzi-
mas da classe oxirredutases, incluindo a catalase e a
glutationa peroxidase, que catalisam reacdes de oxir-
redugdo. Dependendo das condi¢es do organismo, os
peroxissomos podem regular a producdo ou a decom-
posicio do H,0,, convertendo-o em dgua e oxigénio
molecular. Isso ocorre devido 2 alta reatividade dos
radicais livres quando acumulados nas células [12,13].

3.COMO OCORRE A INTERA(;AO ENTRE ANALITO E
COMPONENTE BIOLOGICO?

No desenvolvimento de um biossensor é de ex-
trema importincia compreender se a reacdo de inte-
resse estd ocorrendo e se a sua velocidade € compa-
tivel com o método de deteccdo. Isso ocorre porque
reacles excessivamente lentas podem resultar em
tempos de andlise prolongados, enquanto reacdes
excessivamente rdpidas podem gerar resultados im-
precisos. Em geral, uma reagdo catalisada por enzi-
mas depende da interacdo entre o substrato e o sitio
ativo da proteina, formando um complexo de transi-
¢do que demanda menor energia, o que, por sua vez,
reduz a barreira energética para a formacéo dos pro-
dutos desejados [14].

Dado que o processo catalitico é dindmico, na cria-
cdo debiossensores, aimobiliza¢do das enzimas deve
manter a sua atividade catalitica, apesar da redugio
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intrinseca da atividade que ocorre durante o proces-
so de imobilizacdo [15]. Como mencionado na secido
1deste capitulo, a técnica deimobiliza¢do usadanes-
te estudo € a adsorcio fisica, que tende a ser mais fa-
cilmente rompida devido as intera¢des moleculares,
que basicamente envolvem for¢as de van der Waals.
Para avaliar a deposi¢do da enzima no polimero, é co-
mum utilizar técnicas de espectroscopia no UV-Vis,
infravermelho e de fluorescéncia [16], a fim de com-
parar as bandas e picos registrados para o polimero
em questio e o filme polimero/enzima.

A classe de polimeros conjugados é ampla, mas
considerando trés materiais como exemplo, conforme
ilustrado na Figura 1, € possivel observar a presenca
de anéis aromdticos, o que confere a eles caracteristi-
cas optoeletrdnicas, como condutividade elétrica, ab-
sor¢do e emissdo deluz [17]. Como indicado na Figura
2a, apresen¢a de uma banda com méximo em 380 nm
no espectro de absorc¢io provavelmente estd relacio-
nada ao polimero, uma vez que materiais com grupos
aromdticos, pertencentes a essa classe de materiais,
geralmente absorvem na regido azul [18]. Além dis-
s0, no espectro de emissio, o desdobramento daban-
da em quatro regides indica a presenca da enzima no
filme, o que pode ser confirmado pelo espectro de in-
fravermelho, conforme ilustrado na Figura 2b. Os pi-
cos nas regides destacadas em 1640, 1539 € 1263 cm™
indicam a presenca de bandas de amida, caracteris-
ticas de proteinas [19].

Em termos gerais, na maioria das reagdes enzimati-
cas é possivel considerar o estabelecimento do equili-
brio termodindmico. Nesse contexto, o equilibrio en-
tre enzima e substrato € atingido mais rapidamente
do que a quebra do complexo enzima-substrato, uma
condi¢do na qual o modelo de Michaelis-Menten po-
de ser aplicado com sucesso [20]. No referido mode-
lo é vidvel estabelecer uma relagio entre a velocida-
de dareacio catalitica e a concentragdo do substrato,
como representado na Equacdo 1. Nessa equacgio, “v”
representa a velocidade de formag3o do produto, “V”

CgHy7
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Figura 1. Exemplos de polimeros conjugados utilizados para aimobilizagédo da enzima, (a) poli (9,9-dioctilfluoreno-co-bifenileno) (PFB),
(b) poli (9,9-dioctilfluoreno-co-fenileno) (PFPh) e (c) poli (9,9-dioctilfluoreno-co-tiofeno) (PFTh).
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Figura 2. Espectros de absorgao e emisséo (a) e de infravermelho (b) para filmes contendo PFB e horseradish peroxidase (HRP).

