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RESUMO

Dos SANTOS, L. Investigacao da enzima Bilirrubina oxidase como
catalisador da reacao de reducao eletroquimica de oxigénio. 2010. Tese
(Doutorado) — Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo,
Sao Carlos, 2010.

Bilirrubina oxidase de Myrothecium verrucaria é uma multicobre oxidase capaz
de reduzir Oz pela oxidacdo de fendis, aminas aromaticas e polipirréis.
Eletroquimicamente, essa reacéo de reducido ocorre pela transferéncia de elétrons
entre a enzima e um eletrodo. Nesta tese, foi investigada a eficiéncia da enzima
como agente redutor de O2 na superficie de eletrodos modificados pela funcéo
organica naftil-2-carboxilato por acoplamento de diazonio. Essa modificacdo na
superficie do eletrodo aumenta em até quatro vezes a atividade do filme catalitico
em relacdo a obtida por eletrodos em que a adsorcéo da enzima foi feita de forma
convencional, sem a modificacdo. Foram estudados os efeitos da temperatura
sobre a atividade da enzima para a reducido de Oz, sendo observado um aumento
linear da atividade do eletrodo com o aumento da temperatura até 30 °C, de tal
forma que temperaturas mais altas proporcionaram o aumento da inativacio
natural das moléculas de enzima. Esse efeito de inativacédo foi confirmado pela
diminuicdo da atividade com o tempo na presenca de Oz, por cronoamperometria,
sendo a atividade interrompida pela insercdo de argonio e retomada do mesmo
ponto pela reinsercio de O2, descartando a idéia da queda de corrente
proveniente da dessorcdo de enzima. Foi estudado também o efeito do pH na
maxima atividade da bilirrubina oxidase, conduzidos entre pH 5,0 e 8,0, e
verificando-se que a maxima atividade da enzima foi obtida entre pH 5,5 e 6,0 e,
além disso, verificou-se que a corrente catalitica em baixos valores de pH
aumenta diretamente com o aumento do sobrepotencial aplicado. Porém, em altos
valores de pH, a curva de reducdo toma a forma sigmoidal e passa a ser
independente do sobrepotencial aplicado, sendo a reacdo governada por etapas
quimicas de transferéncia de prétons. O uso de eletrodos de disco rotatério
possibilitou resolver parametros de Michaelis-Menten para a cinética do filme
catalitico de forma mais precisa (a resposta de corrente é menos dependente do
transporte de massa de reagentes) e esses dados foram obtidos dentro de um
intervalo de pH importante para aplicacoes praticas. O sobrepotencial da reacao
de reducdo de O2 catalisada por bilirrubina oxidase foi comparado com o
sobrepotencial obtido para a mesma reacdo catalisada por Platina
eletrodepositada sobre a superficie de grafite pirolitico, onde foi observado um
sobrepotencial de 140 mV para a catalise enzimatica, demasiado menor que o
valor de 415 mV obtidos para a Platina, sob as mesmas condi¢ées experimentais,
em pH neutro. A metodologia proposta para a construcido de um catodo para
aplicacdo em células a combustivel enzimaticas e os subsequentes estudos
possibilitaram wuma investigacdo minuciosa para caracterizar a enzima
bilirrubina oxidase como talvez o catalisador mais eficiente na reducio
eletroquimica de oxigénio molecular em células a combustivel até o momento.

Palavras chaves: Bilirrubina oxidase; reducdo eletroquimica de Og; célula a
combustivel enzimatica.



ABSTRACT

Dos SANTOS, L. Investigation of the enzyme Bilirubin oxidase as a
catalyst for the oxygen electrochemical reduction reaction. 2010. Tese
(Doutorado) — Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Sao Paulo,
Sao Carlos, 2010.

Bilirubin oxidase from Myrothecium verrucaria is a multicopper oxidase reducing
O2 at the expenses of phenols, aromatic amines and polypyrrols oxidation.
Electrochemically, this reduction reaction undergoes through the electron
transfer between enzyme and electrode. In this thesis, the enzyme was
investigated as an efficient O2 reducing agent on electrode surfaces modified by
naphthil-2-carboxylate functionalities through diazonium coupling. This
modification of the electrode surface increases the activity of the catalytic film up
to four times comparing to that obtained by electrodes in which the enzyme
molecules were adsorbed conventionally, without modification. It was studied the
effect of temperature on Oz reduction, in which catalysis increased linearly with
temperature up to 30 °C, and higher temperatures increased the natural enzyme
inactivation. This inactivation was confirmed by the activity drop off with time in
the presence of O2, by chronoamperometry, ceased out when argon was inserted
into the cell and re-established from the same point when argon was purged out
by insertion of O2. These results cast aside the idea of activity drop off caused by
enzyme desorption. It was also investigated the pH effect on the maximum
activity of bilirubin oxidase, carried out between pH 5.0 and 8.0, being the
highest activity obtained at pH 5.5-6.0. Furthermore, it was observed that the
catalytic current directly increases with applied overpotential, at low pH values,
and the reduction wave shape becomes sigmoidal and independent on applied
overpotential at high pH values. The reaction is then governed by chemical steps,
as the proton transfer. The use of rotating-disc electrodes favored solving the
Michaelis-Menten kinetics for the catalytic film in a much greater accuracy (the
current response is much less dependent on reagent mass transport) and these
data were obtained for pH interval important for practical applications. The
overpotential for the Oz reduction reaction catalyzed by bilirubin oxidase was
compared to the overpotential obtained by the same reaction catalyzed by
Platinum electrodeposited onto a pyrolytic graphite electrode. An overpotential of
only 140 mV was observed for the enzymatic catalysis, much lower compared to
the 415 mV obtained for the Platinum electrode, under the same experimental
conditions, at neutral pH. The proposed method for constructing a cathode for
enzymatic fuel cell application and subsequent investigation described allowed
an in-depth study of bilirubin oxidase characterization as perhaps the most
efficient catalysts for the electrochemical reduction of molecular oxygen in fuel
cells to date.

Keywords: Bilirubin oxidase; electrochemical Oz reduction; enzymatic fuel cell.
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1 Introducao



No século XX, o desenvolvimento industrial e tecnolégico demandou um
aumento acentuado do consumo de energia e, em consequéncia da disputa de
mercado, uma ma administracdo desse consumo tem se tornado evidente.
Enquanto sinais de diminuicdo da demanda de energia n&do surgem, a
necessidade de desenvolvimento de fontes renovaveis e limpas de energia se faz
imprescindivel para o progresso social e, principalmente, para a preservacio do
meio ambiente. 1

Uma possivel alternativa para essa problematica sido as células a
combustivel, que sdo sistemas de conversido de energia quimica em energia
elétrica, tendo como principio de funcionamento a combustido eletroquimica de
um combustivel e a reducéo de oxigénio molecular (O2), gerando produtos que nao
prejudicam o meio ambiente. A conversdo eletroquimica apresenta eficiéncias
maiores em relacdo as outras formas de conversdo de energia porque néo esta
sujeita as limitacoes de rendimento impostas pelo ciclo de Carnot inerente as
maquinas térmicas. 2

Dentro deste contexto, existe uma tendéncia a miniaturizacdo e
portabilidade de computadores e dispositivos de comunicacdo. Essas aplicacoes
requerem fontes pequenas e leves de energia, capazes de manter a operacio
destes dispositivos por longos periodos de tempo. Além disso, os avancos na
ciéncia médica produzem cada vez mais dispositivos elétricos implantaveis para
melhoria da qualidade de vida da sociedade (e.g. marcapasso). Porém, as células a
combustivel convencionais ndo sdo apropriadas para tais aplicacdes, por usarem
materiais inorganicos metalicos como catalisadores, 3- ¢ incompativeis com os
sistemas biolégicos. Uma alternativa a esta problematica sdo as biocélulas a
combustivel, as quais utilizam recursos da natureza para a geracdo de energia
elétrica. As biocélulas empregam catalisadores e substratos naturais de fontes
renovaveis, gerando subprodutos que nio degradam o meio ambiente durante o
processo de conversio de energia. °

Como parte do dispositivo das biocélulas a combustivel, a obtencdo de um
catodo eficiente para a reducdo de oxigénio se torna um fator importante. A
reducdo eletroquimica de oxigénio molecular ocorre pela aplicacdo de altos

valores de sobrepotencial (cerca de —0,3 V sobre eletrodo de ouro, em pH 7,0).
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Assim, é necessario que se encontre catalisadores capazes de reduzir oxigénio a
menores valores de sobrepotencial, para aplicacdo em biocélulas a combustivel, e
que proceda com a reducao direta do oxigénio a agua, sem a formacéo de peréxido
de hidrogénio como etapa intermediaria da reacao. 5

Dentre os catalisadores biolégicos empregados na reducdo de oxigénio
molecular no catodo de células a combustivel, as enzimas pertencentes a familia
das multicobre oxidases s@o as mais comumente estudadas. Multicobre oxidases
sdo uma familia de enzimas definida por suas caracteristicas espectroscépicas,
homologia de sequéncia de aminoacidos e reatividade. Bilirrubina oxidase,
proteina classificada como multicobre oxidase, oferece vantagem sobre as demais
enzimas dessa familia por ser ativa em maiores valores de pH. 6.7 Dessa forma,
encontram-se nesta tese os resultados da investigacdo da enzima bilirrubina
oxidase como catalisador da reacéo de reducio eletroquimica de oxigénio.

Foi desenvolvida uma metodologia de imobilizacdo da enzima sobre a
superficie de um grafite pirolitico através do acoplamento dos sais de diazonio de
varios compostos organicos, permitindo a transferéncia direta de elétrons entre
enzima e eletrodo, sem o emprego de moléculas redox mediadoras de elétrons.
Esta metodologia permitiu realizar medicées mais detalhadas das caracteristicas
fundamentais da enzima e do sobrepotencial de reducdo do oxigénio. Foi
realizada a caracterizacdo do filme catalitico frente as condigdes 6timas de
temperatura e pH, para possivel aplicacdo em células a combustivel, além da
caracterizacdo bioeletroquimica da bilirrubina oxidase através da determinacéo
de parametros bioquimicos dependentes do potencial eletroquimico aplicado ao
eletrodo. Por fim, foi investigada a estabilidade da bilirrubina oxidase e inibicao
da atividade do eletrodo por haletos, pseudo-haletos e metanol, compostos

comumente presentes em biocélulas a combustivel.
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2 Revisao bibliografica
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2.1 Células a Combustivel

Uma célula a combustivel (Figura 1) é um sistema de conversio de energia,
que consiste basicamente de dois eletrodos: um &dnodo, onde um combustivel é
oxidado; e um catodo, onde o oxigénio, geralmente do ar atmosférico, é reduzido.
O eletrélito é um meio condutor de ions 3 e, nas células de maior interesse na

atualidade, utiliza-se uma membrana trocadora de prétons, como o Nafion".

__;%,.ﬂ_-r"#!#' i D;+4e'_+4H"'-—'*2H30|

4 . ¥
J 4

Figura 1. Ilustracédo esquematica do funcionamento de uma célula a combustivel, mostrando o Hz
sendo inserido na célula e oxidado pelo 4nodo. Os prétons gerados pela oxidacdo atravessam o
eletrélito polimérico, em direcdo ao catodo, enquanto os elétrons fluem através da carga, chegando
também ao catodo. O esquema ilustra ainda o Oz sendo inserido na célula, reagindo com os
elétrons e prétons oriundo da oxidag¢do no 4nodo, e gerando 4gua e calor como produtos da reacéio.
Imagem retirada do site http://www.ipen.br/sitio/?idm=59, em 22/06/2010.

Estas células se denominam PEMFC (“Proton Exchange Membrane Fuel
Cell”) quando operam com hidrogénio. Nestas células, as reacoes de oxidacao de
hidrogénio e de reducdo de oxigénio ocorrem a potenciais bem diferentes, o que
permite a realizacdo de trabalho util pelos elétrons envolvidos, desde que a
configuracdo seja conveniente. Os eletrodos das células incorporam platina, pois
este é o melhor eletrocatalisador para a oxidacédo de hidrogénio, a qual é uma das
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reacdoes que apresenta constantes de velocidade muito altas sobre platina
(expressas como valor da corrente de troca: 3,16 mA cm™ em pH = 0,5) e,
portanto, sobrepotenciais baixos. 4 A platina ndo é igualmente efetiva para a
reducdo de oxigénio. Ainda assim, entre os catalisadores conhecidos para essa
reacdo, é um dos que apresentam melhor desempenho.

Além do alto custo embutido na construcido e manutencio das células a
combustivel convencionais, a aplicabilidade destes equipamentos se restringe a
geracdo de energia para sistemas estacionarios e/ou méveis de grande porte. Com
o avanco da ciéncia médica, o nimero de dispositivos elétricos para implantes,
como marcapasso cardiaco, o qual trabalha com baterias de litio-iodo de poténcia
operacional de [0 uyW e tempo de vida excedendo 10 anos 8 tem aumentado
consideravelmente, o que requer formas alternativas de conversdo de energia

elétrica.

2.2 Células a Combustivel Biologicas

Dentre os varios tipos de células a combustivel, as células a base de
componentes biolégicos se caracterizam como técnica emergente de conversao de
energia. Neste sistema, estdo envolvidas a oxidacdo de compostos
organicos/biolégicos no compartimento anédico e a reducdo do oxigénio ou outros
compostos no compartimento catédico, por meio de biocatalisadores. Nesta
configuracéo, esse dispositivo de conversdo de energia elétrica é conhecido como
biocélula a combustivel.

Células a combustivel biolégicas tém uma longa histéria, 9 10  porém,
somente nestes udltimos anos a atencdo tem sido mais voltada para estes
dispositivos, os quais utilizam substratos disponiveis de fontes renovaveis,
convertendo-os em produtos inécuos a natureza e gerando eletricidade. Uma vez
que seja possivel a utilizacdo de fontes de energia quimica concentrada, as
biocélulas podem ser pequenas e leves, e o combustivel pode ser obtido de

organismos vivos (e.g., glicose do sangue).
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As biocélulas usam biocatalisadores para a conversiao de energia quimica
em energia elétrica. 9 11-15  Assim como a maioria dos substratos organicos
proporciona desprendimento de energia ao entrarem em combustido, a oxidacéo
biocatalisada de substratos organicos prové uma forma de conversio de energia
quimica em energia elétrica. Varios compostos organicos como metanol, acidos
organicos ou glicose podem ser usados como substratos no processo oxidativo que
ocorre no anodo, enquanto oxigénio molecular ou peréxido de hidrogénio podem
servir como reagentes a serem reduzidos no catodo.

As possibilidades de aplicacdo das biocélulas podem ser resumidas em trés
principais grupos: 16 (a) implantes, tal como células em microescala implantadas
em tecidos humanos ou animais ou células de maiores dimensées, implantadas
em vasos sanguineos; (b) geracdo de energia proveniente de combustiveis e
oxidantes obtidos na natureza, principalmente de seivas e/ou sucos de plantas, e
de dejetos humanos e industriais e (c) geracdo de energia derivada de
combustiveis convencionais, incluindo hidrogénio e alcoédis. Esses trés grupos de
aplicagdes fundamentais requerem alta densidade de poténcia e alta estabilidade.

Para o desenvolvimento conveniente desse tipo de sistema de conversédo de
energia, a estabilidade é um aspecto chave, e as biocélulas a combustivel devem
apresentar tempos de vida que se estendem de meses a anos para se justificar as
aplicacdoes mencionadas. Tal estabilidade é extremamente dificil de ser obtida em
sistemas redox envolvendo enzimas e/ou microorganismos, embora a introducéo
de espécies termofilicas e o uso de técnicas mutagénicas possam promover

melhorias futuras nos sistemas. °

2.2.1 Biocélulas Microbianas

Uma das primeiras tecnologias desenvolvidas referente a conversédo de
energia bioquimica em energia elétrica foi a biocélula microbiana, como
alternativa a conversido de energia em células convencionais. Palmore et al. 17
relataram os conceitos e desempenhos de varias biocélulas microbianas. Os

principais sistemas utilizados nesse tipo de célula sdo: microorganismos atuando
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como biorreatores, produzindo substancias ativas eletroquimicamente (Ha, HsS,
formiato), ¥  ou microorganismos reagindo com algum substrato em que os
elétrons envolvidos na reacéo sdo transportados para a superficie do eletrodo por
intermédio de uma molécula mediadora. 19-21

A Figura 2 apresenta dois esquemas de funcionamento de células a

combustivel microbianas.

“ - . .
}9{ Célula microbiana

@ Substrato primario

© Combustivel produzido

@ Combustivel oxidado

v
Anodo <=“ Membrana ‘< Catodo

Figura 2. Esquema de uma célula microbiana: (a) com biorreator fornecendo combustivel
separadamente ao compartimento anédico da célula e (b) com o biorreator fornecendo combustivel
dentro do compartimento anédico da célula.

A célula microbiana mais simples consiste de uma célula a combustivel
convencional, em que o oxigénio do ar é reduzido no catodo e, no anodo, é oxidada
alguma substéncia eletroquimicamente ativa produzida durante o metabolismo
respiratorio anaerdébico de algum microorganismo, atuando como biorreator. Tal

reacdo metabdlica pode ocorrer em um compartimento separado, de tal forma que
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esta substancia eletroativa é transportada para o compartimento em que se
encontra o dnodo da célula convencional. Com isso, o 4nodo da célula trabalha em
um ambiente diferente daquele em que os microorganismos sido cultivados,
obtendo-se uma combinacdo entre sistema biolégico e células a combustivel
convencionais, como mostrado na Figura 2A. Uma alternativa se da com o
sistema em que a reacdo metabdlica ocorre diretamente no compartimento
anodico, onde os microorganismos sdo cultivados. Neste caso, as substancias
eletroquimicamente ativas, produzidas durante o metabolismo, alcancam a
superficie do eletrodo por difusdo ou conveccdo (Figura 2B). Neste sistema, néo
ha uma combinacdo entre sistemas biologicos e convencionais, sendo que as
condicbes operacionais do compartimento anddico sdo regidas pelo processo
biolégico.

O terceiro sistema utilizando microorganismos funciona por meio da
mediacdo de elétrons de dentro da célula biolégica para a superficie eletrédica,
através de uma molécula mediadora. Esta molécula pode penetrar a membrana
celular, interagindo com as substancias envolvidas no processo metabélico
respiratorio e capturando os elétrons resultantes da reaciao celular, por meio de
uma reacdo redox. Em seguida, esta molécula mediadora é excretada da célula e,
por difusdo, alcanca a superficie eletrédica, onde é regenerada novamente por
outra reacdo redox, intercambiando elétrons com o eletrodo. Outra forma seria a
imobilizacdo do mediador sobre a superficie eletrédica, em que as células
biologicas, por difusdo, aproximam-se e interagem com o mediador que, em
seguida, transfere os elétrons da célula para o eletrodo. Por fim, as moléculas
mediadoras podem ser adsorvidas sobre a membrana celular, sendo que os
elétrons sao transferidos para os mediadores através da membrana e, por
difusdo, o conjunto células biolégicas/mediadores adsorvidos interagem com a
superficie do eletrodo, promovendo o intercAmbio eletronico. A Figura 3
representa um esquema dos mecanismos de transferéncia de elétrons por
mediadores, em células microbianas..

A Tabela 1 mostra alguns exemplos de microorganismos utilizados em
células microbianas e operando com diferentes moléculas mediadoras e diferentes

substratos.
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Figura 3. Mecanismos de transferéncia de elétrons para sistemas usando microorganismos e
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mediador através da membrana da célula e difusdo para a superficie do eletrodo; (C) mecanismo
de transferéncia de elétrons com o mediador adsorvido na membrana da célula.

Tabela 1 — Exemplos de células microbianas utilizando mediadores no acoplamento da
transferéncia intracelular de elétrons as reacées eletroquimicas no dnodo. 2

Microorganismo Substrato Mediador Tensao da Corrente ou Anodoc Ref.
nutricional biocélula densidade de
corrente
Pseudomonas CH4 1-Naftol-2- 5-6V (ca)d 2,8 nA ecm—2 Pt-black, 12,6 22
methanica sulfonato indo- (a0,35V) cm?
2,6-diclorofenol
Escherichia coli Glicose Azul de 0,625 V (ca) - Pt, 390 cm? 23
Metileno
Proteus vulgaris, Glicose Tionina 0,64 V (ca) 0,8 mA Carbono vitreo 24
Bacillus subtilis, (a 560 Q) reticulado, 800
Escherichia coli cm?
Proteus vulgaris Glicose Tionina 350 mV 3,5 mA Carbono vitreo 25
(a 100 Q)b (a 100 Q) reticulado, 800
cm?
Proteus vulgaris Sucrose Tionina 350 mV 3,5 mA Carbono 26
(a 100 Q)° (a 100 Q)
Escherichia coli Glicose Tionina 390 mV 0,7 mA - 27
(a 560 Q)P (a 560 Q)
Lactobacillus Glicose Fe(III)EDTA 0,2V (ca) 90 pA - 28
plantarum, (a 560 Q)°
Streptococcus
lactis
Erwinia Glicose Fe(III)EDTA 0,5 V(ca) 0,7 mA - 28
dissolvens (a 560 Q)>
Proteus vulgaris Glicose 2-Hidroxi-1,4- 0,75V (ca) 0,45 mA Feltro de 29
naftoquinona (al1kQ) grafite,
1g (0,47Tm2 g-1)
Escherichia coli Acetato Vermelho 0,25V (ca) 1,4 pA cm2(cc)e Grafite, 100
Neutro cm?
Escherichia coli Glicose Vermelho 0,85V (ca) 17,7 mA (cc) Feltro de 30
Neutro grafite,
12 g (0,47m?2
g
Escherichia coli Glicose 2-Hidroxi-1,4- 0,53V 0,18 mAcm2  Carbono vitreo, 21
naftoquinona (a 10 kQ) (cc) 12,5 cm?

a Na maioria dos estudos, o &nodo da biocélula foi conjugado a um catodo convencional de Oa.
b Valor calculado a partir de outros dados, usando Lei de Ohm.

¢ Area geométrica do anodo foi assumida como area da superficie.
d Medidas de circuito aberto (ca).
e Medidas de curto-circuito (cc).
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Embora as pesquisas com células a combustivel microbianas se mostrem
bastante promissoras, ainda existem fatores importantes a serem resolvidos e
que impedem um rendimento e utilizacdo favoraveis deste dispositivo como a
producdo de grande quantidade de biomassa pela constante fermentacéo

biol6gica, envolvendo inimeros processos fisiolégicos.

2.2.2 Biocélulas Enzimaticas

Todos os processos fisiolégicos responsaveis pelo mecanismo de conversao
de energia bioquimica em outra forma de energia envolvendo microorganismos
sdo conduzidos por reacgoes catalisadas especificamente por enzimas redox. Estas
enzimas podem ser extraidas destes microorganismos, além de varios tipos de
plantas e fungos, e purificadas, com o intuito de serem utilizadas diretamente no
processo de conversdo de energia. 31,32 Em lugar de se utilizar todos os recursos
e condicbes necessarias para o funcionamento de uma célula a combustivel
microbiana, é possivel o emprego direto das enzimas que atuam dentro destes
microorganismos (Figura 4). Para tanto, é necessario que se estabeleca uma
“comunicacdo eletronica”, isto €, um caminho para a transferéncia de elétrons
entre as enzimas e o suporte eletrédico do compartimento da célula,
caracterizando assim uma célula a combustivel enzimatica.

A construcao deste dispositivo se da pelo emprego de enzimas capazes de
catalisar a oxidacdo de substratos (e.g. glicose, frutose, alcodis) atuando como
combustiveis no processo de geracdo de corrente elétrica no compartimento
anoddico, ao passo que enzimas que catalisam a reducéao de agentes oxidantes (e.g.
peroxido de hidrogénio, oxigénio molecular) podem ser empregadas no
compartimento catédico da célula, capturando elétrons do suporte eletrédico,
fechando o circuito e gerando trabalho elétrico. Entretanto, apesar deste
dispositivo nédo apresentar todas as restricoes impostas pelas condicoes de
funcionamento existentes nas células microbianas, ainda ha o problema de se
estabelecer um contato elétrico efetivo entre os componentes de cada
compartimento da célula. Devido ao impedimento estérico causado pelos residuos

de aminoacidos presentes na estrutura quaternaria das enzimas, torna-se dificil o
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intercambio de elétrons entre o sitio ativo das enzimas e a superficie do
eletrodo.3®3 Sendo assim, varias formas de transferéncia de elétrons tém sido
estudadas a fim de se melhorar o desempenho das células a combustivel

enzimaticas.

5| cARGA €

Figura 4. Ilustracdo esquematica de uma célula a combustivel enzimética, mostrando a aplicacéo
de uma hidrogenase como catalisador da oxidacido de Hz a H" e uma multicobre oxidase como
catalisador da reducdo de Oz a H20. A linha tracejada simula a separacio fisica entre catodo e
anodo.

2.2.2.1 Mecanismos de transferéncia de elétrons

Durante as quatro décadas passadas, muitos métodos tém sido propostos e
investigados no campo da tecnologia bioeletroquimica no intuito de se estabelecer
uma comunicacgio elétrica eficiente entre biocatalisadores e matrizes eletrédicas.

34-33  Em geral, a transferéncia de elétrons é classificada em dois diferentes
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mecanismos: transferéncia direta de elétrons (TDE) e transferéncia mediada de

elétrons (TME), como esquematizado na Figura 5.

Mediador
Oxidado

Figura 5. Mecanismos de transferéncia de elétrons em células a combustivel enzimaticas: (a)
Transferéncia direta de elétrons (tunneling mechanism) da superficie do eletrodo diretamente ao
sitio ativo da enzima; (b) Transferéncia de elétrons via mediador redox.

No mecanismo de transferéncia direta de elétrons (TDE), o elétron é
transferido do eletrodo para a molécula de substrato (ou vice-versa) através do
centro ativo da enzima. Em tal sistema, o processo total é a transformacdo do
substrato em produto ao reagir com a enzima que, por sua vez, interage com a
superficie do eletrodo, transferindo elétrons. Esse processo pode ser considerado
como um processo eletrédico catalisado por enzima. De acordo com este
mecanismo, a superficie do eletrodo age como um co-substrato na reacdo, sendo
que as enzimas sdo oxidadas pela reacédo bioquimica com o substrato e reduzidas
eletroquimicamente na superficie do eletrodo (no caso de uma reacéao de reducéo
de substrato — reacdo catédica), sendo regeneradas constantemente por esse
processo. As reacdes enzimaticas e eletrédicas nao podem ser consideradas como
separadas, mas sim como estagios formais do mecanismo da reacdo biocatalisada.
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Uma grande quantidade de enzimas tem capacidade de realizar tal
processo, sendo algumas delas o citocromo ¢, peroxidase, ferredoxina,
plastocianina, azurina, azotoflavina e glicose oxidase. 3% 40  Estudos de TDE
requerem uma base eletroquimica para a investigacdo dos mecanismos das
transformacoes redox das proteinas e dos processos metabdlicos envolvendo essas
transformacées. Varias enzimas oxidoredutase tém sido estudadas na catalise de
transferéncia direta de elétrons: lacase, lactato desidrogenase, peroxidase,
hidrogenase, p-cresolmetilidroxilase, metilamina desidrogenase, succinato
desidrogenase, fumarato redutase, D-frutose desidrogenase, alcool desidrogenase
e D-gliconato desidrogenase. 4!

Entre as oxidoredutases, as de maior interesse sdo aquelas capazes de
reduzir o oxigénio molecular, oxidar hidrogénio, alcodis e acucares e transformar
peroxidos. A peroxidase € conhecida na catalise oxidativa de uma gama de
polifendis e poliaminas aromaticas e a lacase, uma oxidase contendo cobre na
estrutura aromatica, exibe especificidade similar a apresentada pela peroxidase4?
e é conhecida por catalisar a oxidacdo dos substratos organicos através da
reducdo do oxigénio molecular, formando agua. Essas moléculas sdo importantes
na geracdo de sinais em biossensores e geracdo de corrente elétrica em biocélulas
a combustivel.

A eficiéncia nas reacoes de oxidacido e reducao dos substratos por meio da
catalise enzimatica depende ndo somente de fatores estruturais, mas também da
configuracédo dos eletrodos e da forma fisica na qual se encontram os componentes
do sistema. A reducéo eletrocatalitica do oxigénio na superficie do eletrodo pela
lacase imobilizada é muito dependente da orientacdo da enzima e do método de
imobilizacdo.2 A imobilizacdo fisica ndo causa mudanca nos potenciais de

reducédo do oxigénio, porém, a imobilizacdo das enzimas por ligacées covalentes

a8 Define-se aqui, e usado ao longo de todo o texto, o termo “orientagdo da enzima” como a
organizacdo das moléculas de enzima com relacdo a distancia entre seu sitio ativo e a superficie
do eletrodo. Pelo fato da enzima apresentar geometria assimétrica e a posi¢do do sitio ativo nédo
ser concéntrica a enzima (i.e. néo se trata de uma esfera perfeita, com sitio ativo no centro dessa
esfera), a distidncia entre a ‘porta de entrada de elétrons’ na enzima e a superficie do eletrodo
depende da orientacido da molécula de enzima sobre a superficie do eletrodo com relacéo a posicéo
do sitio ativo (vide Figura 40 para melhor compreenséo). Dessa forma, a orientagio mais favoravel
é aquela cuja distancia entre sitio de tunelamento de elétrons da proteina e superficie do eletrodo
seja a menor possivel.

29



na superficie eletrédica pode causar deslocamentos de até 300 mV nos potenciais
de reducédo, 43 devido a forte interacao entre enzima e eletrodo proporcionada
pela orientacdo e organizacdo das enzimas sobre a superficie, causada pela
formacédo das ligacoes covalentes. Portanto, um estudo minucioso das formas de
imobilizacdo das enzimas sobre a superficie do eletrodo é primordial.

No mecanismo de transferéncia mediada de elétrons (TME), uma espécie
redox ativa de baixa massa molar, referida como mediador, é introduzida no
sistema com a finalidade de intercambiar elétrons entre o centro ativo da enzima
e o eletrodo. 5 Neste caso, a enzima catalisa a oxidacédo ou reducédo do mediador
redox. A transformacéao reversa (regeneracio) do mediador ocorre na superficie do
eletrodo, por transferéncia elétrons eletroquimicamente. As principais
caracteristicas dessa transferéncia por mediadores sdo: (a) o mediador age como
um co-substrato para a reacdo enzimatica e (b) a transformacéo eletroquimica do
mediador na superficie do eletrodo é reversivel. Nestes sistemas, o processo
catalitico envolve a transformacio enzimatica do primeiro substrato (combustivel
ou oxidante) e do segundo substrato, ou co-substrato/mediador. A regeneracéo do
mediador na superficie do eletrodo deve acontecer em baixos valores de
sobrepotencial.

Os mediadores podem estar presentes no sistema livres em solucéo (Figura
5), aprisionados em uma membrana, 44 imobilizados em uma matriz junto ao
biocatalisador 45 46 ou covalentemente ligados a superficie do eletrodo ou rede
polimérica, 3447 em que o polimero pode ser condutor ou isolante. 48, 49

Alguns dos mediadores mais utilizados em células enzimaticas séo
apresentados na Tabela 2 para reacoes de reducéo de oxigénio e na Tabela 3 para

oxidacao de glicose.
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Tabela 2 — Exemplos de mediadores redox para aplicacido em sistemas catédicos.

Mediador Estrutura Molecular Potencial Taxa de Ref.
Redox (V)2 Reducio de O:
(A cm-2)a,b

2,2-azinobis 08 s s sos 0,66, pH 4; 5x 107 50-
(3-etilbenzotiazolina- N>=”_N=<N 0,72, pH 7 0,43V, pH 7 52

6-sulfonato) (ABTS) fosfato)ce
Poli{N-vinilimidazol \)\ 0,79, pH 5 1x107 53,
[Os(terpiridina) (0,62V,pH 5 54
(4,4’-dimetil- citrato)ce
2,2’-bipiridina)]2+3+}
Poli{N-vinilimidazol . 0,58, pH 7.4 9x107° 55-
[Os(4,4’-dicloro- 10 1 77 0,55V, pH 7 57
2,2-bipiridina)eC1]+2+ N N c=0 fosfato)et
-co-acrilamida} \ / \ / NH;
N N
o —Cl
N1 A
/ N/
/N\os(/z,«
Z N/—%: ~ N7 \
CIry | o =~

a Potencial vs SHE. P Suportes de carbono de alta area superficial em tampé&o saturado com Oa. ¢
Catalisada por bilirrubina oxidase em presenca de cloreto. ¢ Catalisada por lacase na auséncia de
cloreto. ¢ Agitacdo moderada por borbulhamento de gas. f Agitacéo forte por rotacédo do eletrodo de
disco rotatoério a 4000 rpm.
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Tabela 3 — Exemplos de mediadores poliméricos redox para aplicacdo em sistemas anédicos

Mediador Estrutura Molecular Potencial Taxa de Ref.
Redox oxidacao de
(V)a glicose
(A cm™®ab
Poli{N-vinilimidazol 0,32 2x107™ 58,
[Os(4,4’- dimetil- 68 9 pH 5; 0,17 (0,5V,pH5 59
2,2’-bipiridina)2Cl]+2+ 0 0 pH 7,2 citrato)
-co-acrilamida} HN\
NH>
Poli{N-vinilpiridina 0,15 6,5x 107 57,
[Os(4,4’-dimetoxi- pH 7,4 (0,37V,pH 7,4 60
2,2- STF)e
bipiridina)2CI]+2+}
Poli{N-vinilimidazol 0,06 1,7 x 107 56
[Os(4,4’- diamino- 1 A ; pH 7.4 0,22V, pH 7,4
2,2- 7 N STF)
bipiridina)2Cl]+2+) € 9 {
YRYAY,
HaN_~ NH;
N
Poli{N-vinilpiridina 0,02 3,2x10™ 47,
[Os(N,N’-dialquilado- pH 7,2 (0,22 V,pH 5 61,
2,2’-biimidazol)3]2+3-} citrato) 62

a Potencial vs SHE.

b Concentracéo de glicose de 15 mmol L™, 37 °C.
¢ STF = solugéo tampao fosfato, tipicamente 20 mmol L™ de tampéo fosfato com 0,1 mol L™ de

NaCl.
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2.2.2.2 Sistemas anddicos de biocélulas enzimaticas

As enzimas capazes de oxidar substratos para as reagoes anddicas sdo as
pertencentes as classes das oxidases e desidrogenases, e.g. glicose oxidase, glicose
desidrogenase, lactato desidrogenase, alcool desidrogenase e devem estabelecer
um contato elétrico efetivo com a superficie do eletrodo, por intermédio de uma
molécula mediadora e/ou através de imobilizacdo sobre a superficie do eletrodo.
Para isso, s@o necessarias ferramentas e metodologias especificas as quais
permitam estabelecer a comunicacdo desejada. 3¢ Além da utilizacdo mediadores
de elétrons (electron relays), também séo realizadas modifica¢cbes quimicas na
estrutura periférica das enzimas através de ligacoes de funcoes ferroceno
pendentes em cadeias moleculares flexiveis de oligosacarideos da estrutura
quaternaria das enzimas. 63 A formacdo de uma estrutura hidrofilica permite
uma eficiente comunicacéo entre o centro redox e a superficie do carbono vitreo.
Essas funcgoes ferroceno penetram a estrutura da enzima, funcionando como uma
espécie de “ponte” para a transferéncia de elétrons entre o centro redox e a
superficie do eletrodo.

A grande maioria das enzimas empregadas no processo de oxidacdo dos
combustiveis utiliza nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+ e NADP+) e
flavina adenina dinucleotideo (FAD) como cofatores ou mediadores durante o
processo metabdlico. A enzima glicose oxidase (GOx) é uma flavoenzima, ou seja,
tem como cofator uma molécula de FAD. 63-69

Willner et al. 7 desenvolveram uma metodologia para modificar a
superficie de um eletrodo de ouro através da formacdo de uma monocamada
constituida por moléculas organicas responsaveis pela imobilizacdo, mediacéo de
elétrons e ativacdo da enzima GOx. Essa metodologia consiste na reconstituicédo
da Apo-enzima pelo cofator FAD, previamente imobilizado na superficie do
eletrodo através de uma ligacdo covalente com a molécula mediadora de elétrons
(pirroloquinolina quinona — PQQ). O processo inicia-se com a adsorcdo de uma
molécula de cistamina (2,2-diaminodietildisulfeto) sobre a superficie de um
eletrodo de ouro. Em seguida, a pirroloquinolina quinona (4acido metoxatina, 4,5-
diidro-4,5-dioxo-1H-pirrolo-[2,3-f]-quinolina-2,7,9-tricarboxilico) é covalentemente
ligado a cistamina pela formacédo de uma ligacdo peptidica na presenca de uma
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carbodiimida (EDC - 1-etil3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida). " A ligacéo
entre N6-(2-aminoetil)-FAD+ e PQQ é conduzida pela incubacdo do eletrodo
modificado em uma solucéo tampao HEPES 0,05 mol L™, pH = 7,3, na presenca
de EDC e de N6-(2-aminoetil)-FAD+. Por fim, o eletrodo resultante é incubado em
uma solucdo contendo a Apo-enzima GOx, promovendo a interacdo entre a
enzima e o cofator FAD de tal sorte que todas as enzimas apresentam a mesma
orientacdo (mesma distancia entre sitio ativo e superficie do eletrodo), favoravel
tanto para a interacdo das enzimas com o substrato quanto para a transferéncia
de elétrons da monocamada em direciao a superficie do eletrodo (Figura 6).

A Integracédo das curvas voltamétricas referentes as transformacées redox
PQQ/PQQH: e FAD/FADH; revelaram concentracées de 5,5 x 107° mol cm™ para
as duas moléculas. Experimentos com Microbalanca de Cristal de Quartzo
permitiram verificar a imobilizacdo de 1,5 x 10™ mol cm™, consistente com o
valor méximo calculado para imobilizacdo da enzima (1,7 x 107 mol cm™). A
metodologia desenvolvida proporcionou alta taxa de eletrooxidacdo de glicose,
alcancando o limite tedrico para a maxima imobilizacdo de enzimas. 70 Além
disso, a funcionalizacdo do eletrodo proporcionou uma reducdo drastica das
interferéncias na corrente anddica causada pelo Oz solubilizado no eletrélito e
aumentou tanto a seletividade quanto a cinética da reacdo se comparado com o
processo realizado com as enzimas em solucéo.

Essa mesma metodologia foi empregada durante a funcionalizacdo de um
eletrodo de ouro pela enzima NAD+-dependente lactato desidrogenase (LDH). 72
O método é baseado na ligacdo do mediador PQQ a uma molécula de cistamina,
imobilizada na superficie de um eletrodo de ouro, seguida da ligacdo peptidica
entre uma funcdo carboxila vacante do PQQ com N6-(2-aminoetil)-NAD+. A

enzima LDH interage associativamente com o NAD+ por afinidade eletronica.
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Figura 6. (a) Reconstitui¢cdo da Glicose oxidase (GOx) sobre uma monocamada de PQQ/FAD em
Au (4area geométrica de 0,4 cm2, fator de rugosidade de 10). (b) Voltamogramas ciclicos da GOx
imobilizada ao eletrodo modificado: (1) na auséncia de glicose; (2) com 80 mmol L™ de glicose.
Tampao fosfato de sédio, pH 7,0, atmosfera de argénio, 35 °C. Velocidade de varredura de 5 mV
s™. Grafico interno mostra a curva de calibracéo para a corrente (medida por cronoamperometria
a 0,2 V vs ECS) em diferentes concentracoes de glicose. Informacgao retirada da Figura 6 da
referéncia [5].
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2.2.2.3 Sistemas catodicos de biocélulas enzimadticas

A reducio biocatalitica de oxidantes (e.g., oxigénio molecular, peréxido de
hidrogénio) tem atraido menos atencdo em comparacgio a oxidacio biocatalitica de
combustiveis. Apesar disso, com o intuito de se construir uma biocélula a
combustivel, é essencial configurar um catodo funcional para a reducdo do
oxidante e que esteja acoplado ao anodo de tal forma a permitir um fluxo
otimizado de corrente elétrica. Catodos convencionais para a reducao de oxigénio
usados em células a combustivel geralmente ndo sdo compativeis com os dnodos
biocataliticos, ja4 que uma boa eficiéncia operacional do catodo requer alta
temperatura e pressdo. Assim, os processos biocataliticos redutivos no catodo
deveriam ser considerados como uma estratégia para se configurar uma célula a
combustivel funcional baseada em biomateriais, como enzimas e células
bacterianas.

As enzimas capazes de reduzir Oz com consideravel eficiéncia séo
conhecidas como Multicobre oxidases, as quais catalisam a reducédo de oxigénio
molecular, gerando agua, a partir da oxidacdo de compostos organicos aromaticos
(veja discussdo detalhada sobre as Multicobre oxidases na secdo 2.2.2.3.1).
Numerosos artigos descrevem reacdes de transferéncia direta de elétrons
(transferéncia ndo mediada) de ‘blue’ Cu oxidases adsorvidas sobre varios
eletrodos, 7387 mas os resultados e respectivas interpretagées variam
consideravelmente uns dos outros. Primeiramente, existem variacoes
importantes na forma como os experimentos sdao conduzidos. A maioria dos
estudos tem sido feita com macroeletrodos estacionarios 75, 77, 80, 81, 83, 85, 86, 88,89 ¢
invés de microeletrodos ou eletrodos de disco rotatério. Um problema que surge
nessa configuracdo experimental é que ‘blue’ Cu oxidases sdo enzimas muito
ativas e o formato da curva eletrocatalitica em um macroeletrodo estacionario é
fortemente influenciado pelo transporte de massa do substrato, o que mascara
propriedades e caracteristicas intrinsecas das enzimas. Reacbes em
macroeletrodos estacionarios podem resultar em curvas com perfis sigmoidais
dependentes da cinética de transporte de massa intrinseca a enzima. 9
Limitacoes na corrente catalitica devido ao transporte de massa sdo ainda mais
importantes e evidentes em baixas concentracées de substrato. Dessa forma,
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torna-se dificil resolver parametros cinéticos como os de Michaelis-Menten —
frequéncia de turnover e constante de Michaelis-Menten K (e suas dependéncias
com o pH) 77 78, 8 _ pelo fato da corrente limite néo refletir a real atividade
enzimatica. Embora frequentemente considerados como empiricos, os parametros
de Michaelis-Menten sdo muito informativos: em apenas um caso a atividade
eletroquimica de uma ‘blue’ Cu oxidase adsorvida (uma lacase de fungo) foi
analisada em termos de Ku e corrente como funcédo do pH, embora nesse estudo
ndo tenha sido usado um eletrodo de disco rotatério. 82 ~ Outras condicoes
importantes e que devem ser consideradas nos estudos sdo que, em alguns casos,
as enzimas estdo dissolvidas no eletrolito da célula eletroquimica, difundindo
livremente, 75 77, 78, 80 e em outros casos as enzimas estdo confinadas na
superficie do eletrodo. Essa presenca ou auséncia de difusdo do catalisador deve
também ser considerada nos estudos.