é a velocidade méxima de formacio, “[S]” denota a
concentracdo do substrato, e “Ku” é a concentra¢iona
qual metade da velocidade méxima é alcancgada [14].
Parareagles que se ajustam a esse modelo, é espera-
do que a velocidade aumente com o tempo até que o
equilibrio seja alcancado. Um exemplo ilustrativo po-
de ser observado na Figura 3. Dado que a reacdo em
estudo foi realizada no espectrofotémetro UV-Vis, a
absorbéincia do produto guarda uma relac¢o propor-
cional com a velocidade de formagio [11].

__v[s]
' Ky +[ 5]

)

Uma das maneiras de representar as reacdes de ci-
nética michaeliana é através da representagdo grafi-
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ca de Lineweaver-Burk [21], que envolve uma sim-
ples transformacio da Equacgdo (1) em uma forma
inversa, resultando na Equacio (2). Com essa abor-
dagem, é possivel obter, a partir de uma representa-
cdo graficalinear, os valores de Kn e V, comoilustrado
naFigura 4. Do ponto de vista matemadtico, o valor da
constante de Michaelis-Menten (Kum) é um indicativo
da eficiéncia dainteracdo entre a enzima e o substra-
to, sendo que valores menores de Ky correspondem a
concentrac¢des menores de substrato necessarias pa-
ra atingir a metade da velocidade mdxima, o que re-
flete uma interac¢do mais eficaz [16]. Para fins de com-
paracgdo dos sistemas estudados, a Figura 5 sintetiza
as principais propriedades discutidas ao longo deste
capitulo, incluindo a constante de Michaelis-Menten
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Figura 4. Grafico de Lineweaver-Burk e calculo de Km e V para o sistema PFB/HRP.

(Ku) e as propriedades dos polimeros, tais como mas-
samolar (Mx), energia entre as bandas de valéncia e
de condugio (Egp) e polidispersividade.

1 Ky 11 @)

—_——= __+ —_—

v Vv [Ss] v
Em um trabalho realizado com a enzima urease [16],
observou-se que polimeros de maior massa molar e
polidispersividade tendem a estabelecer for¢as inter-
moleculares mais intensas. Isso pode afetar a estru-

tura proteica e, consequentemente, dificultar o aces-
so do substrato ao sitio ativo da enzima. No entanto,
apesar do PFB apresentar maiores valores de massa e
polidispersividade em comparacéo ao PFPh, este ulti-
mo revelou um valor menor de Ky. Essa diferenga po-
de estar relacionada 4 estrutura da enzima e ao tipo de
reacdo. Como a HRP é uma enzima que contém o grupo
heme, um complexo de ferriprotoporfirina IX, aintera-
¢do com um polimero de maior condutividade (e me-
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Figura 5. Principais propriedades dos sistemas estudados: cons-
tante de Michaelis-Menten (Kv), massa molar do polimero (Mn),
energia entre as bandas de valéncia e condug&o (Eesp) e polidis-
persividade.

nor Eg.p) demonstrou ser mais eficiente. Esses resulta-
dos sugerem descobertas promissoras que abrem novas
perspectivas para futuras investiga¢des nesta drea [22].

CONSIDERAQGES FINAIS

Em resumo, este estudo teve como objetivo avaliar
a interacgdo entre o perdxido de hidrogénio (H.0.) e
a enzima peroxidase de raiz forte (HRP) imobilizada
em diferentes polimeros conjugados, visando ao de-
senvolvimento de biossensores. Ao comparar os re-
sultados com trabalhos anteriores na literatura, ob-
servamos que as propriedades dos polimeros podem
influenciar os pardmetros cataliticos, com énfase na
massamolar e polidispersividade. Além disso, para en-
zimas de classes diferentes, o tipo de reacdo catalitica
sugere interagGes distintas com o polimero conjugado
utilizado como matriz, abrindo diversas oportunida-
des de aprimoramento no desenvolvimento de dispo-
sitivos com base no par polimero/enzima escolhido.
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