A quantificacdo das enzimas ativas presentes na superficie do eletrodo
também é uma tarefa dificil e de pouca confiabilidade. Em alguns casos, picos
voltamétricos sdo observados, sob condi¢oes anaerébicas, que tém sido atribuidos
ao intercambio né&o-catalitico, reversivel, de elétrons (non-turnover) com centros
redox individuais da enzima. 77, 82.85,86,88 A partir de tais sinais nao-cataliticos, é
possivel determinar o recobrimento da superficie eletroativa por integracdo das
curvas, usando esse valor para estimar as frequéncias de turnover. Entretanto,
para se determinar o recobrimento eletroativo por integracdo dos sinais de picos
reversiveis nao-cataliticos é necessario realizar experimentos com rampa linear
analégica, em lugar de rampa digital staircase, como é usado normalmente em
instrumentos digitais. 91 Além disso, ainda é muitas vezes dificil de distinguir
tais sinais voltamétricos néao-cataliticos de sinais oriundos de componentes redox
ativos que nao estdo associados a atividade catalitica da enzima. Outros métodos
para determinacdo do recobrimento da superficie, como microbalanca de cristal
de quartzo, nao diferenciam enzimas eletroquimicamente ativas de outras
espécies que podem se adsorver juntamente. * Em geral, nenhum estudo tem
evidenciado o efeito da pureza da enzima na modificacdo da superficie. 74 77. 8¢ A
homogeneidade da enzima pode ser de extrema importéancia se componentes néo-

ativos se adsorvem preferencialmente na superficie do eletrodo.
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2.2.2.3.1 Multicobre oxidase como catalisador catédico

Dentre os catalisadores biolégicos empregados na reducdo de oxigénio
molecular no catodo de células a combustivel, as enzimas pertencentes a familia
das multicobre oxidases sao as mais comumente estudadas. Multicobre oxidases
sdo uma familia de enzimas definida por suas caracteristicas espectroscépicas,
homologia de sequéncia de aminoacidos e reatividade. As enzimas mais bem
caracterizadas sao lacase, ceruloplasmina, e ascorbato oxidase, mas mais
recentemente outras multicobre oxidases foram caracterizadas, como bilirrubina
oxidase, 6 7. 9294 fenoxazinona sintase, diidrogeodina oxidase, % Fet3p, %
sulocrina oxidase 97 e CueO, 9 9 uma proteina cobre homeostase de
Escherichia coli. Multicobre oxidases possuem quatro atomos de cobre formando o
sitio ativo das enzimas, as quais sdo originalmente caracterizadas pelos tipos de
atomos de cobre que contém. Em geral, os tipos de atomos de cobre que
compreendem o sitio ativo das multicobre oxidases sdo o Tipo 1 (T1) ou “cobre
azul” (blue copper), Tipo 2 (T2) “normal” ou “cobre nao azul” (non-blue copper), e
Tipo 3 (T3) ou “centro binuclear acoplado” (coupled binuclear centre). 100, 101~ A
absorcdo de UV/Vis do Cu T1 surge da transferéncia de carga ligante-metal
(ligand-to-metal charge transfer — LMCT) do enxofre da cisteina ligada ao atomo
de cobre T1 (Figura 7). Os atomos de cobre T1 e T2 apresentam sinais ativos de
EPR devido a configuracio df e consequentes spins desemparelhados. Ambos ¢3Cu
e %5Cu tém spin I = 3/2 e acoplam ao spin do elétron para gerar um splitting
hiperfino de 2/ + 1 no espectro de EPR. Quando cobre(Il) é reduzido a
configuracao d10, todos os elétrons estdo emparelhados e, portanto, cobre(I) nédo
mostra sinal ativo no espectro de EPR. O par de atomos T3 esta acoplado anti-
ferromagneticamente com seus spins de elétrons emparelhados e, por isso, ndo
apresentam sinais ativos em EPR. Todas as multicobre oxidases possuem ao
menos um Cu T1, embora a enzima ceruloplasmina possua trés. 102,103

A estrutura da lacase CotA de Bacillus subtilis (Protein Data Bank code:
1gsk), mostrando os quatro atomos de cobre com a estrutura quaternaria, esta
ilustrada na Figura 7A e a superficie de cargas da enzima pode ser vista na
Figura 7B, revelando as regidoes da enzima com diferentes afinidades para a

interacdo com moléculas organicas de diferentes polaridades.
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Figura 7. (A) Estrutura cristalografica da lacase CotA de bacillus subtilis (PDB 1gsk),
destacando os quarto atomos de cobre, com o Cu T1 em azul e o grupamento trinuclear Tipo
2/Tipo 3 em marrom. (B) Estrutura cristalografica da lacase CotA de Bacillus subtilis contendo a
superficie de cargas da estrutura quaternaria da enzima (cargas negativas em vermelho, positivas
em azul e neutras, ou apolar, em branco). (C) Sitio ativo da proteina, destacando os aminoacidos
ligados ao Cu T1 (cinza), a sequéncia His-Cis-His ligando Cu T1 ao sitio T2/T3 (magenta) e os
aminod4cidos ligados aos Cu’s T2/T3 (amarelo).

Todas as multicobre oxidases acoplam a oxidacao de substratos organicos a
reducdo de oxigénio molecular a agua, cujo mecanismo sera discutido mais
adiante. Em termos eletroquimicos, encontram-se conclusdes muito divergentes a
respeito da forma como os elétrons chegam até o sitio ativo da proteina. Existem
propostas em que elétrons entram no sitio ativo da enzima através do atomo de
cobre Tipo 1 75 e outras em que os elétrons sédo transferidos diretamente para o

sitio Tipo 2/Tipo 3, com a enzima orientada de forma que o Cu Tipo 1 esteja
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posicionado longe da superficie do eletrodo. 81 Também é proposto que a ‘porta
de entrada’ dos elétrons depende do material do eletrodo, sendo que eletrodos de
carbono favorecem a entrada dos elétrons pelo sitio do cobre Tipo 1, 78 ao passo
que eletrodos de ouro (e ouro modificado) favorecem a transferéncia direta de
elétrons pelo sitio Tipo 2/Tipo 3. 80. 8 A demonstracdo mais convincente da
entrada de elétrons pelo Cu Tipo 1 foi dada por Kamitaka et al., " que
compararam as curvas obtidas com Bilirrubina oxidase auténtica (na forma
originalmente obtida) com Bilirrubina oxidase mutante M467Q (metionina 467
substituida por glutamina), em que o Cu Tipo 1 é modificado para ter um menor
potencial de reducdo. Nesses experimentos, a enzima auténtica mostrou um inicio
de reacdo catalitica em altos potenciais, ao passo que a mutante M467Q iniciou a
reducéo catalitica de O2 em um potencial 0,2 V mais negativo. Mesmo aceitando a
concepcao de que os elétrons entram no sitio ativo da enzima através do Cu Tipo
1, alguns autores advogam a idéia de transferéncia intramolecular de elétrons
uphill (elétrons precisariam vencer uma barreira energética desfavoravel para
serem tunelados a partir do Cu T1 em direcédo aos Cu’s T2/T3 do sitio trinuclear),
81,88 uma sugestdo que é totalmente contraria as evidéncias de que as espécies
oxigenadas do sitio Tipo 2/Tipo 3 sdo altamente oxidantes, e a transferéncia
intramolecular de elétrons é extremamente rapida e espontanea.

Dentre as multicobre oxidases mais estudadas se encontra a enzima
Bilirrubina oxidase. Entretanto, as investigacées dessa enzima no emprego como
catalisador para células a combustivel biolégicas ainda é escassa. Nesse sentido,
este trabalho apresenta a investigacdo da Bilirrubina oxidase de Myrothecium
verrucaria (MvBO) como catalisador na reducédo de oxigénio molecular sobre a
superficie de um eletrodo de grafite pirolitico, com eficiéncia superior a da platina
utilizada em células a combustivel convencionais. Ao mesmo tempo, é
apresentada uma metodologia para acoplamento das moléculas de enzima sobre a
superficie do eletrodo de forma simples, possibilitando a transferéncia direta dos
elétrons entre os componentes e permitindo o estudo direto das propriedades da
enzima, sem a interferéncia eletroquimica de mediadores redox e matrizes

imobilizadoras.
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3 Justificativa e Objetivos
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O Grupo de Eletroquimica do Instituto de Quimica de Sao Carlos, da
Universidade de S&do Paulo (IQSC-USP), tem se dedicado ao trabalho de
desenvolvimento e estudo de células a combustivel desde 1982, destacando-se
como um dos mais ativos grupos de eletroquimica do pais. Por esta razéo, torna-
se bem estabelecido o interesse do Grupo em expandir suas pesquisas em células
a combustivel como alternativa aos sistemas tradicionais, voltando sua atencao
para novos materiais, alternativos aos atualmente usados a base de platina, como
forma de geracédo de energia. No presente caso, esse interesse se estabeleceu no
desenvolvimento e estudo de biocélulas a combustivel enzimaticas, empregando
proteinas adsorvidas diretamente sobre superficies eletrodicas.

Dada a complexidade das reagoes envolvidas nas biocélulas enzimaticas e
as metodologias conhecidas de construcdo dos eletrodos, decidiu-se focar o
trabalho no desenvolvimento de apenas um dos compartimentos eletrédicos do
dispositivo. Além disso, devido a menor quantidade de estudos publicados até o
presente momento e possibilidade de obtencdo de dados ainda nunca
investigados, a exploracdo de uma nova metodologia para imobilizacdo de
enzimas capazes de reduzir oxigénio molecular a agua, e investigacdo de suas
caracteristicas para aplicacdo em células a combustivel, se tornou bastante
atrativa e, com isso, o foco e objetivos principais desse trabalho.

Estudos recentes envolvendo eletrocatalise de proteinas relacionadas a
‘blue’ Cu oxidases, conhecidas como lacases, demonstraram um grande
melhoramento da corrente e estabilidade ao se adicionar funcées policiclicas
aromaticas ao eletrodo de grafite, 104 105 ysando a reacdo de acoplamento de
diazonio descrita por Savéant e colaboradores. 106, 107 A razado para tais
melhoramentos foi atribuida aos grupos aromaticos adicionados a superficie do
grafite que auxiliam na imobilizacdo das enzimas na superficie do eletrodo por
interacao com o sitio de ligacao do substrato organico natural da enzima, perto do
Cu Tipo 1. Porém, o valor 6timo de pH em que as lacases apresentam maior
eficiéncia estda abaixo daqueles em que enzimas aplicadas a reacdes anddicas
operam comumente. Dessa forma, tornou-se, também, interessante direcionar o
estudo para algum catalisador que possibilitasse excelente eficiéncia em maiores

valores de pH.
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Bilirrubina oxidase, proteina classificada como multicobre oxidase (vide
Revisdo bibliogrdfica) oferece vantagem sobre lacases por ser ativa em maiores
valores de pH. Tornou-se, entido, interessante investigar como a bilirrubina
oxidase poderia ser imobilizada, de forma similar a imobilizacdo da lacase, a
superficie do eletrodo, permitindo a transferéncia direta de elétrons entre os
componentes. Também permitiu realizar medicées mais claras e detalhadas das
caracteristicas fundamentais da enzima e do sobrepotencial de reducgao de Oz. Tal
estudo requereu a investigacdo de varios compostos aromaticos, sem o beneficio
de se ter a estrutura tridimensional detalhada da proteina.

Dessa forma, destacam-se os itens abaixo como objetivos especificos do

trabalho, descritos em detalhes nas paginas que se seguem:

e Obtencdo de um filme catalitico da enzima bilirrubina oxidase,
transferindo elétrons diretamente com a superficie do eletrodo, sem o uso
de mediadores;

» Caracterizacdo desse filme frente as condicées 6timas de temperatura e
pH, para possivel aplicacdo em células a combustivel;

e Caracterizacdo bioeletroquimica da bilirrubina oxidase através da
determinacdo de parametros bioquimicos dependentes (ou néao) do
potencial eletroquimico aplicado ao eletrodo;

» Investigacdo da estabilidade da bilirrubina oxidase e inibi¢do da atividade

do eletrodo por haletos, pseudo-haletos e metanol.
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4 Metodologia
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4.1 Reagentes

Nitrito de sédio (99,5%, Sigma-Aldrich), acido 6-amino-2-naftéico (A6A2N,
90%, Acros Organics), di-hidrogeno fosfato de s6dio monoidratado (99%, AnalaR,
BDH), hidrogeno fosfato de di-sédio (99%, AnalaR, BDH), sulfato de amoénio (99%
Sigma-Aldrich), sulfato de sédio (99% Sigma-Aldrich), ABTS (2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) (99%, Fluka) foram usados sem prévia
purificacio. Agua purificada por osmose reversa e troca idnica com resistividade
de 18,2 MQ cm em um sistema de purificacdo Milli-Q foi empregada para a
preparacio das solugoes. O valor de pH de todas as solugoes usadas nas medidas
eletroquimicas foi determinado na temperatura em que as medidas foram
realizadas. Bilirrubina oxidase de Myrothecium verrucaria (MvBO) foi comprada

de Amano Enzyme Inc. (“Amano-3”; 2,55 U mg-1).

4.2 Célula eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas usando um Autolab
electrochemical analyzer (Eco-chemie, Utrecht, The Netherlands) equipado com
potenciostatos PGSTAT10 ou PGSTATZ20. A célula eletroquimica, termostatizada
com controle de temperatura por fluxo de agua dentro de uma camisa acoplada
externamente ao compartimento principal da célula, foi ajustada a base de um
motor rotatério para controle da velocidade angular do eletrodo de trabalho, como
mostrado na Figura 8. O compartimento principal da célula alojava o eletrodo de
trabalho (GPE) e um fio de platina usado como contra-eletrodo, além de conectar
um compartimento lateral preenchido com 0,1 mol L™ de Na2SO4, via capilar de
Luggin, que alojava o eletrodo de referéncia de calomelano saturado (ECS).
Quando néao especificados de outra forma, todos os valores de potencial foram
referidos versus eletrodo padrao de hidrogénio (SHE, em inglés), usando a relacio
Esur = Ercs + 241 mV a 25 °C. 90 Og puro (industrial grade, Air Products) foi
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inserido no compartimento principal da célula através de uma abertura no
compartimento superior e o equilibrio com a solucéo foi obtido rotacionando o
eletrodo de trabalho por aproximadamente 30 minutos antes de cada
experimento, dado que o gas nunca era borbulhado diretamente no eletrélito para
ndo causar perturbacdo no fluxo laminar do reagente durante as medidas. A
densidade de corrente mostrada em cada grafico foi normalizada usando-se a

area geométrica do eletrodo.
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Figura 8. Desenho esquematizado da célula eletroquimica utilizada.
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4.3 Eletrodo de trabalho de grafite pirolitico

Eletrodos de grafite pirolitico com superficie de borda (edge) exposta foram
construidos a partir de placas de grafite pirolitico (Momentive Performance
Materials Quartz Inc., Strongsville, Ohio, USA). Placas de grafite pirolitico foram
cortadas em tiras e usinadas no formato de cilindros (2 mm de didmetro — 0,031
cm? de face circular) de tal forma que os planos das bordas compreendessem as
extremidades do cilindro de grafite. O contato elétrico foi feito por cola de prata
entre o grafite e um bastao de aco inox, o qual foi embutido dentro de um cilindro
de nylon ou PTFE. O cilindro de grafite foi revestido por resina epéxi (CY1300 e
HY1300, Robnor Resins), curado durante 24 h, e o conjunto final do eletrodo foi
conectado ao eixo do rotatério (EG&E Princeton Applied Research, Model 636,
Ring-Disc Electrode System) para controlar a taxa de rotacdo do eletrodo
(geralmente 2500 rpm). A Figura 9 ilustra o eletrodo de trabalho construido e

usado nos experimentos eletroquimicos, além da placa e do cilindro de grafite.

. parafuso
mola

Nylon
ou
PTFE

haste de ago

epoxi araldite

cilindro /i
de grafite

Figura 9. Painel da esquerda: desenho esquematico do eletrodo de trabalho, com o grafite
pirolitico conectado a haste de aco, e a superficie ‘edge’ exposta para reagdo. Todo o conjunto do
eletrodo de trabalho é referido ao longo de todo o texto por ‘eletrodo de GPE’ (eletrodo de grafite
pirolitico edge). Painel da direita: imagem da placa de grafite pirolitico e do cilindro de grafite
apés usinagem da tira recortada da placa. O cilindro é cortado em 1 c¢cm, sendo uma das faces
circulares conectadas a haste de aco e a outra face exposta para realizacio dos experimentos.
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O grafite pirolitico (GP) é formado pelo aquecimento de hidrocarbonetos até
sua temperatura de decomposicédo, em que o grafite cristaliza. 198,109 Esse tipo de
grafite nao é cristalograficamente perfeito e apresenta defeitos que mantém os
planos de grafeno fixados um com o outro, formando uma ‘placa’. 110  GP
apresenta geralmente um dnico plano de clivagem pelo fato das folhas de grafeno
cristalizarem numa ordenacéo planar, diferente das outras formas de grafite que
possuem zonas orientadas de forma microscopicamente randémica. A estrutura
na forma de camadas significa que existem duas orientacdes distintas do grafite
pirolitico: a orientacdo basal (GPB) e a orientagdo de borda ou ‘edge’ (GPE). A
superficie GPB compreende o plano paralelo aos anéis aromaticos das folhas de
grafeno e a superficie GPE compreende as faces cortadas perpendicularmente a
superficie basal, (Figura 10A). As superficies GPE sdo mais reativas que as GPB
devido a formacao de oxidos e ligacdo de espécies oxigenadas aos planos de
aromaticidade, gerados pela clivagem perpendicular desses mesmos planos. 111,112
Muitas enzimas se adsorvem diretamente sobre a superficie GPE, mas n&o na
GPB, por causa da maior quantidade de grupos reativos presentes na superficie
GPE. 82 Superficies ‘edge’ abradadas geralmente contém degraus do plano basal,
que surgem entre as camadas de grafenos ao atritar a superficie contra uma lixa

de alta granulometria (Figura 10B).

Figura 10. (A) Diagrama do grafite pirolitico, mostrando os planos Basal (seta vermelha) e ‘Edge’
(seta verde). (B) Diagrama de um plano GPE abradado, mostrando as regidoes dos planos ‘edge’
(setas verdes) e basal (setas vermelhas).
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A Figura 11 mostra imagens de microscopia eletronica de varredura para
as superficies GPB (painel A) e GPE (painéis B e C) do grafite, mostrando a
evidente diferenca entre as duas superficies, e também as alteracdes fisicas
causadas a superficie GPE quando submetida a polimento em alumina 0,05 pm
de granulometria. Assim como na superficie GPB, na superficie polida de GPE as
moléculas de enzima se adsorvem com menor intensidade, devido ndo somente a
diminuicdo da area do eletrodo mas também a similaridade fisica entre a

superficie GPB e a GPE apés o polimento.

EHT=28.00 kV 6 nm  Mag= 18.88 K X Detector= SE1
1pn i Photo No.=37 14-May-2010
“ = o )

AR L 5 '
[0sC EHT=20.00 kU 7 mn Mag= 10.88 K X Detector= SE1
1pm 1 Photo No.=38 14-May-2010

i e

[gsc EHI=20.00 kv 3 mm  Mag= 19.99 K X  Detector= SE1
1pm — Photo No.=43 14-May-2018

Figura 11. Imagens do grafite pirolitico, obtidas por microscopia eletronica de varredura, em que
foram expostas os planos (A) basal, (B) edge e (C) edge apés polimento com alumina 0,05 pm.
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4.4 Purificacao da enzima Bilirrubina oxidase de

Myrothecium verrucaria

Bilirrubina oxidase de Myrothecium verrucaria (MvBO) foi purificada a
partir do pé comercial por aplicacdo de uma suspensdo (2 mg mL™ em tampéo
Tris-H2SO04 50 mmol L™ em pH 7,6) a uma coluna de troca anionica fraca DEAE-
Sepharose CL-6B (ca 2 mL de resina) equilibrada com o mesmo tampao da
suspensio, a 4 °C. Apés toda a coluna ser carregada com a enzima, a eluicdo foi
feita com um gradiente linear entre 0 e 0,25 mol L™ de (NH4)2SO4 no mesmo
tampédo. As fragoes azuis contendo bilirrubina oxidase foram coletadas,
combinadas e submetidas a dialise para transferéncia das enzimas para um
tampéo acetato 20 mmol L™ (pH 4,5), contendo 1,8 mol L™ de (NH4)2SO4, usando
um filtro Amicon PM-30 (retém moléculas de massa igual ou superior a 30 kDa).
Uma banda amarela, ndo contendo bilirrubina oxidase ativa, permaneceu retida
na coluna (Figura 12). Apés a dialise, a amostra foi aplicada a uma coluna
hidrofobica HiTrap Phenyl HP, equilibrada com o mesmo tampao acetato, e a
eluicdo foi feita com um gradiente reverso de sal entre 1,8 e 0 mol L™ de
(NH4)2SO4. As fracoes foram, entdo, coletadas e submetidas a outra dialise para
transferéncia das enzimas para uma solucdo tampéo fosfato de sédio (TFS) 0,1
mol L™ em pH 7,0, mas as fracées ndo foram combinadas antes ou depois da
dialise. Todas as amostras purificadas foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a —80 °C. O uso de HCI, NaCl ou qualquer outro sal
clorado ou haleto foi evitado em todas as etapas de purificacdo e durante os
experimentos eletroquimicos para evitar inibicdo das enzimas, como usualmente

ocorre em multicobre oxidases. 113
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(D)

Figura 12. (A) Coluna cromatografica contendo resina de troca anionica fraca (DEAE-Sepharose)
sem bilirrubina oxidase; (B) Resina logo apds a adi¢do da bilirrubina oxidase; (C) Resina apés o
inicio da elui¢do; (D) Fracgoes eluidas da coluna cromatografica (fracoes azuis contendo bilirrubina
oxidase purificada e amarela contendo impurezas).

4.5 Modificacao da superficie do eletrodo de trabalho

Para preparar o sal de diazénio, 956 pL de uma solucéo 4,2 mmol L™ de
acido 6-amino-2-naftéico (A6A2N) em 1 mol L™ de HCl em &dgua/etanol 50:50
foram misturados a 44 pL de uma solucdo 7,6 mg mL-! de nitrito de sédio
(NaNOg2) em agua/etanol 50:50, em banho de gelo, por aproximadamente 5
minutos, convertendo o grupo amina em diazonio (acido 6-diazo-2-naftéico —
A6D2N). Em seguida, 200 pL dessa mistura foram adicionados a 4 mL de
eletrélito HC1 0,1 mol L™ em dgua/etanol 50:50, ainda entre 0 e 1 °C, resultando
em uma solucéo de 0,19 mmol L™ do sal de diazénio no eletrélito. A superficie do
eletrodo GPE foi entdo abradada em lixa P400 (Norton Tufbak Durite), lavada
com agua apés sonicacdo no ultrassom por cerca de 30 segundos, e imersa no
eletrolito dentro da célula contendo a solucéo de diazonio. 105

O acoplamento do grupo aromatico a superficie do eletrodo (descrito em
detalhes na secdo 5.2.2) é obtido por varredura de dois ciclos seguidos de
voltametria ciclica entre 0,5 e —0,3 V (vs ECS), a 50 mV s-1, com o eletrodo

rotacionando a 2500 rpm (Figura 13). 105 O eletrodo modificado foi entdo lavado
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com alcool, 4gua e tampio fosfato e, em seguida, 2 pL. de MvBO (50 pmol L™
determinado usando € = 5800 L mol-1 cm~1 em 600 nm, correspondendo ao total
de 10-10 mols de MvBO 114) foram adicionados a superficie na forma de gota
(Figura 14, esquema geral da modificacdo do eletrodo). Aproximadamente 3

minutos de incubacéo foram requeridos para produzir um resultado final 6timo.

1 + T I T I T I T I T I—
0 _
i 1 B 05 -OH ]
g 2r HC10,1 mol L™ O‘ ]
5 3L 0°C - 2500 rpm i
= L N2 i
S 4L Reducéo de A6D2N em GPE _|
5 L 1° ciclo T
L 2° ciclo Branco -

_6 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E/Vuvs ECS

Figura 13. Voltametria ciclica para reducéo do sal de diazonio (acido 6-diazo-2-naftéico — AGD2N)
sobre a superficie do eletrodo de GPE (linha preta) a 50 mV s}, 0-1 °C e 2500 rpm, em uma
solucdo de HC1 0,1 mol L™ em &gua/etanol 50:50, contendo 0,19 mmol L™ do sal de diazénio. A
modificacdo da superficie se da por dois ciclos consecutivos de voltametria ciclica. A linha azul
representa o voltamograma do eletrodo na auséncia do sal de diazonio.

Acido 6-Amino-2-Naftbico Acido 6-Diazénio-2-Naftbico

Como a enzima provavelmente /
se adsorve na superficie modificada

Figura 14. Modificacdo do eletrodo de trabalho de GPE com moléculas de acido 6-diazo-2-
naftéico, por acoplamento de sal de diazdnio, obtido da reacéo de nitrito de sédio com o precursor
acido 6-amino-2-naftéico (A6A2N), para adsor¢do da MvBO.
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O eletrodo resultante (aqui e adiante mencionado como GPE modificado
com A6A2N-MvBO) foi entdo inserido na célula eletroquimica contendo tampéao
fosfato de sédio (TF'S) 0,1 mol L7t (0-1 °C), saturado com Og, e voltamogramas
foram registrados para a reducdo eletroquimica do Oz catalisada por MvBO
adsorvida sobre a superficie modificada do GPE. A temperatura foi aumentada
para 25 °C e a reducédo de O foi registrada novamente. Os mesmos experimentos
eletroquimicos foram conduzidos para a MvBO adsorvida de forma convencional
ao GPE nao modificado, e foi observado, de forma consistente, que a corrente
catalitica obtida com o eletrodo modificado foi cerca de quatro vezes maior que a
corrente resultante da adsorcéo convencional, sem modificacdo. Os valores de pH
foram verificados sempre na temperatura em que cada experimento era
realizado.

Monocristais de Pt(111) e Au(111) (0,0329 cm?2), alojados em um dispositivo
de eletrodo rotatério (Figura 15), tiveram a superficie de trabalho limpa por meio
de aquecimento em chama e imersa em agua Milli-Q ultra-pura para prevenir de
contaminacio. O eletrodo era entao transferido para a célula contendo solucéo de
tampao fosfato 0,1 mol L™, em pH 5,8, previamente de-aerada com argénio, para
registrar o voltamograma ciclico da superficie limpa, a 50 mV s™. O eletrélito era
entéo saturado com Oz e os voltamogramas eram registrados a 5 mV s, 20 °C e
900 rpm. O processo de aquecimento em chama do eletrodo foi repetido e um
volume pequeno da solucdo de MvBO (1-2 pL) foi adicionado a superficie limpa
do eletrodo antes de transferi-lo para a célula eletroquimica e registrar a reducao

catalitica de Oz por MvBO.

(A)

Figura 15. Eletrodos de trabalho constituidos de monocristais de (A) Au(111) e (B) Pt(111). Area
geométrica de 0,0329 ecm?2. (C) Menisco formado pelo contato da superficie de trabalho do eletrodo
com a solugao eletrolitica.
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4.6 Cinética bioeletroquimica

Medidas da dependéncia da reducgdo catalitica com a concentracdo de Og,
potencial eletroquimico e pH foram realizadas utilizando as mesmas
configuracoes de célula eletroquimica, mas com as proporcoes dos gases dentro da
célula controladas por dois controladores de fluxo de massa (Sierra Smart-Trak
Series 100L, Sierra Instruments, Monterey, Calif., USA). Uma taxa de fluxo
constante de 1000 sccm (16,67 mL s™) foi mantida enquanto as proporcdes
relativas de Oz e Ar foram variadas. Um unico eletrodo de GPE modificado com
A6A2N e MvBO foi empregado para todos os valores de pH estudados. Para cada
concentracido de Oz, o potencial do eletrodo foi primeiro mantido a um valor
constante por 30 minutos, e a corrente de reducédo foi registrada com relacdo ao
tempo. Ao final de cada cronoamperometria, trés ciclos de voltametria ciclica
eram registrados. Em seguida, a concentracédo de Oz era variada e os dois ultimos
passos eram repetidos. Na metade e no final de toda a seqiiéncia de experimentos
para as diversas concentragoes de Oz, uma cronoamperometria e uma seqiiéncia
de trés ciclos de voltametria ciclica eram repetidos em 100% de Oz para permitir
que a corrente em cada concentracdo de O2 pudesse ser corrigida pela perda de
atividade enzimatica (ajustada a uma exponencial simples). Um valor de
constante de Henry de 1,3 mmol L™ atm™ foi usado para determinar a
concentracdo de O2 em solucédo. A velocidade angular minima do eletrodo foi de
2500 rpm, empregada como padrdo ao longo de todos os experimentos, para
assegurar que a corrente fosse essencialmente independente do transporte de
massa. Valores de Km € imax foram determinados pelo método dos minimos
quadrados ajustado ao grafico de duplo reciproco de Lineweaver-Burk, e
empregados para todos os valores de pH e potencial aplicados ao eletrodo. Os
parametros para o ajuste utilizados foram baseados na precisdo das taxas de

fluxo dos controladores de fluxo de massa (1% da escala total).
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4.7 Eletrodeposito de Pt sobre a superficie do eletrodo de
GPE

Para os experimentos de reducéo de Oz sobre Pt de alta area superficial, o
eletrodo de GPE foi platinizado por eletrodeposicio em uma solucdo tampéao
fosfato 0,1 mol L™}, em pH 7,0, contendo 5 mmol L™ de H2PtCls, em temperatura
ambiente. O eletrodo de GPE foi rotacionado a 2500 rpm durante a
eletrodeposicédo, a qual foi conduzida por cronopotenciometria a —400 PA por 5
minutos, ou até cessar a variacdo do potencial com o tempo. Em seguida, o
eletrodo platinizado foi imerso em uma solu¢io de H2SO4 0,5 mol L™ para a
caracterizacdo da superficie com relacdo ao comportamento eletroquimico de
HSO4 sobre a Pt, a 25 °C, e também para limpa-la, por meio de voltametrias
ciclicas (aproximadamente 25 ciclos) entre —0,3 Ve 1,1 V vs ECS, a 20 mV s-1. A
solucdo de eletrdlito foi de-areada por 10 minutos com Ng antes de cada
experimento. O recobrimento de Pt foi calculado a partir da carga envolvida na
oxidacdo de uma monocamada de monéxido de carbono, a 20 mV s™, pré-
adsorvida sobre a superficie da Pt a -0,2 V vs ECS, em H2SO4 0,5 mol L. O
eletrélito foi entéo substituido por solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™, em pH 5,0,
e saturada com Oz enquanto o eletrodo era rotacionado a 2500 rpm. A reducéo de
O: foi registrada por voltametria ciclica a 5 mV s™ e 0 °C. Esse procedimento foi

repetido em diferentes valores de pH, para o intervalo entre 5,0 e 8,0.

4.8 Inibicao da catalise de reducao de O:

Solucoes de NaF, NaCl, NaNs e KCN para adicdo na célula eletroquimica
foram preparadas pela dissolucdo dos sais em tampéo fosfato de s6dio 0,1 mmol
L™ em pH 6,0 e 25 °C. Para cada inibidor, foi empregado um intervalo de
concentracoes distinto, devido as diferencas nas capacidades de inibicdo dos

anions: 0-10 mmol L™ para N3~, 0-12 mmol L™ para CN~, 0-135 mmol L™ para
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F~ e 0-1,6 mol L™ para Cl". Aliquotas de cada inibidor, contendo volume e
concentracio pré-estabelecidos, eram injetadas a solucdo em intervalos de tempo
previamente determinados, e a variacdo da atividade catalitica era registrada por
voltametria ciclica ou cronoamperometria. Oxigénio era inserido na célula de
forma constante ao longo de todo o experimento e o eletrodo de trabalho era
rotacionado a 2500 rpm.

Para os experimentos com metanol, cada concentracdo foi preparada
separadamente, pela mistura de agua/metanol seguindo a percentagem, em
massa, de metanol em agua referente ao valor da concentracdo desejada. Em
seguida, a mistura era dividida em duas solugoes de volumes iguais, sendo a uma
delas adicionada o componente acido do tampéo e, a outra, o componente basico.
O pH era, entao, ajustado ao valor desejado pela mistura dessas duas solucoes,
na temperatura dos experimentos (25 ©°C). As concentracées de metanol
empregadas foram: 0,311 mol L™ (1% m/m), 0,93 mol L™ (3% m/m), 2,155 mol L™
(7% m/m), 4,56 mol L™ (15% m/m), 8,908 mol L™ (30% m/m) e 12,205 mol L™
(42% m/m).
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5 Resultados e Discussao
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5.1 Caracterizacao espectroscépica da MvBO

A Figura 16 mostra o resultado da verificacdo da pureza das amostras, em
eletroforese em gel de poli-acrilamida (EGPA), ap6s o processo de purificacdo da
bilirrubina oxidase (descrita na secdo 4.4). Foram empregadas diferentes
condicbes as amostras de enzima, variando-se parametros como aquecimento,
adicdo de Dodecil Sulfato de Sédio (DSS) e B-mercatoetanol. Em geral, nao foi
verificada nenhuma diferenca entre as amostras de enzima purificada e néao-
purificada, sendo as enzimas fornecidas comercialmente com alto teor de pureza
em relacdo a presenca de diferentes tipos de moléculas como contaminadores.
Entretanto, se faz necessaria a purificacdo do material para se separar as
moléculas ativas das inativas, presentes na forma de “yellow multicopper
oxidases”. 115 De fato, é possivel observar a separacio entre bandas azuis (blue
copper enzymes — MvBO) e bandas amarelas (yellow copper enzymes) na coluna

cromatografica, durante o processo de purificagao (vide Figura 12 na secéo 4.4).

1 2 3 6 7
194kDa
120kDa '

89 kDa

|

64 kDa ;
- — .. |
2 |

Figura 16. Eletroforese por DSS-EGPA para MvBO purificada e ndo purificada. Nao foram
observadas diferencas significativas entre bilirrubina oxidase purificada e né&o purificada.
Eletroforese sob diferentes condigdes: Pogo 1: Marcador (Kaleidoscope Prestained BioRad); Pogo 2:
MvBO pura + DSS + B-mercaptoetanol + aquecimento; Poco 3: MvBO impura + DSS + B-
mercaptoetanol + aquecimento; Poco 4: MvBO pura + DSS sem [B-mercaptoetanol sem
aquecimento; Poco 5: MvBO impura + DSS sem p-mercaptoetanol sem aquecimento; Poco 6:
MvBO pura + DSS sem B-mercaptoetanol + aquecimento; Pogo 7: MvBO impura + DSS sem [-
mercaptoetanol + aquecimento; Poco 8: MvBO pura + DSS + (B-mercaptoetanol sem aquecimento;
Pogo 9: MuBO pura + DSS + B-mercaptoetanol sem aquecimento; A desnaturagio por aquecimento
foi feita a 100 °C, por aproximadamente 5 minutos.
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Para as amostras que nao foram submetidas a desnaturacido por
aquecimento a 100 °C, nao foram observadas bandas referentes a moléculas de
diferentes massas moleculares, sugerindo que a MvBO seja uma proteina de
extrema estabilidade em ambientes biologicos, devido a resisténcia a acdo de DSS
e B-mercaptoetanol, ndo sofrendo desenovelamento. Por outro lado, as amostras
submetidas ao tratamento térmico revelaram bandas em diferentes posicoes, as
quais surgiram pelo desenovelamento da estrutura tridimensional da maior parte
das moléculas de enzima, causando o aumento do coeficiente de friccdo e
alteracao dos tempos de retencédo (todas as diferentes bandas estdo em posigoes
acima das bandas em 64,2 kDa). Além disso, uma pequena fracdo das moléculas
permaneceu enovelada, cujas bandas estdo na mesma posicdo daquelas em que
nenhum tratamento térmico foi empregado. Esse comportamento foi observado
tanto na presenca quanto na auséncia de 3-mercaptoetanol.

A razdo de absorbancia Azso/Asoo para a MvBO apés a purificacdo foi 27,
quase metade da razdo de valor 41 obtida antes das etapas de purificacdo da
proteina. Todas as proteinas absorvem em 280 nm, mas somente enzimas
contendo o atomo de cobre Tipo 1 absorvem em 600 nm (transferéncia de carga
Ligante-Metal do enxofre da Cisteina C457 para o Cu Tipo 1, no caso da MvBO).
Com a diminuicdo da razao A2so/Asoo, verifica-se que a quantidade de proteinas
presentes como impurezas (yellow copper enzymes) e/ou MvBO desnaturadas, que
absorvem em 280 nm mas nédo em 600 nm, foi diminuida durante as etapas de
purificacdo, como pode ser visto na Figura 17A. Além disso, resultados obtidos
com eletrodos GPE para a reducao de O2 catalisada por MvBO adsorvida sobre o
grafite, tendo sido modificados ou ndo por acoplamento de sal de diazonio das
funcoes naftoicas, mostraram maior corrente para eletrodos modificados com
MvBO purificada (cerca de 20% - Figura 17B). Nao obstante, os mesmos
experimentos empregando metais como suporte eletréodico resultaram em
menores durabilidade do filme e reprodutibilidade dos resultados ao usar
enzimas impuras em relacio as enzimas purificadas (resultados ndo mostrados).
Como base dos resultados usando metais como suporte, nos experimentos
realizados entre 20 e 25 °C para a reducdo eletrocatalica de O2 por MvBO néo

purificada a atividade foi pouco detectada apés 30 minutos de reacdo, ao passo
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que a atividade da proteina permaneceu detectavel por algumas horas quando a

enzima purificada era empregada no eletrodo.
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Figura 17. (A) Espectro de UV/Vis para a MvBO antes e depois da purificacdo. A banda de
absorcéo em 600 nm se refere a Transferéncia de Carga Ligante-Metal (TCLM) entre o enxofre da
cisteina 457 (Scis) e 0 atomo de cobre Tipo 1 (Cu T1). Tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 5,0,
25 °C. (B) Comparacido do desempenho da reducdo de oxigénio catalisada por MvBO nio-
purificada e por MvBO purificada, imobilizadas em eletrodos de GPE modificados de forma
idéntica por A6A2N. Condicdes: 0 °C, tampao fosfato de sédio 0,1 mol L™* em pH 6,0, 2500 rpm, 1
bar Oq.
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Para avaliar a atividade das enzimas, foram realizados experimentos de
espectroscopia eletronica de absorcdo de luz na regido do ultravioleta/visivel
durante a ocorréncia da reacdo entre bilirrubina oxidase e o substrato ABTS (2,2’-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)). ©Foram  feitas varreduras de
comprimento de onda ao longo do tempo, observando as modificagoes dos perfis de
absorcao conforme os produtos de reacdo eram formados, além de estudos
cinéticos, em que o comprimento de onda foi fixado em um determinado valor de
interesse, e a variacdo da absorcao foi registrada em funcao do tempo.

Os espectros de absorcédo de luz UV para a reacéo entre bilirrubina oxidase
e ABTS estdao mostrados na Figura 18. Observa-se a diminuicédo do pico referente
ao ABTS* em 340 nm e surgimento do pico referente ao produto formado

(ABTS*) em 410 nm.

340 nm -

Absorbancia

7 7

450 500

300 350 400
Comprimento de onda / nm

Figura 18. Espectro de absorcéo de luz UV para a reacéo entre bilirrubina oxidase (2,6 nmol L™
e ABTS (30 pmol L™) em tampio fosfato de sédio 0,1 mol L™ e pH 5,0, a 25°C, em funcéo do
tempo. Variacdo da absorcio em 340 nm representa o consumo de ABTS™? e em 410 nm
representa a formacédo de ABTS™.
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Fixando o monocromador no comprimento de onda de consumo do
substrato (340 nm) e registrando a variacéo da absorbancia em funcgdo do tempo,
foi possivel determinar a atividade de cada uma das amostras de enzima. O valor

da atividade enzimatica foi calculado utilizando a equacéo (1), 51

”[Ak:ji]“wﬂ.[gABTs.b]-l}.loﬁ

Atividade = { . 5
[Proteina Totalymol L™)]

= X (U,U mo—rllroteina : (1)

onde d[Abs]/dt é o coeficiente angular das curvas de absorbancia vs tempo na
faixa de velocidade inicial da reacéo (entre 5 e 25 segundos iniciais — Figura 19), €
é o valor da absortividade molar do ABTS (3,45 x 104 L mol™* ecm™) e b é o
caminho éptico na cubeta (1 cm).

1 U é definida como a quantidade de enzima necessdria para converter 1 ymol L™

de ABTS por minuto em pH 6,0 e 25 °C.

Atividade especifica = 2484 U umol_l_
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Figura 19. Variacdo da absorcdo de luz UV em 340 nm para o reagente ABTS (30 pmol L)
durante reacdo com bilirrubina oxidase purificada (2,3 nmol L™), em tampéo fosfato de sédio 0,1
mol L™e pH 5,0, a 25 °C, em funcéo do tempo.
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A concentracédo total de proteina para as solucoes estoque de bilirrubina
oxidase purificada e nao-purificada foi determinada pela curva de absorcéo
(realizada a 200 nm min™) para diferentes aliquotas de enzima adicionadas &
cubeta, e pela divisdo da absorcédo em 280 nm por 95230 L mol™ cm™ (esse valor
de coeficiente de extingdo molar foi calculado a partir da sequéncia de
aminoacidos da enzima, através do software online ProtParam - Expasy
Proteomics Server (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html). Veja
APENDICE A para maiores detalhes.

Para os ensaios de atividade especifica da bilirrubina oxidase referente a
oxidacao de ABTS, 2 pL. de uma solucéo estoque de bilirrubina oxidase diluida 50
vezes (resultando na concentracio de 2,3 nmol L™ de proteina total dentro da
cubeta) foram adicionados a 3 mL de solucéo tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™,
pH 6,0 e 24 °C, contendo 30 pmol L™ de ABTS, e a variacdo da absorcdo em 340
nm foi imediatamente registrada. A atividade da enzima foi determinada pela
taxa de conversdao de ABTS2 em ABTS", medida pela diminui¢do da absorg¢io em
340 nm com o tempo. A taxa de diminuicdo da absorcao (inclinacdo da curva na
velocidade incial, entre 5 e 25 segundos) foi entdo dividida pelo coeficiente de
extin¢do molar do ABTS (3,45 x 104 L mol™ cm™), o comprimento da cubeta (1
cm) e a concentracdo total de proteina (veja equacédo (1)). Esse experimento foi
repetido por trés vezes para ambas as amostras de enzima purificada e néo-
purificada.

A atividade especifica para a MvBO purificada resultou em um valor médio
de 2484 U pmol™ e para a MvBO néo-purificada o resultado foi de 1632 U pmol .
Considerando a massa molecular da enzima (64200 Da), o valor da atividade
especifica em unidade de massa é 38,7 U mg* de proteina total para a enzima
purificada e 25,4 U mg ' de proteina total para a enzima néo-purificada. Dessa
forma, o procedimento de purificacdo da proteina aumentou a pureza em 51% a
partir da razdo das absorcoes Asago/Asoo, corroborando o aumento de 52% na

atividade especifica da proteina apds purificacao.
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5.2 Caracterizacao eletroquimica da MvBO

5.2.1 Reducao de Oz catalisada por MvBO adsorvida em GPE modificado

Bilirrubina oxidase (EC 1.3.3.5 — bilirrubina:oxigénio oxidoredutase),
produzida por uma gama de organismos incluindo fungos, bactérias e animais,
catalisa a oxidacdo de alguns tetrapirréis, como a bilirrubina, difenéis e aminas
aromaticas, com o O2 como aceptor de elétrons. Assumindo uma condicdo em que
os elétrons envolvidos na oxidacdo desses compostos orgéanicos sejam fornecidos
diretamente por um eletrodo que esteja eletricamente em contato com a enzima
adsorvida em sua superficie, o resultado seria a observacdo da reducéo

bioeletroquimica de Oz através de uma curva com a forma mostrada na Fig. 20
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Figura 20. Correlacéo entre a curva de redugio da enzima sobre a superficie do eletrodo com a
referente etapa de reacdo descrita no mecanismo proposto por Solomom et al. 116 e ilustrando
como os elétrons fluem da superficie do eletrodo em direcido ao atomo de cobre T1 da bilirrubina
oxidase.
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A bilirrubina oxidase contém um arranjo especial dos quatro atomos de
cobre que segue exatamente a mesma estrutura de aminoacidos contida em CotA,
ascorbato oxidase, CueO, lacase, ceruloplasmina, Fet3p, e PcoA. 7. 42, 117
Baseando-se na estrutura da lacase CotA, o alinhamento da sequéncia de
aminoacidos entre a lacase CotA de Bacillus subtilis e a bilirrubina oxidase de
Myrothecium verrucaria revela uma identidade geral maior 35% e identidade
local do sitio ativo ao redor dos atomos de cobre de 100%. 9. 118 O atomo de Cu
Tipo 1 esta localizado a 1,2—1,3 nm do cluster trinuclear formado pelo Cu T2 e os
dois cobres T3. A estrutura local compreendendo esse sitio ativo, representado
pela Figura 21, é crucial para a extraordinaria atividade catalitica das “blue” Cu

oxidases para a reducao de Oo.

H398

Organico

Figura 21. Representacio tridimensional do sitio ativo da lacase CotA (PDB code:1gsk) e
presumido como estrutura do sitio da bilirrubina oxidase. Todos os aminoacidos ligantes sdo
conservados de forma idéntica em MvBO, CotA, Fet3p, CueO, ceruloplasmina, ascorbato oxidase,
tree lacase e PcoA. Os numeros se referem aos residuos de aminoacidos da MvBO. 114, 118  Um
aspartato (D105) é proposto como sendo o doador de prétons durante a reacédo de reducdo de Oa.
Os cobres no cluster trinuclear Tipo 2/Tipo 3 estédo representados por esferas na cor marrom. O
cobre Tipo 1 esta representado pela esfera azul. As esferas vermelhas representam espécies
oxigenadas ligadas ao cluster trinuclear.
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Os atomos de cobre Tipo 1 e Tipo 3 estdo ligados por uma curta sequéncia
Histidina(H456)-Cisteina(C457)-Histidina(H458) que é conservada em blue Cu
oxidases e pode promover o caminho para a rapida transferéncia de elétrons
entre estes atomos. 119 O Cu Tipo 1 esta coordenado por duas histidinas (H398 e
H462) e pela cisteina (C457) que esta adjacente as histidinas (H456 e H458) que
ligam os dois atomos de Cu Tipo 3. O Cu Tipo 1 também esta fracamente
coordenado a uma metionina (M467) a qual é um fator determinante do potencial
de reducao do sitio ativo, mas néo esta presente em todas as blue Cu oxidases. 120
As coordenacgdes ao redor do cluster Tipo 2/Tipo 3 sdo compostas somente por
histidinas (trés ligadas em cada Cu Tipo 3 e duas ligadas ao Cu Tipo 2).
Geralmente, esse cluster também esta ligado a espécies oxigenadas provenientes
da reducéo de Oz ou troca com solventes. 6 114 Na estrutura da CotA, um ligante
peroxido foi modelado dentro do espaco entre os atomos de Cu Tipo 3. 120

Para proteinas ‘blue’ Cu simples como azurina ou plastocianina, é bem
sabido que o centro Tipo 1 realiza rapida transferéncia de elétrons. 121 Em ‘blue’
Cu oxidases, o Cu Tipo 1 esta localizado préximo a superficie da proteina e,
portanto, é proposto que este atomo serve como aceptor imediato de elétrons dos
substratos organicos. Os elétrons sdo transferidos, um de cada vez, para os
atomos do cluster Tipo 2/Tipo 3, onde Oz é reduzido a H20. 116, 122,123 Ag mais
recentes medidas do potencial de reducao do Cu Tipo 1, E°rz, em bilirrubina
oxidase de Myrothecium verrucaria resultaram em valores de +660 e +670 mV vs
SHE, em pH 7,0. 12¢ Experimentos em que o potencial de reducido do Cu Tipo 1
foi deslocado para valores mais negativos por alteracdo do sitio de coordenacao
dos substratos através de mutagenese dirigida mostraram que o E°r: influencia
diretamente na determinacéo do potencial em que a eletrocatalise se inicia. 75 125
O valor de E°r: é significante também pelo fato de ainda n&o ser conhecido o
potencial do cluster Tipo 2/Tipo 3, que define, de fato, o potencial de reducao de
O2 a H20. Estudos espectroscopicos detalhados do mecanismo catalitico
conduzidos por Solomon e colaboradores tém identificado dois intermediarios
altamente ativos que, sdo produzidos como se segue: (a) Oz reage com a enzima
totalmente reduzida (todos os Cu estao na forma (I)) com constante de reagdo na

ordem de 2 x 106 M-1s-1, gerando o ‘intermediario peroxi’ (peroxy-intermediate —
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PI), onde a molécula de Oz foi reduzida por dois elétrons e uma das ligacoes O-O
é preservada; (b) PI reage rapidamente para produzir a espécie conhecida como
‘intermediario nativo’ (native intermediate — NI) em que os quatro atomos de
cobre estdo na forma 2+ e os elementos da molécula original de O2 se mantém
ligados ao cluster Tipo 2/Tipo 3 como pontes “oxo” e “hidroxo”; (c) o estado
totalmente reduzido da enzima pode ser recuperado por transferéncia rapida de
quatro elétrons e quatro prétons, produzindo e liberando duas moléculas de H20.
O mecanismo acima descrito esta representado de forma mais detalhada na

Figura 22.
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Figura 22. Mecanismo proposto por Solomon et al.- 116 para as etapas reacionais de reducdo de
oxigénio molecular catalisada por multicobre oxidases como lacase, ascorbato oxidase e
bilirrubina oxidase.

Uma vez que os dois estados oxigenados PI e NI sdo altamente reativos e,
provavelmente, poderosos oxidantes, seria muito incomum que pudessem ser
“titulados” numa condicdo de equilibrio. Entretanto, um estado totalmente
oxidado (estado de repouso) é conhecido, contendo um tunico OH- ligado ao cluster
Tipo 2/Tipo 3. Esse estado de repouso é formado muito lentamente a partir do NI
e recebe elétrons muito lentamente no processo de ativacdo que gera a enzima

totalmente reduzida. Para entender o ciclo catalitico em mais detalhe é
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importante se questionar como os elétrons sao transferidos tao rapidamente para
os estados oxigenados através do atomo de Cu Tipo 1.

Em um trabalho recente envolvendo eletrocatalise de reducao de oxigénio
molecular por uma ‘blue’ Cu oxidase, lacase, foi demonstrado um nitido aumento
da corrente e estabilidade da reacdo pela adicido de funcées aromaticas
policiclicas a superficie de um eletrodo de grafite usando reacdo de acoplamento
eletroquimico de sal de diazonio, descrita por Savéant e colaboradores. 105-107 = A
explicacdo empregada foi que as funcées aromaticas promoveram a fixacdo da
enzima ao eletrodo por interacdo com o sitio hidrofébico de ligacdo do substrato.
Bilirrubina oxidase oferece vantagem frente a lacase por ser ativa em valores
mais altos de pH e, além disso, despertou-se o interesse em como a enzima
poderia se ligar de forma semelhante a superficie do eletrodo, permitindo a
transferéncia direta de elétrons e possibilitando uma melhor caracterizacdo do
sobrepotencial de reducdo de Oz catalisada pela enzima. Para tanto, foi
investigada uma gama de compostos aromaticos para a modificacdo da superficie
do eletrodo GPE, sem o beneficio de se ter uma estrutura detalhada da enzima
para analise das caracteristicas do sitio ativo da proteina. Como discutido mais
adiante, foi identificada uma molécula em particular (acido 2-naftéico), baseada
na estrutura molecular do substrato bilirrubina, e que foi ligada a superficie
“edge” de um eletrodo de grafite pirolitico pela posicdo ‘6’, promovendo um
aumento da adsorcéo da enzima sobre o grafite. Essa modificacio possibilitou um
estudo mais profundo sobre a relagdo corrente—potencial, resultando em alta
atividade catalitica. Com o suporte de resultados obtidos em outros eletrodos,
como grafite nido modificado e Platina, foi possivel quantificar propriedades
cataliticas da enzima, como o baixo sobrepotencial de reducéao de Oq.

A Figura 23 mostra os voltamogramas ciclicos da reducao de Oz catalisada
por MvBO, medidos em tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™ (pH 6,0), a 5 mV s,
saturado com Ogz. Esses experimentos comparam as densidades de corrente
obtidas pela enzima simplesmente adsorvida sobre o GPE nédo modificado, a 0 °C,
com as obtidas pela enzima adsorvida sobre a superficie modificada do GPE em 0
°C e 25 °C. A curva em vermelho mostra ciclos sucessivos (3 e 4) para o eletrodo

modificado com A6A2N-MvBO a 25 °C, revelando que a resposta eletroquimica é
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estavel. A comparacao direta entre as curvas a 0 °C destaca a maior densidade de
corrente alcancada por MvBO adsorvida a superficie do GPE modificado com
A6A2N. Independentemente de a bilirrubina oxidase ser adsorvida sobre a
superficie modificada ou ndo modificada do eletrodo de GPE, o valor do potencial
de circuito aberto medido ao inserir o eletrodo na solucdo tampao em pH 6,0,
saturado com Oz, era 820 mV, apenas 56 mV menor que o potencial
termodinamico de reducao do par O2/2H20 no mesmo pH (876 mV vs SHE). Além
disso, o formato da curva de reducdo é o mesmo para ambos os eletrodos

modificado e ndo modificado.
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Figura 23. Reducao de Oz catalisada por bilirrubina oxidase adsorvida em GPE nao modificado e
GPE modificado com A6A2N. Dois ciclos sdo sobrepostos (preto e vermelho) a 25 °C. Tampéao
fosfato de sédio 0,1 mol L™ em pH 6,0 (5 mV s! e 2500 rpm). Densidades de corrente
normalizadas por area geométrica do eletrodo, 0,031 cm?2.

5.2.2 Reacao de acoplamento do sal de diaz6nio

A superficie de grafite pode ser modificada por reacido com sal de diazo-
arila pela aplicacdo de calor ou de um potencial de reducdo, para formar uma

ligacdo covalente entre a superficie e o grupamento arila, com desprendimento de
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gas nitrogénio (Figura 24). Reacoes adicionais podem ser usadas para modificar

quaisquer substituintes meta- ou para- de forma similar.

HoN Y NaNO2 N,
H*, 5°C
-N,
+ *N, Y — Y
pu

Figura 24. Formacédo do sal de diazonio durante a rea¢édo com nitrito de sédio e acoplamento a
superficie do eletrodo por reducio eletroquimica

.

Superficie do Grafite
Superficie do Grafite

O sal de diazonio é formado pelo tratamento de aminas priméarias com
acido nitroso, como esquematizado na Figura 25. O composto formado é instavel
quando o substituinte R é um grupamento alquila, que perde imediatamente a
funcdo N2+ na forma de gas nitrogénio para formar um carbocation planar,
relativamente estavel. Por outro lado, se a funcido R for um grupamento arila, o
carbocation formado pela perda de nitrogénio é menos estavel que o carbocation
planar de alquila, devido a carga positiva ser localizada em um orbital sp? e nao
delocalizada ao redor do anel aromatico. Assim, a perda da funcéo N2+ na forma
de gas nitrogénio ocorre muito lentamente, sendo os sais de diazo-arila mais
estaveis, 126 especialmente a temperaturas baixas entre 0 e 5 °C, como é a

condicdo em que a reacio é conduzida nesse trabalho.
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Figura 25. Mecanismo da reacéo de formacéo do sal de diazénio durante reacdo com nitrito de
sodio.
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Esse método tem sido usado para derivar uma ampla variedade de
superficies, incluindo metais como ferro,127. 128 ouro, 129 paladio, 130 ligas de
cobre-aluminio, 131 e semicondutores de silicio 130,132,133 e arseneto de galio. 130
Para carbono, os exemplos sdo numerosos. Carbono vitreo tem sido modificado
muito freqiientemente por essa técnica, 134142 assim como nanotubos de
carbono,143-146  diamante 147-149 e varias outras formas de carbono. 150, 151

O acoplamento de diazonio tem sido usado especificamente para imobilizar
enzimas a superficies eletrédicas. Carbono vitreo modificado com sais de diazo-
arila contendo ligantes nitriloacético ou iminodiacético, substituidos na posicédo
para- e quelados com ions Cu(II) ou Ni(II), resultaram em superficies que se
ligam especialmente as histidinas da estrutura quaternaria de enzimas,
especialmente de horseradish peroxidase. 136 Hidrogenase de Desulvibrio gigas
foi covalentemente imobilizada em eletrodos de carbono pela formacdo de uma
monocamada de grupos 4-aminofenila que foram estabilizados na superficie do
eletrodo por reducdo eletroquimica do sal de diazonio de 4-nitroanilina e
sucessiva reducdo do grupo nitro. Na superficie da enzima existem varios
residuos de acido glutdmico que, ao reagir com carbodiimida, formam uma ligacao
covalente com os grupos amina presentes na superficie do grafite, com uma
orientacdo favoravel a transferéncia direta de elétrons. 152 De forma similar, um
eletrodo modificado com grupamentos 4-fenilacéticos foi ativado por carbodiimida
e acoplado a glicose oxidase simplesmente por imersdo do eletrodo na solucdo de

enzima. 153

5.2.2.1 Espectroscopia vibracional de absorcao na regidao do

Infravermelho in situ com Transformada de Fourier

A espectroscopia de FTIR in situ permite determinar e estudar espécies
quimicas em solugdo e/ou adsorvidas sobre o eletrodo. Com esta técnica, pode-se
verificar a reacdo de adsorcdo do acido 6-diazo-2-naftéico sobre a superficie do
ouro (Au), permitindo identificar o adsorbato e o produto formado.

Os experimentos de FTIR in situ foram realizados utilizando-se uma célula

espectro-eletroquimica modificada, conforme ilustrada na Figura 26. 154
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Figura 26. (A) Detalhes da célula de infravermelho adaptada para medidas de FTIR in situ. (B)
Ilustracéo da configuragio de filme fino de eletrdlito entre a janela prismatica do infravermelho e
o eletrodo estabelecido durante a medida. 154

Este estudo foi realizado utilizando-se uma configuracdo de camada fina,
onde o eletrodo de trabalho (eletrodo de ouro policristalino) é pressionado contra
uma janela planar de modo a se formar uma camada fina de eletrélito entre
ambos (cerca de 10 pm de espessura), Figura 26B.

Para a obtencao dos espectros realizou-se, inicialmente, a aquisicdo de um
espectro de referéncia, Ro, que relaciona a intensidade da radiacdo que chega ao
detector e as freqiiéncias associadas. Este espectro é coletado a um potencial em
que nao ha processos eletroquimicos acontecendo na camada fina (corrente
faradaica nula). Os espectros por reflectancia foram calculados por R/Ro onde R
representa o espectro da amostra no potencial em estudo e Ro o espectro da
amostra no potencial de referéncia. O espectro de referéncia, Ro, foi coletado em
0,48 V vs ECS. Bandas positivas nos espectros sio referentes a formacdo de
espécies e bandas negativas referentes ao consumo de espécies.

Neste estudo de varredura de potencial, o eletrodo de trabalho foi
polarizado em 0,48 V e saltos potenciostaticos a cada 0,02 V foram realizados no
intervalo de potencial entre 0,48 e —-0,3 V, acompanhando-se o surgimento e a
variacdo da intensidade da banda de estiramento simétrico Diazo-aromatico,
—C=N*"=N"(1390 cm ™ e 1330 cm™). A Tabela 4 abaixo apresenta os modos de
vibracéo e as respectivas freqiiéncias.
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Tabela 4 — Valores de frequéncia de estiramento das espécies. 155

Frezg::ﬁ{;ma Espécies
1390 -C=N"=N" (estiramento simétrico)
1330 -C=N"=N" (estiramento simétrico)
1280 —-COOH (Aromatico)
1085-1030 ~OH (Aromatico)
890-870 —-C-H (Naftaleno substituido)

Todos os espectros sdo normalizados com relagdo ao Ro, de forma a
revelarem somente as diferencas existentes entre as condi¢oes de polarizagdo. Os
espectros coletados sdo uma média de 16 interferogramas com resolucéo espectral
de 8 cm™. As medidas foram realizadas no espectrémetro Nicolet Nexus 670, com
janela planar de ZnSe e equipado com um detector MCT. Este sistema foi
acoplado a um potenciostato Solartron.

A Figura 27 mostra a variacdo dos espectros de infravermelho com a
diminuicdo do potencial aplicado durante a reducédo eletroquimica para o
acoplamento do sal de diazonio sobre a superficie do eletrodo.

O surgimento das bandas em 1329 cm™ e 1385 cm™ conforme o potencial
aplicado varia de 0,38 V até -0,3V vs ECS evidencia o consumo da espécie
—-C=N"=N", resultante da formacéo da ligacdo do carbono na posicio ‘6’ do anel de
naftaleno com o eletrodo (e consequente alinhamento das moléculas sobre a
superficie do eletrodo de ouro) e liberacdo de N2 na solugdo. Ao mesmo tempo em
que essas bandas surgem nos espectros, evidenciando a adsorcio das moléculas
sobre o eletrodo, o perfil da curva de reducdo do sal de diazonio revela a
ocorréncia da reacdo através da corrente catédica observada a partir de 0,38 V
(linha vermelha na Figura 27B), em comparacdo ao branco do eletrodo (linha
preta na Figura 27B). Além disso, é possivel também observar o surgimento das
bandas referentes aos estiramentos descritos na Tabela 4, resultantes da
orientacdo das moléculas na superficie do eletrodo. Vale ressaltar que os
estiramentos de —OH aromatico em 1085 cm ™ e 1030 cm ™ se referem & molécula
do alcool 6-diazo-2-naftol presente como subproduto (10%) do acido naftéico
estudado, como informado pelo fornecedor fabricante.
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Figura 27. (A) Espectros de FTIR in situ da eletro-reducéo de 0,19 mol L™ do &4cido 6-diazo-2-
naftéico durante o acoplamento de diazdénio sobre a superficie de ouro, em funcédo do potencial.
Espectro de referéncia Ro = 0,48 V vs ECS. (B) Reducéo eletroquimica de 0,19 mol L™ do acido
acido 6-diazo-2-naftéico por salto potenciostatico a cada 0,02 V, 20 segundos em cada potencial.

HCI1 0,1 mol L™ em dgua/etanol 50:50.
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5.2.2.2 Compostos investigados para imobilizacdo da MvBO

Compostos apresentando baixa polaridade e/ou comprimentos de até um
anel aromatico, tais como 2-aminoacridina (2AAc), 2-aminocriseno (2Ac), 4-
aminobenzonitrila (4ABN), 4-aminotiofenol (4ATF), 4-benziloxianilina (4BOA), 1-
aminoantraceno (1AA) e 2-aminoantraceno (2AA), empregados como
modificadores da superficie de GPE para adsorcdo de MvBO, resultaram em
correntes cataliticas menores que aquelas obtidas para a MvBO adsorvida sobre o
eletrodo de GPE nao modificado. Entretanto, modificadores contendo carboxilas
na estrutura, como acido 4-aminobenzéico (A4AB), acido 4-aminofenil acético
(A4AFA) e acido 6-amino-2-naftéico (A6A2N), resultaram em maiores correntes
eletrocataliticas em comparacdo ao eletrodo ndo modificado, mas em nenhum
caso foi observada variacdo no formato dos voltamogramas para a reducéo de Oa.
Foi, entao, selecionado o acido 6-amino-2-naftéico para todos os experimentos com
a MvBO devido as mais intensas e estaveis densidades de corrente
proporcionadas por esse composto. A Figura 28 ilustra a estrutura molecular de
todos os modificadores empregados no estudo da funcionalizacdo do eletrodo de

GPE modificado com MvBO.
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Figura 28. Representacdo das estruturas moleculares dos compostos estudados como
modificadores para a superficie de grafite na tentativa de aumentar o recobrimento por MvBO. (1)
1-Aminoantraceno (1AA); (2) 4-Aminobenzonitrila (4ABN); (3) 2-Aminoantraceno (2AA); (4) 2-
Aminocriseno (2Ac); (5) 2-Aminoacridina (2AAc); (6) 4-Aminotiofenol (4ATF); (7) 4-
Benziloxianilina (4BOA); (8) Acido 4-Aminofenilacético (A4AFA); (9) Acido 4-Aminobenzéico
(A4AB); (10) Acido 6-Amino-2-Naftéico (A6A2N).
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Figura 29. Comparacdo entre as curvas de reducdo de O: catalisada por MvBO adsorvida a
superficie de GPE modificada pelas moléculas modificadoras representadas na Figura 28: (1) 1AA;
(2) 4ABN; (3) 2AA; (4) 2Ac; (5) 2AAc; (6) 4ATF; (7) 4BOA; (D MvBO adsorvida fisicamente, sem
modificacio; (8) A4AFA; (9) A4AB; (10) A6A2N. A molécula (10) resultou na maior densidade de
corrente e mais longa estabilidade, e foi escolhida para a investigacdo da MvBO. Tampéao fosfato
de sédio 0,1 mol L™, em pH 5,5. Voltametrias ciclicas obtidas a 5 mV s, 0 °C e 2500 rpm.

Os voltamogramas para a modificacdo da superficie de GPE com todas as
moléculas investigadas estéo ilustrados em detalhes no APENDICE B.

A Figura 29 mostra os voltamogramas para a reducao de Oz catalisada por
MvBO adsorvida sobre a superficie de GPE (esse eletrodo em especial possuia
area de 0,049 cm?2) modificada com os compostos empregados na tentativa de se
aumentar o recobrimento com a enzima. Claramente, observa-se a grande
densidade de corrente obtida pelo eletrodo modificado com a molécula de Acido 6-
Amino-2-Naftéico (A6A2N), e escolhida como modificador essencial para o
melhoramento do recobrimento da superficie do grafite pela enzima. Devido a
maior densidade de corrente, a vida util desse eletrodo foi maior, e a queda de
corrente relativa se apresentou mais lenta para esse modificador em relacédo as
outras moléculas estudadas (dado ndo mostrado).

Tanto a densidade maxima de corrente quanto a maior durabilidade do

eletrodo foram alcancadas pela modificacdo da superficie do eletrodo de GPE por
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dois ciclos de voltametria ciclica em solucdo do sal de diazonio. A Figura 30
mostra as correntes de redugdo de Oz para os eletrodos modificados por diferentes
numeros de ciclos durante o acoplamento das funcées naftéicas a superficie do

grafite.
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Figura 30. Comparacio entre as curvas de reducédo de Oz catalisada por MvBO adsorvida sobre
as superficies de GPE modificadas com acido 6-Amino-2-Naftéico por diferentes niimeros de ciclos
durante o acoplamento de diazénio. Tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™, em pH 6,0. Voltametrias
ciclicas medidas a 5 mV s, 0 °C e 2500 rpm.

A auséncia de uma estrutura cristalografica resolvida para a bilirrubina
oxidase de Myrothecium verrucaria torna dificil prever como a enzima interage
com a superficie modificada de GPE. Entretanto, duas observacoes sao de
particular importancia. Primeiro, o fato do perfil da curva nao se alterar de forma
significativa entre os experimentos conduzidos com GPE modificado com A6A2N
ou com GPE nao modificado sugere que a modificacdo da superficie simplesmente
aumenta a densidade de um grupo funcional similar ja presente na superficie do
eletrodo, o qual é necessario para uma interacido niao covalente entre enzima e
grafite. Segundo, um grupo carboxilico ligado a um segmento aromatico parece
ser importante para imobilizar a bilirrubina oxidase numa orientacdo que

permita maior proximidade do sitio ativo da enzima a superficie do eletrodo,
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favorecendo a transferéncia rapida de elétrons. Uma proposta semelhante foi
recentemente feita com relacédo a estudos com lacase, 195 em que a modificacio
de um eletrodo de GPE com certas moléculas poliaromaticas aumentou a corrente
catalitica e a estabilidade do eletrodo: no caso, foi proposto que funcées organicas
hidrofébicas como antraceno e criseno interagem fortemente com a regido
proxima ao Cu Tipo 1, onde os substratos organicos se ligam naturalmente. A
funcdo aromatica que melhora a eletro-atividade do eletrodo de filme de
bilirrubina oxidase contém uma carboxila na extremidade mais distante da
cadeia aromatica de anéis fundidos com relagciao ao atomo de carbono (contendo o
grupamento amina) que se liga a superficie do eletrodo, gerando segmentos de
“hidrofobicidade mista”, i.e. uma sessdo hidrofébica formada pela parte
naftalinica e uma sessdo hidrofilica, formada pela funcdo carboxilica. Vale
ressaltar que a estrutura molecular do substrato principal da bilirrubina oxidase,
a bilirrubina, é um tetra-pirrol contendo dois grupos carboxila em uma das
extremidades da molécula, compondo um segmento polar (carboxilas) e um
segmento hidrofébico (anéis pirrélicos). A importancia de se ter uma funcéo
carboxilica ligada aos anéis hidrofébicos das folhas de grafeno que compdéem a
superficie do eletrodo de GPE para interacdo com a bilirrubina oxidase é
consistente com estudos recentes 156,157 que mostram a importéancia da carboxila
em eletrodos de ouro modificados com monocamadas de tiéis ou nanotubos de
carbono.

Com o intuito de tornar mais clara a importancia das funcées organicas
carboxilicas sobre a superficie do eletrodo para o eficiente acoplamento das
moléculas de enzima, os mesmos estudos descritos acima foram conduzidos sobre
diferentes superficies eletrédicas, como o carbono vitreo, cuja superficie nao
apresenta as mesmas caracteristicas quimicas e eletroquimicas que a superficie
‘edge’ do grafite pirolitico, e p6 de carbono (Vulcan XC-72) apresentando area
superficial em torno de 200 m? g™ e grupos funcionais organicos carboxilicos e
carbonilicos resultantes da quebra das particulas e estrutura do material.

A Figura 31 mostra as curvas de reducio de oxigénio molecular catalisada
por MvBO adsorvida fisicamente sobre a superficie do carbono vitreo,

representada pela linha vermelha, e também pela enzima adsorvida sobre a
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mesma superficie apés a modificacio com o acido 6-amino-2-naftéico,
representada pela linha azul, como descrito anteriormente para o eletrodo de
GPE. Nitidamente, é possivel observar o aumento da corrente em
aproximadamente quatro vezes apos a modificacdo da superficie do carbono vitreo
com o A6A2N antes da adsorcdo da enzima, exatamente como observado para a
superficie do eletrodo de GPE. Porém, a enzima adsorve fracamente e em pouca
quantidade sobre a superficie limpa’ do carbono vitreo (como pode ser visto pela
baixa atividade da enzima) ao passo que no eletrodo de GPE a MvBO adsorve

fortemente e em maior quantidade.
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Figura 31. Reducdo de Oz catalisada por bilirrubina oxidase adsorvida fisicamente em Carbono
Vitreo ndo modificado (linha vermelha) e Carbono Vitreo modificado com A6A2N e MvBO (linha
azul). Voltamogramas ciclicos obtidos a 5 mV s™, 25°C e 2500 rpm. Tampéo fosfato de sédio 0,1
mol L™ em pH 6,0. Densidades de corrente normalizadas por drea geométrica do eletrodo, 0,196
cm2,

Dessa forma, fica evidente a importancia de se ter fungdes organicas
aromaticas contendo grupos carboxilicos nas extremidades para interacdo com a
estrutura quaternaria da bilirrubina oxidase, e de forma eficiente para o
favorecimento da transferéncia direta dos elétrons entre enzima e eletrodo. Além

disso, torna-se também importante uma futura investigacdo a respeito das
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possibilidades de aumento da estabilidade da proteina sobre a superficie do
eletrodo apos a modificacdo. Esse interesse surgiu dos resultados obtidos com a
MvBO fisicamente adsorvida sobre particulas de carbono Vulcan XC-72,

depositadas sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo, como mostrado na

Figura 32.
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Figura 32. Reducédo de O: catalisada por bilirrubina oxidase adsorvida fisicamente em Carbono
Vulcan XC-72 néo modificado. (A) voltamogramas ciclicos consecutivos, a 5 mV s, 25 °C e 2500
rpm, conduzidos ao longo de 12 horas continuas de atividade da enzima. (B): Grafico de IIl vs
tempo para a verificacdo da estabilidade do filme catalitico obtido por adsorcdo simples. Os
valores de corrente utilizados foram os maximos de corrente para cada curva, a 345 mV. Tampéo
fosfato de sédio 0,1 mol L™ em pH 6,0. Densidades de corrente normalizadas por drea geométrica
do eletrodo, 0,196 cm2.

As densidades de corrente obtidas para a reducao de O2 por MvBO
fisicamente adsorvidas sobre as particulas de carbono Vulcan resultaram em
valores altos, instigando a possibilidade de aplicacdo direta nas células a
combustivel e comparacio com os valores de densidade de corrente obtidos para
catalisadores metalicos a base de Platina, quando normalizados por area
geométrica. 2 158-161  Como as particulas de carbono possuem caracteristicas
quimicas semelhantes as caracteristicas apresentadas pelo grafite pirolitico, as
enzimas adsorvem muito fortemente e em grande quantidade. Dessa forma, altas
densidades de corrente podem ser obtidas, principalmente se o eletrodo para

aplicacdo na célula a combustivel for confeccionado de forma apropriada.
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Entretanto, em operacdo continua em solucéo, a vida 1util do eletrodo se mostrou
ainda limitada, de tal forma que apés 12 horas de atividade a corrente caiu mais
de 75% em relacédo a corrente inicial, como pode ser visto no Painel A da Figura
32. Logo apods a modificacao do eletrodo, foram registradas as curvas de reducéo
de O através de sucessivos ciclos de voltametria, a 5 mV s e 2500 rpm de
rotacdo do eletrodo, podendo ser observada uma rapida diminuicdo da corrente
durante os 40 primeiros ciclos, mas alcancando uma assintota a medida que a
queda da corrente diminui com o tempo, como mostrado na Figura 32B (descricao
detalhada sobre a estabilidade da enzima se encontra na secao 5.5.3).

Devido a metodologia desenvolvida para a modificagdo da superficie do
eletrodo com o acido 6-amino-2-naftéico fazer uso de grande quantidade de alcool
em solucdo, nao foi possivel conduzir tal modificacdo sobre as particulas de
grafite, pois o alcool causa o desprendimento por completo das particulas de
carbono da superficie do eletrodo, restando somente exposta a superficie do

eletrodo suporte de carbono vitreo.

5.2.3 Efeitos da velocidade de rotacao do eletrodo na corrente catalitica

Com o intuito de verificar a dependéncia da corrente de reducéo de oxigénio
com a velocidade de rotacdo do eletrodo, foram realizados experimentos de
cronoaperometria em que foi variada a velocidade angular do eletrodo, mostrados
na Figura 33. Como conseqiiéncia, verificou-se que, em todos os casos,
comportamento seguindo o modelo de Koutecky-Levich foi obtido. Em baixas
rotagdes, a corrente € proporcional ao inverso da raiz quadrada da velocidade
angular do eletrodo, ao passo que em altas rotacées, a corrente se torna
independente da velocidade angular. Dessa forma, foi escolhida a velocidade
angular de 2500 rpm como condicdo padrdo para a realizacdo dos demais
experimentos, principalmente por apresentar discrepancias infimas de corrente
em relacdo a valores obtidos a 3600 rpm e velocidades superiores. Além disso,
segundo a teoria do transporte de massa por convecgdo 162164 para o valor de

2500 rpm nao ocorre fluxo turbulento dos reagentes dentro da solucdo, de tal
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forma que a movimentacdo dos ions e reagentes segue um padriao controlado

(fluxo laminar).
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Figura 33. Grafico da dependéncia da corrente catalitica de reducdo de oxigénio com a velocidade
angular do eletrodo de GPE modificado com A6A2N-MvBO. (A) Cronoamperometria do filme
catalitico em 100 mV vs ECS. Os numeros acima da curva indicam a velocidade angular do
eletrodo, em RPM. (B) Grafico de Koutecky-Levich para dependéncia linear da corrente com a
velocidade angular do eletrodo. A extrapolacdo da magnitude da corrente para a rotacdo infinita
resultou em corrente apenas 2,2% maior que a corrente obtida a 2500 rpm. Condi¢ées: 3 mm?2,
tampéo fosfato de sédio (TFS) 0,1 mol L™, em pH 6,0, 25 °C, 1 bar Oa.

5.2.4 Efeitos da temperatura na corrente catalitica

A Figura 34 mostra os voltamogramas ciclicos para a reducdo de O2 em
diferentes temperaturas, todos a 5 mV s-1 e com o eletrodo rotacionando a 2500
rpm, velocidade angular em que a corrente independe da velocidade de rotacao
(secao 5.2.3). O eletrodo empregado para esse experimento havia sido preparado
dois dias antes e usado durante esse periodo para outros experimentos. O grafico
interno a Figura 34 mostra a dependéncia da corrente catalitica com a
temperatura, medida a +340 mV vs SHE. A corrente aumenta linearmente de 0
°C a 30 °C e depois diminui conforme a temperatura aumenta acima desse
intervalo, devido a inativacao das enzimas (secdo 5.5.3), sugerido pela diferenca

de corrente entre o primeiro e o terceiro ciclos, sob as mesmas condi¢des (grafico
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interno). Baseado nessa observacdo, todos os demais experimentos foram

realizados a 25 °C ou menos.
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Figura 34. Voltamogramas ciclicos para a reducéo de Oz em um eletrodo de GPE modificado com
A6A2N-MvBO de dois dias de uso, registrada como funcdo da temperatura. Dependéncia da
temperatura medida em tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™ em pH 6,0, e 2500 rpm. Gréfico
interno mostra a dependéncia da corrente catalitica com a temperatura, derivada das correntes
medidas em +340 mV vs SHE.

Foi proposto recentemente que os voltamogramas de eletrocatalise por
enzimas adsorvidas podem apresentar dispersdes das taxas de transferéncia
interfacial de elétrons entre as populacées de moléculas de enzimas adsorvidas
sobre o eletrodo de forma ndo homogénea. 165 O modelo prevé que a inclinacéo
da curva I vs E aumenta com a temperatura (uma maior temperatura aumenta a
taxa de turnover no sitio ativo e a transferéncia interfacial de elétrons deve
também aumentar para manter a atividade — secdo 5.2.6). Para MvBO, porém, o
aumento da temperatura néo alterou significativamente o formato das curvas,
como pode ser visto na Figura 35A, em que a normalizacdo independente das
correntes de reducdo de oxigénio em diferentes temperaturas revelaram uma
sobreposicao das curvas. Em outras palavras, as pequenas diferencas observadas

para a sobreposicdo das curvas na Figura 35A se devem a inativacdo natural do
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filme catalitico, em que ocorre a diminuigdo da corrente com o tempo, como visto

anteriormente na Figura 32A.
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Figura 35. (A) Voltamogramas ciclicos para a redu¢do de O2 em um eletrodo de GPE modificado
com A6A2N-MvBO, mostrados na Figura 34, normalizados separadamente para o intervalo [0,1],

usando a relacdo i'=(i-i_ )/(i e representados juntos para a mesma escala. (B) Grafico

max L min) ’
de Arrhenius para determinacdo da energia de ativacio da reacdo em pH 6,0 e em pH 8,0, usando
os valores de corrente em sobrepotencial aplicado de 532 mV em relagao ao potencial reversivel do
par redox O2/2H20 para cada valor de pH.

A Figura 35B mostra o grafico de Arrhenius, logaritmo do médulo da
corrente (em sobrepotencial aplicado de 532 mV em relacdo ao potencial
reversivel do par redox O2/2H20) versus o inverso da temperatura, de onde foi
determinada a energia de ativacdo da reacdo de reducédo de oxigénio catalisada
por MvBO sob condigdes de pH 6,0 e pH 8,0. Os valores obtidos para a energia de
ativacdo da reacéo foram de 25,2 kJ mol™ em pH 6,0 e de 28,6 kJ mol™ em pH
8,0. Esses valores sdo préoximos aos valores entre 20 e 25 kJ mol ! obtidos para a
mesma reacdo sendo catalisada por ligas metalicas comumente utilizadas em
células a combustivel convencionais. 158, 159, 166  Encontra-se na literatura que a
reacdo ocorrendo sobre os catalisadores convencionais de Pt, ligas de PtsNi e
Pt3Co, e também para monocristais de PtsCo, em que os valores de energia de
ativacdo se encontram dentro do intervalo mencionado, segue o mesmo
mecanismo. Entretanto, o mecanismo compreendendo a redugdo de oxigénio

catalisada por enzimas envolve diferentes parametros e etapas néo presentes no
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mecanismo catalisado por metais. Dentre as mais importantes, destacam-se a
difusdo do oxigénio através da estrutura da proteina, transferéncia de proétons
entre a molécula de oxigénio e os aminoacidos envolvidos na reacio, localizados
proximo ao sitio ativo da proteina, e as préprias caracteristicas bioquimicas da
proteina que afetam diretamente o resultado final da reacdo. Devido a
complexidade na reducdo enzimatica de oxigénio, a comparacdo direta dos
parametros termodinamicos entre catalise enzimatica e inorganica se torna
dificil, muitas vezes até inviavel, e requer analises mais precisas, como descritas

mais adiante.

5.2.5 Efeito do pH e do suporte eletrédico na corrente catalitica

A Figura 36 mostra a dependéncia da corrente catalitica, e também do
perfil da curva de reducao, com o pH da solucéo, obtidos a 0 °C e 2500 rpm para
um mesmo filme catalitico usado nas solucées de diferentes valores de pH, e que
se manteve estavel durante todo o periodo de experimentacio. O grafico interno a
Figura 36 mostra a dependéncia direta da corrente com o pH, medida a um
sobrepotencial constante de 535 mV relativo ao potencial termodinamico de
reducdo do par O2/2H20, e revela que o intervalo aparente 6timo de pH para a
enzima esta entre 5,5 e 6,0 e que em pH 7,0 a enzima ainda catalisa a reducéo de
O2 em mais da metade da corrente maxima naquele intervalo. Ha uma nitida
alteracao no formato do voltamograma quando o pH é aumentado. Em pH 5,5 a
corrente mostra uma constante e quase linear dependéncia com o potencial para
uma regido além de 0,4 V, ao passo que em pH 8,0 o voltamograma diminui sua

amplitude e apresenta um perfil quase sigmoidal.
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Figura 36. Voltamogramas ciclicos para a reducio de Oz em um eletrodo de GPE modificado com
A6A2N-MvBO de dois dias de uso, registrada como funcdo do pH, e medida a 0 °C. Grafico
interno mostra a dependéncia corrente—pH derivada da corrente medida em sobrepotencial
constante de 535 mV (relativo ao potencial reversivel do par O2/2H20 em cada valor de pH
medido). Os experimentos foram conduzidos em tampédo fosfato de sédio 0,1 mol L™ com pH
ajustado ao valor desejado na temperatura de trabalho, velocidade de varredura de 5 mV s-1 e
2500 rpm.

A dependéncia da corrente com o pH observado na Figura 36 reflete o pKa
do(s) grupo(s) envolvido(s) na transferéncia de prétons durante a reducdo de Oz a
agua. Tem sido proposto 118 que os prétons envolvidos na reacao séo transferidos
via um residuo de aspartato (D105 na Figura 21), préximo ao cluster trinuclear
Tipo 2/Tipo 3. Esse aminoacido é conservado na maioria das multicobre oxidases
e possui pK, de aproximadamente 5,4. 114 Kataoka et al. 114 verificaram uma
diminuicdo na atividade especifica da MvBO de 24 para 11 U mg-! quando D105
foi substituido por um residuo de Glu, por meio de mutacao genética dirigida, e
uma diminuicéo para 1,2 U mg-1 quando D105 foi substituido por um residuo de
Ala. Assim, a menor corrente obtida em maiores valores de pH é, portanto,
atribuida a carboxila do D105 néo estar suprida com H+ para a reacao de reducéo

de Oo.

86



< L2+ TFSO0,1molL™" - 0-1°C - 2500 rpm 1
"g Lo _ Corrigido para pH 0,0 1,234 V__
E ’ . | Normalizagao [0,1] :

g 0,8} e

|

3 o6l ——pH5,0 | |
Z. ——pH5,5 !

3 0,4} ——pHG60 1

5 ——pH65

g 0,2 ——pH7,0 | |

——pHT75
O 0.0 ——pH 8,0 : i
’ . ] . ] . ] . ] . ] . L4y
06 07 08 09 1,0 1,1 1,2 1,3

E/V uvs SHE

Figura 37. Voltametrias ciclicas para a reacdo de reducio de oxigénio catalisada por GPE
modificado com A6A2N-MvBO, em que os potenciais aplicados foram corrigidos para pH 0,0 e as
correntes foram normalizadas para o intervalo [0,1], mostrando a dependéncia do formato da
curva de reducéo de oxigénio com o pH do eletrélito. Tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™, 5 mV s,
0-1 °C, 2500 rpm.

A Figura 37 mostra a variacdo do formato da curva de reducido de oxigénio
conforme o pH do eletrélito foi aumentado, de tal forma que o aumento do valor
do pH do meio altera a curva para um formato mais sigmoidal, ao passo que em
baixos valores de pH as curvas apresentam um perfil mais ‘linearizado’,
indicando possivel alteracdo de algum parametro cinético envolvido no
mecanismo da reacdo. Para facilitar a comparacéo entre as curvas de reducio de
oxigénio em diferentes valores de pH, foi feita a correcdo dos intervalos
experimentais de potencial para o valor ideal padrao de pH 0,0 e a normalizacao
das magnitudes maxima e minima das correntes para cada curva, de forma
independente, para dentro do intervalo [0,1], assim como foi feita para as curvas
em diferentes valores de temperatura. Essa normalizacdo também possibilitou a
observacdo da diminuicdo do valor do sobrepotencial de reacédo, ou inicio da
reacdo de reducao, com o aumento do pH, apesar da corrente catalitica diminuir
consideravelmente (Figura 36). Essa diminuicdo do valor do sobrepotencial da

reacdo com o aumento do pH do eletrélito pode ser consequéncia de alteracoes na
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estrutura da proteina, alteracdo na estrutura eletronica do atomo de Cu Tipo 1,
ou até mesmo alteracdo na orientacdo das moléculas de enzima, possivelmente
causadas por variagoes das densidades de carga na estrutura quaternaria da
proteina. Essas trés hipéteses afetam diretamente a energia necessaria para a
ocorréncia do tunelamento dos elétrons entre o A&tomo de cobre e a superficie do
grafite e, como consequéncia, causam alteracdes no formato das curvas de
reducao.

Para examinar se o formato das curvas é uma propriedade inerente da
enzima, foram comparadas as curvas obtidas por MvBO adsorvida sobre ambos
GPE nao modificado (Figura 38A) e AGA2N-GPE (Figura 38B), e sobre diferentes
materiais eletrédicos, como monocristais de Au(111) e Pt(111) (Figuras 38C e
38D, respectivamente), em que se obtiveram respostas cataliticas evidentes,
porém de baixa estabilidade. Cada experimento foi conduzido em pH 5,8. Os
voltamogramas ciclicos em condi¢oes anaerdbicas (linhas vermelhas) para Au e Pt
orientados para expor a face (111) revelaram caracteristicas indicativas das
superficies limpas de cada monocristal. 167, 168 A Figura 38C mostra os
voltamogramas ciclicos para o monocristal de Au(111l) em solugdo tampao
saturada com Oz (linha preta), bem como para a catalise promovida pela MvBO
adsorvida sobre Au(111) no mesmo eletrélito (linha azul). Uma diferenca de
aproximadamente 430 mV foi observada entre os potenciais de inicio da reacéo
catalisada por Au(111) e pela enzima adsorvida. A Figura 38D mostra os
resultados dos experimentos analogos conduzidos em Pt(111), onde a diferenca no
sobrepotencial (julgado pelo inicio da catalise, veja mais adiante) entre platina e
enzima foi de aproximadamente 160 mV, e a contribuicdo da bilirrubina oxidase

aparece claramente como uma pré-curva.
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Figura 38. Comparacido entre as reacoes de reducéo de Oz catalisada por MvBO imobilizada
sobre diferentes materiais: (A) adsorcéo simples em GPE; (B) GPE modificado com A6A2N; (C)
Adsorcao simples em Au(111); (D) Adsorcdo simples em Pt(111). A superficie do monocristal foi
caracterizada em eletrélito saturado com argénio, a 50 mV s (linhas vermelhas), depois no
mesmo eletrélito saturado com oxigénio, a 5 mV s (linhas pretas). As curvas obtidas por Metal-
MvBOads no eletrélito saturado com oxigénio, a 5 mV s™, estdo representadas por linhas azuis.
Todas as correntes foram normalizadas por area geométrica. Solucdo tampao fosfato de sédio 0,1
mol L™, pH 5,8, 20 °C.

A Figura 39 mostra uma comparacdo mais préoxima entre as curvas
cataliticas sobre os diferentes materiais eletrédicos. Para ajudar na comparacéo,
as correntes foram normalizadas independentemente para suas respectivas
magnitudes em +0.6 V vs SHE, trazendo as curvas para a mesma escala de
corrente. A sobreposicdo das curvas revela o grau de similaridade nos perfis
dentro de um intervalo de 0,2 V a partir do inicio da catalise. Esses resultados
sugerem que os dados eletroquimicos obtidos sdo inerentes a catalise bioquimica
de reducdo de Oz pela enzima e ndo dependem significativamente se o GPE foi

modificado ou se um material de natureza inteiramente diferente é empregado.
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Figura 39. Comparacédo entre os voltamogramas ciclicos para a redugio de O2 catalisada por
MuvBO adsorvida sobre GPE nao modificado (linha preta), AGA2N-GPE (linha vermelha), Pt(111)
(linha azul) e Au(111) (linha verde). Grafico interno: as correntes de reducéo catalitica foram
normalizadas separadamente para o intervalo [0,1], usando a relacdo i'=(i~i,)/(ime~imn)s ©

representadas juntas para a mesma escala.

A observacado de que o formato das curvas cataliticas é essencialmente o
mesmo (embora muito diminuido em magnitude e vida 1util) quando MvBO é
adsorvida sobre Au e Pt ao invés de GPE mostra que o perfil das curvas reflete
propriedades inerentes da enzima e néo fatores dependentes do material usado
como suporte e do método de imobilizacdo empregado nessa pesquisa. Essas
observacdes remetem a dois cenarios: ou as propriedades eletrocataliticas da
enzima sdo independentes das interacdes/orientacées com a superficie do
eletrodo, ou a eletroatividade obtida para os diferentes materiais empregados
resultou inteiramente de uma orientacdo dnica das moléculas com respeito ao
eletrodo. Consideracées estruturais baseadas na CotA lacase (cuja seqiiéncia é a
mais préxima a da MvBO) sugerem fortemente que uma orientacéo alocando o Cu

Tipo 1 préximo ao eletrodo deveria ser preferida. Um estudo recente sobre a
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reducdo eletrocatalitica de Oz por bilirrubina oxidase e um mutante em que o Cu
Tipo 1 foi modificado mostrou a importancia desse centro no potencial em que O2
é reduzido. 75

Tendo estabelecido que o formato da curva de reducdo de oxigénio
catalisada pela enzima é independente da natureza do material do eletrodo
suporte, foi entdo aplicado um modelo de dispersdo ao sistema, descrito em
detalhes por Léger e colaboradores, 165 e refinado posteriormente por Reda e
Hirst, 169 com a finalidade de analisar a dependéncia do formato da curva com o

potencial.

5.2.6 Modelagem do efeito de dispersao de taxas de transferéncia de

elétrons

Em qualquer reagio redox envolvendo enzimas eletroquimicamente ativas,
imobilizadas sobre um suporte eletrédico, a corrente catalitica obtida durante os
experimentos eletroquimicos apds a insercio do substrato a solucéo eletrolitica é
diretamente proporcional a taxa de turnover da enzima, e sua dependéncia com o
potencial aplicado ao eletrodo esta intrinsecamente relacionada aos parametros
termodinamicos e cinéticos de todo o ciclo catalitico. A forca motriz para a reacéo
catalitica é expressa na forma de potencial do eletrodo, o qual pode ser finamente
modulado enquanto a atividade catalitica é medida simultaneamente, e de forma
precisa, como corrente faradaica (corrente de turnover). Essa corrente resulta da
regeneracdo continua do sitio ativo da proteina por transferéncia interfacial de
elétrons (e é nessa etapa que a magnitude da corrente é diretamente proporcional
a taxa de turnover da enzima). A investigacio eletroquimica oferece oportunidade
singular de estudar a cinética da proteina, de uma forma néo possivel através da
bioquimica convencional, dado que voltamogramas e demais técnicas
eletroquimicas revelam a exata variacéo da atividade como funcéo do potencial do
eletrodo, e contém informacdes a respeito do potencial de reducéo, energia de

ativacdo, sobrepotencial, constantes de reacdo, entre outras. 170-172
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Para tanto, a transferéncia interfacial de elétrons entre a superficie do
eletrodo e o sitio ativo da enzima se caracteriza como etapa de significativa
importancia, também pelo fato de que uma eficiente transferéncia de elétrons
entre os componentes do sistema é crucial para a confiabilidade dos resultados e
correta interpretacdo dos mesmos. Entretanto, a natureza da interacdo entre a
superficie do eletrodo e as moléculas de proteina ainda néo é muito clara, envolve
muita especulacéo e exige investigacées mais precisas a respeito da comunicacéo
entre cada elemento, apesar das limitacoes experimentais. Dentro deste contexto,
a “homogeneidade” na transferéncia de elétrons deve ser considerada, uma vez
que diferentes taxas de transferéncia, oriundas de possiveis diferencas nas
orientacdes das moléculas de enzima sobre a superficie do eletrodo (vide nota na
pagina 29, secdo 2.2.2.1), afetariam diretamente a corrente catalitica, traduzida
em alteracdes no formato dos perfis voltamétricos quando algum parametro
termodinamico é alterado no sistema, como é observado no sistema desenvolvido
para a reducao de oxigénio catalisada pela MvBO com a variacdo de temperatura
(Figuras 34 e 35) e do pH (Figuras 36 e 37).

Entretanto, diferentemente da relacdo entre corrente e pH, o aumento da
temperatura néo alterou significativamente o formato das curvas, como pode ser
visto na Figura 35A, em que a normalizacdo independente das correntes de
reducéo de oxigénio em diferentes temperaturas revelaram uma sobreposicédo das
curvas. Em outras palavras, as pequenas diferencas observadas para a
sobreposicdo das curvas na Figura 35A se devem a inativacao natural do filme
catalitico (como pode ser observado pela diferenca de corrente entre os ciclos 1 e
3, no grafico interno a Figura 34).

Comportamento diferente com relacdo a dependéncia entre corrente e
temperatura é observado para a enzima Hidrogenase de Allochromatium
vinosum 165 em que o formato do perfil voltamétrico quasi-sigmoidal para a
oxidacdo de H2 em baixos valores de temperatura é alterado para um perfil linear
quando a temperatura é aumentada gradualmente a 60 °C, dentro de um
intervalo de potencial de 0,5 V. Essa inesperada linearidade se assemelha a um
sistema obedecendo a Lei de Ohm. Comportamento similar, porém menos

acentuado, foi observado para outras enzimas confinadas a superficies
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eletréodicas. 173-181  Tal comportamento levou Léger et al. 165 172  a proporem um
modelo de dispersdo de transferéncia interfacial de elétrons, explicado pela
possivel desordenacdo das moléculas de enzima sobre a superficie do eletrodo,
para investigar como tal dispersiao pode afetar os estudos eletroquimicos. De
forma geral, esse modelo assume que as enzimas adotam um espalhamento sobre
a superficie do eletrodo com orientacoes relativamente diferentes entre si, o que
coloca os sitios de entrada/saida de elétrons em disténcias variando entre dmin €
dmin + do da superficie do eletrodo.

Para o caso da reacdo de reducdo de oxigénio pela enzima bilirrubina
oxidase, objeto de estudo do presente trabalho, e com base nos resultados de
dependéncia da corrente catalitica com a variacdo da temperatura e do pH
mostrados acima e, tendo estabelecido que o formato da curva de reducio de
oxigénio catalisada pela enzima é independente da natureza do material do
eletrodo suporte, foi entdo aplicado o modelo de dispersdo ao sistema, com a
finalidade de analisar a dependéncia do formato da curva de reducdo com o
potencial, e influéncia da possivel alteracdo das orientacées das moléculas de
enzima sobre a superficie do eletrodo na corrente catalitica pela variacdo da
temperatura e do pH.

Em estudos convencionais de cinética enzimatica, o turnover da enzima é
medido como funcdo da concentracdo de varios reagentes, ao passo que pela
investigacdo eletroquimica é adicionado o fator potencial a analise, uma vez que
as taxas dos processos redox (e, portanto, o turnover) dependem do potencial do
eletrodo. De acordo com o modelo de Butler-Volmer, 90 a taxa de transferéncia
interfacial de elétrons aumenta exponencialmente com o sobrepotencial aplicado
ao eletrodo, 77, e consequentemente, a taxa de transferéncia de elétrons sempre
excedera, eventualmente, a taxa de conversao do substrato pelo complexo enzima-
substrato. De acordo com a teoria de Marcus, 91 182 g taxa de transferéncia
interfacial de elétrons atinge um maximo valor constante quando o
sobrepotencial aplicado se torna maior que a energia de reorganizacéo (7> A), e
que no caso limite em que 77<< A, a taxa de transferéncia interfacial de elétrons
se torna independente de A e passa a seguir o modelo de Butler-Volmer. Sob essas

consideracdes, assumindo que a taxa de conversdo bioquimica do substrato é
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independente do potencial do eletrodo, espera-se que os voltamogramas
resultantes apresentem aumento da corrente com o sobrepotencial durante as
etapas de ativacdo da reacdo e, em seguida, alcancem um limite maximo
(plateau) de corrente.

De forma genérica e ideal, é possivel derivar as equacdes para a corrente
correspondendo a reducdo direta de Oz, via quatro elétrons, catalisada pela
enzima bilirrubina oxidase adsorvida ao eletrodo, assumindo que o transporte de
massa em direcdo a superficie do eletrodo ndo é um fator limitante para a
corrente total. Outras consideracgdes também feitas sdo que a interacdo entre Oz e
o sitio ativo da enzima é muito rapida e o equilibrio é mantido constante, a taxa
de transferéncia de elétrons entre o eletrodo e o sitio ativo da enzima segue o
formalismo de Butler-Volmer, % a transferéncia de elétrons é mais rapida que o
turnover da proteina a altos valores de sobrepotencial (de tal forma que a
corrente limite, i1im, € alcancada), a condicéo de estado estacionario se aplica (nédo
ha variacdo na magnitude da densidade de corrente para velocidades de
varredura inferiores a 5 mV s, usada nos experimentos — dados néo mostrados)
e considera-se o ciclo reacional descrito de forma genérica no esquema 1 abaixo,

onde k; é a taxa com que O2 se liga ao sitio ativo da enzima, k , é a taxa com que

Oq se dissocia da enzima, antes de ser reduzido, e k, é a taxa de conversdo de Oz

em H20.

ks

E+ S 47—’ ES —— produtos
-1

K,
0, + Eg — PI S N1 (=E,)
k—l

kéEom )

SR

2H,0 4H*, 4e"

Esquema 1. Ciclo catalitico da reacdo de reducdo de Oz pela enzima bilirrubina oxidase,
mostrando as etapas bioquimicas (ligacdo da molécula de Oz com o sitio ativo da enzima (ki) e a
conversdo de estado PI para o estado NI (keat)) e eletroquimica (conversdo do estado NI para o

estado Er ( kétEO/R) ), consumindo 4H+ e 4e” e liberando 2H20.
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Neste mecanismo, o Oz reage com a enzima totalmente reduzida (Eg, todos
os atomos de Cu estao na forma (I)) com constante de reagido na ordem de 2 x 106
L mol! s1, gerando o ‘peroxy-intermediate’ (PI), onde a molécula de O2 foi
reduzida por dois elétrons e uma das ligacoes O-O é preservada; em seguida, PI

reage rapidamente (k_ =300 S*) para produzir a espécie conhecida como ‘native

intermediate’ (NI, que é o estado oxidado da enzima, Eo) em que os quatro atomos
de cobre estdo na forma 2+ e os elementos da molécula original de O2 se mantém
ligados ao cluster Tipo 2/Tipo 3 como pontes “ox0” e “hidroxo”; por fim, o estado
totalmente reduzido da enzima pode ser recuperado por transferéncia rapida de
quatro elétrons e quatro prétons, produzindo e liberando duas moléculas de
H20.116 A ‘recuperacdo’ ao estado no qual Oz se liga a enzima se da com a taxa

k,, a qual incorpora outras duas taxas elementares k_ (freqiiéncia de turnover
inerente ao sitio ativo da enzima, com valor da ordem de 300 s™) e kéEO’R) , que é a

taxa de transferéncia interfacial de elétrons para a reducdo eletroquimica da
proteina do estado Eo para o estado Er, dependente do potencial, relacionando-se

entre si pela equacéo (2):

k(EO/R) (2)

As taxas ideais de reducdo de Eo para Er e de oxidacdo de Er para Eo

dependem do potencial E do eletrodo de acordo com as equacdes:

~ . — | O/R _ F _
Reducéo: k, =k exp[ —ZRT(E EO,R)} (3)

. 5. — | LOR F _
Oxidacéo: k, o =ks exp{—ZRT (E EO,R)} (4)

sendo k'® a taxa de transferéncia interfacial de elétrons com sobrepotencial zero

(equilibrio), também chamada de constante de troca.
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A maxima corrente que pode ser obtida em condicdo de saturagdo do
substrato, i1im, depende da area do eletrodo (A), da taxa de recobrimento (/) e do

turnover da enzima (k_,), sob a relacdo i,, =—4FA/k, (F é a constante de

Faraday). A corrente reacional pode, entéo, ser escrita pela equacéo (5):

[ F Keat F
I i I —expl:ﬁ(E_EO/R)]l- KO'® EX[I|:2RT(E—EO,R)} (5)

Dessa forma, tem-se que trés parametros devem ser trabalhados para se

ajustar os dados experimentais a equacdo (5): o potencial de reducédo Eo/r,

K. /KSR e ilim.

Devido ao fato da transferéncia interfacial de elétrons ao longo do sitio
ativo da bilirrubina oxidase ser extremamente rapida, 116 assume-se que a taxa
total de transferéncia de elétrons depende apenas da distancia do acoplamento
eletronico entre o eletrodo e o cobre Tipo 1 préoximo a superficie da enzima, que é
a porta de entrada/saida de elétrons da proteina. A extensdo do modelo de
transferéncia de elétrons descrito acima se da pela consideracdo do efeito da
desordenacdo nas orientacdes das moléculas de enzimas sobre a superficie do
eletrodo com relacédo a distancia entre o atomo de cobre Tipo 1 e a superficie do
grafite, introduzindo uma dispersdo nas distdncias de tunelamento e, portanto,
uma dispersdo nas constantes de transferéncia interfacial de elétrons,

esquematizado na Figura 40.
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Figura 40. Ilustracao de duas orientacoes diferentes para a Bilirrubina oxidase sobre o eletrodo
de GPE, resultando em diferentes distancias d de tunelamento para a transferéncia interfacial de
elétrons. Para o caso da MvBO, acredita-se que a transferéncia de elétrons ocorre a partir do
eletrodo em dire¢do ao atomo de cobre T1, o qual se encontra préximo a superficie da enzima e
que repassa os elétrons para o cluster trinuclear de atomos de cobre T2/T3 através da cadeia His-
Cis-His de aminoéacidos ligando o Cu T1 aos dois atomos de Cu T3. 116

A taxa de transferéncia interfacial de elétrons em direcdo ao sitio ativo da
proteina diminui exponencialmente com o aumento da distancia de tunelamento,

d, entre o eletrodo e o 4&tomo de cobre Tipo 1 da enzima de acordo com a relacéo:

ko(d) =ks ™ exp-4d) (6)

onde k'™ =k{"*%) e Bé a constante de decaimento dependente do meio através do

qual o elétron é tunelado, representada graficamente pela Figura 41B, cujo valor

é tipicamente da ordem de 1 A™%. O produto Al é um determinante importante do

formato da curva de reducéo a altos valores de sobrepotencial aplicado. Dentro de
um determinado intervalo de distancias [dmin, dmax = dmin + do], assume-se que

todos os valores de d ocorrem com a mesma probabilidade (Figura 41A), ou seja,

p(d) = 1/do para d [dmin, dmax = dmin + do] (7)

A funcao quadrada foi escolhida por simplicidade, uma vez que tanto as

moléculas de enzima quanto o eletrodo apresentam formas irregulares e outras
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defini¢oes de caracteristicas dos elementos componentes ndo sdo significativos,
principalmente pelo fato da estrutura cristalografica da bilirrubina oxidase ainda
néo ter sido resolvida.

Combinando a funcido probabilidade para d (equacao (7)) e a dependéncia

de k, com d (equacéo (6)), a probabilidade da transferéncia de elétrons ocorrer

com um dado valor de k, é:

(Bdo) Kk, parak, O kg™ kg™
0 para qualquer outralor

p(ky) = (8)

min

com =k, exp(Ld,). A descricdo detalhada da derivacdo da equacéo (8) se

encontra no APENDICE C, e esta graficamente expressa pela Figura 41C.

S
- A
3 (®)
1//d()
0
- iy Amintdo d
T
z
B
“ (B)
L max f\\f\
0 \\\\\\\
Kk min AN R
0 TTT——
0 N
0 dmin ﬁ_1 dm1n+d0 d
3
& (©)
jol)
1/(Bdoko™) \
1/(Bdoleg™™) —
0
0 komm komz:uc K,

Figura 41. (A) grafico da funcédo probabilidade de d, a distancia através da qual ocorre o
tunelamento de elétrons entre o eletrodo e a enzima (equagéo (7)). (B) dependéncia de kg
(constante de transferéncia interfacial de elétrons sob sobrepotencial zero) com a distincia d
(equacdo (6)). (C) Funcao probabilidade resultante para ky (equacgdo (8)). Grafico retirado da
referéncia 165.
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Para obter uma equacéo representativa do formato das curvas de reducéo
de O2 como funcdo de um unico potencial de reducédo (Eomr), da freqiiéncia de

turnover da enzima, k_, e da constante de transferéncia interfacial de elétrons
em sobrepotencial zero, k,, a corrente expressa pela da equacdo (5) deve ser

integrada através da distribuicédo dos possiveis valores de k;,, dentro do intervalo

m

|:k0min ’ k(r)nax} (equagéo (8))’ pela integral i* = L:;:X I (ko) p(ko)dko ) com

k"™ = k™ exp(Ad,) e usando a notacéo reduzida e, = exp{%(E - EO,R)} , ou seja,

|_ _ komax 1 1 du (9)

de cuja integracéo se obtém a equacéo da corrente catalitica de reducao corrigida
pelo efeito de dispersdo de taxas de transferéncia de elétrons entre as moléculas

de MvBO e a superficie do eletrodo:

i L 1+eo,R+:O;a;x R
i* - lim 1+ In (10)
L) Bl | 1he, + K @2 expfpa,)

lembrando que €, =exp{%(E—EO,R)} e i, =—4FA/'k_. O desenvolvimento

completo da equacéo (10) esta descrito em detalhes no APENDICE D.

A partir da equacdo (10), é possivel ajustar curvas tedricas as curvas
experimentais utilizando dados conhecidos para os parametros cinéticos
presentes na equacio.

A Figura 42 mostra como os dados obtidos se adéquam a esse modelo,
sendo as curvas em preto representantes dos dados experimentais e as curvas em

vermelho referentes aos ajustes obtidos usando-se a equacéo (10).
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Figura 42. Modelagem dos voltamogramas cataliticos para as curvas de reducido de oxigénio no
intervalo de pH estudado. Painéis superiores mostram as varreduras no sentido catédico para as
curvas apresentadas na Figura 36 (preto) sobrepostas com o modelo proposto por Léger et al. 165
(vermelho). A condicdo de baixo pH resulta em um voltamograma em que a corrente aumenta
continuamente com o potencial (dominio da dependéncia do potencial, definida por uma pequena
dispersdo das orienta¢des das moléculas), ao passo que na condi¢io de alto pH o voltamograma
assume um formato mais sigmoidal, com potencial de meia onda préximo ao potencial de reducédo
do Cu Tipo 1. Painéis inferiores (em azul) mostram os residuos do fitting (na escala de corrente de
nA) do modelo as curvas experimentais.

Para todos os voltamogramas mostrados na Figura 34 e aqueles abaixo de
pH 7 na Figura 36, o produto Ao resultante é 8,4 + 0,4 (parametros de ajuste
mostrados na Tabela 5 e representado na forma de graficos de barras na Fig. 43).
Assim, para todas as combinacées de temperatura e pH investigadas, o formato
das curvas de reducdo de oxigénio catalisada pela MvBO é explicado por
similares graus de heterogeneidade das taxas de transferéncia de elétrons na
superficie do eletrodo, i.e. as enzimas apresentam orientacées muito similares

sobre a superficie do eletrodo para as diferentes condicdes estudadas,
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principalmente na investigacdo da dependéncia da corrente com a temperatura,
sendo essa ultima o paradmetro a causar maior influéncia em alteracées na
orientacdo de moléculas de enzima sobre a superficie do eletrodo. Com base nos
valores de Bentre 10 e 12 nm ™, 165 os resultados sugerem que ha uma variacéo
méaxima de apenas 1 A na distancia para transferéncia de elétrons com a variacéo
de temperatura, para todas as moléculas de enzima em contato eletronico com o
eletrodo (Figura 43), uma vez que as distancias calculadas residem em torno de 6

A. Em outras palavras, ha uma uniformidade de orientacdes de enzimas na

superficie do eletrodo.

Tabela 5 — Parametros de ajuste e dados da qualidade do ajuste tedrico as curvas experimentais
( XZ) para os voltamogramas de reducéo de Oz catalisada por MvBO.

pPH T/°C Eca/Vvs SHE log(Kcat/kgmax) Bdo iim / pA X2

5,0 0 0,724 -0,621 8,31 -3,16 6,32 x 10+
5,0 0 0,723 -0,686 8,51 -3,24 8,21 x 10+
5,5 0 0,714 -0,612 8,11 -3,49 1,06 x 10-3
6,0 0 0,682 -0,869 8,24 -3,09 1,08 x 10-3
6,5 0 0,668 -1,030 8,57 -2,95 1,30 x 10-3
7,0 0 0,630 -1,810 8,86 -1,37 4,81 x 10+
7,5 0 0,622 -1,862 9,78 -1,24 2,26 x 104
8,0 0 0,605 -2,202 9,87 -0,68 6,98 x 10-5
6,0 0 0,670 -0,695 8,40 -1,44 9,84 x 10-5
6,0 5 0,672 -0,713 8,30 -1,90 1,77 x 10+
6,0 10 0,662 -0,906 8,89 -2,19 2,86 x 104
6,0 15 0,670 -0,787 8,20 -2,68 3,22 x 10+
6,0 20 0,674 -0,809 8,20 -3,20 4,26 x 104
6,0 25 0,674 -0,886 8,25 -3,59 5,30 x 104
6,0 30 0,672 -0,992 8,32 -3,87 6,13 x 10
6,0 35 0,668 -1,167 8,59 -3,73 6,57 x 104
6,0 40 0,673 -1,194 8,69 -3,62 4,50 x 10+
5,8 20 0,661 -1,012 6,02 -0,23 8,84 x 10-8

1. Dados em italico se referem a enzima adsorvida sobre Au(111).

o

Ajustes baseados na varredura catédica para cada curva.

3. Uma linha de base foi ajustada as curvas de reducédo, em um ponto antes do inicio da
reacéo, e incorporada no modelo.

4. y? =Z(im _iexp) /n, onde o somatério é feito abrangendo o intervalo de potencial usado no

ajuste e n é o numero de medicoes de corrente dentro desse intervalo.
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Figura 43. Variacéo dos valores de do (em A) e &do (adimensional) em funcéo (A) da temperatura
(em pH 6,0) e (B) do pH (a 0 °C). O comportamento observado para a pequena variacdo nos valores
de do com o0 aumento da temperatura (painel A), sugerindo vasta homogeneidade na orientacéo
das moléculas de MvBO sobre a superficie do eletrodo de grafite pirolitico, corroboram a
sobreposicédo das curvas de reducdo em diferentes valores de temperatura apés a normalizacéo da
corrente (Figura 35A) e a proposta do d4tomo de Cu T1 ser a porta de entrada/saida de elétrons da
enzima. O aumento nos valores de (o a partir de pH 7 (painel B) é reflexo do aumento nos
valores de kymax (Figura 45).

Esse resultado é totalmente consistente com a teoria de que os elétrons

entram na enzima através de um tunico sitio da proteina, e que a interpretacéo é
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que o sitio contendo o Cu Tipo 1 é operativo em todos os casos. Além disso, a
homogeneidade na orientacdo das moléculas sobre a superficie do eletrodo
corrobora a sobreposicdo das curvas de reducdo de oxigénio em diferentes
temperaturas quando as densidades de corrente sdo normalizadas para o
intervalo [0,1], mostrada na Figura 35A. Em ouro, Ado é significativamente
menor, cerca de 6,0, sugerindo que a dispersao de orientagdes sobre a superficie
de Au(111) seja ainda menor (Figura 44). Essa diminuicdo pode ser racionalizada
pela altamente ordenada e lisa superficie do Au(111): a proteina pode tanto estar
imobilizada de forma mais préxima ao eletrodo quanto pode haver menos efeitos
de interacéo lateral entre moléculas de enzima e eletrodo para a transferéncia de

elétrons, devido ao baixo fator de rugosidade do eletrodo.
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Figura 44. Modelagem da varredura no sentido catédico para a curva de reducio de Oz catalisada
por MvBO adsorvida sobre a superficie de Au(111), sobrepostas com o modelo proposto por Léger
et al. 165 Curva em preto representa os dados experimentais e a curva em vermelho representa o
ajuste da curva. O painel inferior (azul) mostra a variacdo do residual de ajuste da equacéo (10) a
curva experimental.

Conforme o pH aumenta e a atividade total diminui, a razio Keaty/komax
também diminui. Para o ajuste tedrico das curvas, foi mantido um valor
constante de keat para todos os ajustes (300 s™), observando-se um aumento nas
taxas de kgm2x com o aumento do pH, indicando que a taxa de transferéncia de
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elétrons entre o eletrodo e o sitio ativo das enzimas se torna mais efetiva em altos
valores de pH (Figura 45D). Variando-se o valor de ket para mais ou para menos,
os valores de kgm2x variaram no sentido oposto. Porém, independentemente dos
valores inseridos para Keat, foi observado o aumento do valor de kom2x com o
aumento do pH. Esse efeito pode ser usado para explicar os menores valores de
sobrepotencial observados para a reacdo de reducdo em maiores valores de pH,
mostrados na Figura 36. Em pH 7,0, sobre grafite, o produto Ado aumenta para
préoximo de 10. A razdo kea/kom2x, a qual influencia o formato da curva em baixos

sobrepotenciais, 196,156,165 diminui por um fator de aproximadamente 10 além do

esperado para menores taxas cataliticas (Figura 45).
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Figura 45. Variacio dos parametros Eomr, iiim € log(k.afko'~) com a temperatura (painel (A)) e com
o pH (painel (B)) e variacdo de ko™ com a temperatura (painel (C)) e com o pH (paiBg) fa solucdo
eletrolitica para a reacéo de redugio de Oz catalisada por MvBO adsorvida sobre a superficie do
eletrode GPE modificado com A6A2N. Para os painéis A e B, as linhas azuis representam a
variacdo de Eor; linhas vermelhas representam a variagio de iim; linhas pretas representam a
variacdo de log(K.a/ko™). Tampéo fosfato de sédio (TFS) 0,1 mol L%
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Essas modificacoes refletem um deslocamento no fator determinante da
reacdo para a eletrocatalise, e a transferéncia intramolecular de elétrons deve ser
inerentemente rapida, dado o eficiente caminho de tunelamento dentro da
enzima. 116, 18 A catalise em baixos valores de pH é controlada pela taxa de
transferéncia de elétrons, a qual aumenta conforme o sobrepotencial também
aumenta. Outra consideracdo é a possibilidade de uma interacdo fraca entre
enzima e eletrodo em altos valores de pH (o pKa do imidazol da histidina é
aproximadamente 6), causando alteracoes nas propriedades eletrostaticas da
superficie da enzima. O enfraquecimento das interacdes, permitindo a enzima
explorar outros caminhos para a transferéncia de elétrons entre o eletrodo e o Cu
T1, poderia levar a uma maior taxa de transferéncia interfacial. Essa idéia foi
originalmente proposta para um eletrodo de ouro modificado com proteina
periplasmica (citocromo csss™ de Aquifex aeolicus) — “proteina em uma corda” —

o qual apresentou rapida taxa de transferéncia de elétrons, inesperadamente. 184

5.3 Caracterizacao bioquimica do filme de AGA2N-MvBO

Para ajudar a resolver o complexo formato da curva de reducéo
eletrocatalitica de Oz sob diferentes condi¢ées, uma série de experimentos foi
conduzida para estabelecer os parametros cinéticos gerais (Km, a constante de
Michaelis-Menten) e a corrente maxima independente da concentracdo de O:
(imax, proporcional a frequéncia de turnover e ao recobrimento da superficie) como
funcées do pH e do potencial do eletrodo. A Figura 46A mostra uma série de
experimentos de cronoamperometria realizados com o mesmo filme de GPE
modificado com A6A2N-MvBO, usando um intervalo de concentracoes de Op,

mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6 — Erros absoluto e relativo no fluxo de gas para a determinacio de Ku € imax.
Ar/sccm2 Oz2/scemP Fracaode Oz [Oz2] / mM Glo21/ mM  01o2/[Oz2]

0 996 100,0% 1,300 0,037 2,9%
436 560 56,2% 0,731 0,024 3,2%
681 315 31,6% 0,411 0,017 4,2%
819 177 17,8% 0,231 0,014 6,3%
896 100 10,0% 0,130 0,014 10,4%
940 56 5,6% 0,073 0,013 18,1%
965 31 3,2% 0,041 0,013 31,9%
976 20 2,0% 0,026 0,013 50,1%

2 25 scem de incerteza experimental do fluximetro
b 10 scem de incerteza experimental do fluximetro

Como mostrado na secdo 5.2.3, experimentos foram realizados para se
determinar a dependéncia da corrente com a velocidade angular do eletrodo,
verificando-se que, em todos os casos, comportamento seguindo Koutecky-Levich
foi obtido (a baixas rotacdes, a corrente era proporcional ao inverso da raiz
quadrada da velocidade angular, mas a altas rotacdes, a corrente se tornava
independente da velocidade angular, secdo 5.2.3). Para todos os experimentos
seguintes, foi usada a rotacdo minima de 2500 rpm para garantir que a corrente
nao fosse limitada por transporte de massa. Os experimentos foram realizados
todos em sequéncia, usando um unico eletrodo de GPE modificado com
A6A2N-MvBO: retornando a condicdo de 100% de Oz apds periodos de 4 h e 8 h,
uma curva para a lenta perda de atividade do filme foi estabelecida, permitindo
que os dados fossem corrigidos por esse fator (linha tracejada, Figura 46A).

Os voltamogramas ciclicos foram registrados apés cada medida de
cronoamperometria (Figura 46B) para investigar a dependéncia de Ku € imax com
o potencial do eletrodo. Para cada valor de concentracdo de Oz na célula, foram
realizados uma cronoamperometria (para correcdo dos dados a perda gradual de
atividade) e 3 varreduras de voltametria ciclica, a 5 mV s}, para obtencéo dos
dados relativos a variacdo de Km com o potencial aplicado. A partir dos
voltamogramas em diferentes concentracoes de O2 e diferentes valores de pH, os
graficos de Lineweaver-Burk foram gerados e os parametros cinéticos foram

determinados.
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Figura 46. (A) Série de experimentos de cronoamperometria a 330 mV vs SHE, pH 5,0 e
diferentes concentracoes de Oz (expressas em % de Oz dentro da célula) mostrando a extenséo da
perda de atividade (filme) ao longo de 8 horas. (B) Série de experimentos de voltametria ciclica em
diferentes concentracoes de Oz, em pH 5,0 (corrigidas para a perda de atividade). (C) Dependéncia
do Km com o potencial, em diferentes valores de pH. (D) Dependéncia do imax com o potencial, em
diferentes valores de pH. Os dados mostrados em C e D foram derivados dos graficos de
Lineweaver-Burk, usando dados obtidos a uma rotacdo do eletrodo de 2500 rpm. Experimentos
conduzidos em solucéo tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™, 25 oC, e velocidade de varredura de 5
mV s

O termo imax € equivalente ao Vmax em estudos cinéticos convencionais de
enzimas e precisaria ser dividido pelo recobrimento eletroativo (concentracio real
de enzimas eletroativas no eletrodo) para ser convertido em frequéncia de
turnover (s™). Entretanto, o recobrimento eletroativo ndo é conhecido pelo fato de
néo ter sido vista a transferéncia nao catalitica de elétrons entre o eletrodo e o Cu
Tipo 1 nas varias tentativas realizadas, mesmo para o eletrodo modificado com
A6A2N. As Figuras 46C e 46D mostram a dependéncia de Km € imax com o
potencial aplicado ao eletrodo, determinada a partir dos graficos de Lineweaver-
Burk (descricéo do ajuste néo-linear e parametros empregados estdo descritos no

APENDICE E), em diferentes valores de pH. Os dados assemelham-se muito as
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mudancas no formato das curvas de reducdo de Oz em diferentes valores de pH
(Figura 36), e mostram (a) imax (diretamente relacionado a freqiiéncia de
turnover) é maior em baixo pH; (b) imax varia com o potencial do eletrodo até
alcancar um valor limite em alto pH; (c) Km também varia com o potencial do
eletrodo e se aproxima de um valor constante em baixos potenciais e alto valor de
pH.

A Figura 47 mostra os graficos de Lineweaver-Burk resultantes dos dados
obtidos da variacdo da corrente com a concentragdo de O2 em pH 5,9, com Ku =

0,5 mmol L™ a 330 mV vs SHE.

Ky MvBO 330 mV vs SHE (A) Ky MvBO330mVuvs SHE  (B)
pH5.,9 - 25°C pH5.,9 - 25°C
0,8
7 7 0,7 r
] < 06 |
T ~ 05 f
2 % 04 r
& g 037 Ky = 0,498 mM
3 e 02 r imax= 10,505 pA
& © 01t
0 1 Illlllli 1 ||||I||I 1 |I||II|I O L L 1 1 i
0,1 1 10 100 0 10
[0,]"! / mM-! [0,]' / mM-

Figura 47. Graficos de Lineweaver-burk para a reagdo de reducdo de Oz catalisada por MvBO
adsorvida sobre GPE modificado com A6A2N, em tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 6,0, 25
oC e 2500 rpm. Painel (A) mostra a dependéncia logaritmica do inverso da corrente com o inverso
da concentracdo de O2. Painel (B) mostra a dependéncia linear do inverso da corrente com o
inverso da concentracio de Oz. Dados obtidos a partir das cronoamperometrias a 330 mV vs SHE,
sob diferentes concentracoes de Oz (apresentados na Figura 46A), e corrigidos pela perda de
atividade do filme.

Tendo estabelecido que a variacdo no formato da curva de reducao de Oz
independe da natureza do material empregado como suporte eletrédico e também
nao é causada por alteracées na orientacdo das moléculas de enzima sobre a
superficie do eletrodo, as dependéncias da corrente e formato da curva de reducéo

de Oz com o potencial do eletrodo, com a concentracéo do reagente e com o pH do
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eletrélito podem ser explicadas com base no modelo de Michaelis-Menten para
reacdes enzimaticas. O ciclo reacional representado no esquema 1 é repetido a
seguir (para melhor compreensiao do modelo cinético proposto), onde k; é a taxa
com que O2 se liga ao sitio ativo da enzima e k; é a taxa com que O2 se dissocia

da enzima, antes de ser reduzido.

E +8S 47—’ ES ke, produtos
1

K,
0, + Eg &— PI Ka, NI (=E,)

9H,0 4H*, de-
1 1 1
IRV =5
k2 kcat ket

A enzima é ‘recuperada’ ao estado no qual O2 se liga com a taxa kp, a qual
incorpora outras duas taxas elementares k., (freqiiéncia de turnover inerente ao
sitio ativo da enzima) e ket(E), que é a taxa de transferéncia interfacial de elétrons,
dependente do potencial, incorporada no modelo de dispersdo. A etapa
determinante da reacédo pode ocorrer antes ou depois da etapa de associacdo do
O2 com a enzima, sendo definida tanto por kcs: ou por ket(E). A apropriada relacao

matematica do modelo de Michaelis-Menten esta descrita na equacéo (11):

taxa_ corrente kk{Fk [O,]
[E]  nFAS (kg +K[O Dk +ke) +heky

(11

sendo n o numero de elétrons transferidos durante cada ciclo catalitico (=4), F' a
constante de Faraday, A a area superficial do eletrodo e / o recobrimento

eletroativo de enzima (a descricdo completa da derivacdo da equacdo (11) se
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encontra no APENDICE F). Dessa relacdo, dois casos limites podem ser
considerados, de acordo com as condicdes em que ket® >> keat (12) ou keat >> ket™

(13), ou seja,

taxa - klkcat [02]

[E] ~ k,+k[O,] +kg, (12)
taxa k k'O
—_ 1" et [ 2] (13)

[E]  k,+k[O,]+k¥

et

A equacéo (12) é a expressao padrao do modelo de Michaelis-Menten, sendo

que a constante de Michaelis-Menten é dada pela equacéo (14):

—_ k—l + kcat

K
M k, (14)

A equacdo (13) é uma forma alternativa da expressdo de Michaelis-
Menten, gerando uma corrente dependente do potencial. A resolucdo das
dependéncias de Ku € imax (imax € proporcional a k, e controlada por Kkeaiou ket(E), 0
qual for maior) com o potencial do eletrodo (Figuras 46C e 46D) resulta em curvas
semelhantes aos voltamogramas de reducdo de oxigénio, sendo entéo
consideradas como ‘extrapolacées informativas’ desses voltamogramas, em que se
estabelece a clara relacdo entre corrente, potencial e caracteristicas bioquimicas
da enzima. A Figura 46C mostra que Km se aproxima de um valor constante
conforme o potencial aplicado se torna mais negativo, embora isso seja mais 6bvio
para valores de pH > 6. Na Figura 46D, o efeito do Km nas curvas de reducédo de
O foi eliminado, ou seja, as correntes mostradas na Figura 46D sdo aquelas que
seriam obtidas em condicdo de completa eliminacédo dos efeitos de transporte de
massa e maxima atividade das moléculas de enzima sobre a superficie do

eletrodo, e as curvas estao focadas na taxa de turnover da enzima: ao contrario do
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que é apresentado na Figura 36, observa-se que a corrente ndo alcanca um valor
limite em pH 6,8, mas continua a aumentar conforme o pH é diminuido.

Em baixos valores de pH, a freqiiéncia de turnover inerente a enzima é
muito alta e a corrente é determinada pela taxa com que elétrons podem ser
transferidos para o sitio ativo da enzima, observando que um ciclo completo
requer quatro etapas redox por molécula de Os. Em altos valores de pH, a taxa
reacional passa a ser limitada por uma etapa a qual néao responde ao aumento do
potencial aplicado ao eletrodo, tal como a transferéncia de prétons, e a
transferéncia interfacial de elétrons entre superficie do grafite e sitio ativo da
enzima deixa de ser a etapa limitante. No modelo basico de Michaelis-Menten,
esse valor constante é associado a constante de dissociacdo Kp (= ky/k1), a qual é
observada ser aproximadamente 0,2 mmol L™, em pH 7,85, na Figura 46C.

A dependéncia da corrente com o potencial, mostrada na Figura 36 e em
mais detalhes na Figura 46, refletem o pK, do(s) grupo(s) envolvido(s) na
transferéncia de prétons durante a reducdo de Oz a dgua. Tem sido proposto 118
que a transferéncia de prétons é altamente dependente do residuo de aminoacido
aspartato (D105, na Figura 21), que tem um pK. de aproximadamente 5,4,
localizado préximo do sitio trinuclear Tipo 2/Tipo 3. 114 A menor corrente em
maiores valores de pH, ocorre, portanto, pelo fato do grupo carboxila
desprotonado ser incapaz de se ligar e suprir H+* para a reacéo de reducao de Oa.

Para investigar se um passo de transferéncia elementar de prétons poderia
ser a etapa limitante da reducdo de Oz sob qualquer condicédo e, assim, contribuir
para o formato da curva (particularmente o formato sigmoidal e o valor limite de
Imax aproximado em alto pH), voltametrias ciclicas foram medidas usando
solucoes de D20 ao invés de H:20, ajustadas aos diferentes valores de pL
(Iyonium, L+ = H*, D+*). Cada medida foi feita realizando-se transferéncias
sucessivas entre as solucdes tampao de H20O e D20 (Figura 48). O eletrodo de
GPE modificado com A6A2N-MvBO foi imerso na solucdo tampdo de H20
saturada de O2, no valor de pH desejado, e trés varreduras de voltametria ciclica
foram registrados, a 5 mV s™, sendo que o eletrodo foi transferido para a solucéo
tampéao de D20 saturada de Oz, com o equivalente valor de pD. Trés varreduras

foram, entéo, registradas, sob exatamente as mesmas condigoes, e o eletrodo foi
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retornado para a solugao tampao de H20, repetindo-se o processo por mais duas
séries. Esse procedimento foi conduzido para cada valor de pL entre 5,0 e 9,0.
Apenas diferencas muito pequenas foram observadas em todos os casos, de tal
forma que um efeito de isétopo H/D foi descartado como sendo limitante na
reacdo de reducdo de Oz como um componente observavel para um determinado
valor especifico de pH, apesar da transferéncia de prétons ser considerada etapa

limitante sob condigoes de pH > 7.
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Figura 48. Voltametrias ciclicas em diferentes valores de pL (L+ = H*, D*) obtidas durante
sucessivas transferéncias entre solugdes tampao de H20 e D20 para investigacdo de efeito de
is6topo. Eletrodo de GPE modificado com A6A2N-MvBO foi imerso em uma solugdo tampéo de
H20 no pH desejado, trés ciclos foram registrados, e o eletrodo foi transferido (removendo-se o
excesso de eletrodlito) para a solucdo tampéao de D20 de pD equivalente (pD = leitura no pHmetro +
0,4). Trés ciclos foram registrados antes de retornar o eletrodo a solucdo de H20, e novamente a
de D20. Esse procedimento foi repetido para cada valor de pL. Sistema de tampédo misto: 2,85
mmol L™ NasB407.10H20 (tetraborato de sédio), 10,0 mmol L™ NasHPO4.7H:20 (fosfato de sédio
dibasico heptahidratado) e 6,70 mmol L™ NasCsHs0~ (citrato de sédio). O valor desejado de pL foi
ajustado pela adicdo de NaOH/NaOD e H2SO4/D2S04. Voltametrias ciclicas conduzidas a 5 mV s,
22 °C, 1600 rpm.

Os resultados tém uma explicacdo mecanistica simples, a qual é ilustrada
na Figura 49. O Cu Tipo 1 é crucial para a reacédo do ponto de vista de que ha
uma forte evidéncia nos estudos de mutagénese pontual de aminoacidos e
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substituicdo de ions metalicos dos sitios ativos de que esse Cu é a porta de
entrada dos elétrons envolvidos na reagdo. > Em baixos valores de pH, onde a
enzima é muito ativa, a taxa de reducao de Oz é limitada pela taxa com que o Cu
Tipo 1 pode conduzir elétrons, observando que sao necessarios quatro ciclos redox
por molécula de O2. O Cu Tipo 1 é muito rapidamente re-oxidado por
transferéncia intramolecular de elétrons em direcdo aos atomos de Cu Tipo 2/Tipo
3, mas essa transferéncia intramolecular deve ser balanceada por uma
suficientemente rapida taxa de transferéncia interfacial de elétrons a partir do
eletrodo. Os intermediarios cataliticos até o presente momento identificados, PI e
NI, sdo altamente reativos 42. 183,185 ¢ g transferéncia intramolecular de elétrons
deve ser inerentemente rapida dado o eficiente caminho de tunelamento dentro

da enzima. 183,186

Condicdes Acidas (pH 5) Condicoes Alcalina/Neutra (pH §)
A
0, 4 H 0. 4 H*
2 H0 2 H,0
T2/T3 y 12/T3 ¢
4x1e 4x1e
T T1
i ‘
Y A
eletrodo eletrodo
BRapido processo intramolecular. Lento processo intramolecular.
Taxa de turnover (comrente) determinada Taxa de turnover (cotrente) determinada
pela taxa de ciclagem redox do Cu TL. pela taxa de processos intramoleculares.
Potencial de reducio do Cu T1 influencia Cu Tl é o centro de controle eletrogquimico
mas ndo define o potencial de eletrocatalise. e define o potencial de eletrocatalise.

Figura 49. Representacdes do fluxo catalitico de elétrons através da bilirrubina oxidase
imobilizada ao eletrodo. A duas figuras comparam condi¢des (esquerda) em baixo valor de pH,
onde o sitio ativo reduz Oz muito rapidamente e a ‘etapa lenta’ da reacdo é a transferéncia de
elétrons via o Cu Tipo 1, e (direita) em alto valor de pH, onde o sitio ativo é menos eficiente e 0 Cu
Tipo 1 se comporta como um centro de controle eletroquimico. 187 A situacdo da esquerda produz
um voltamograma catalitico em que a corrente aumenta continuamente com o potencial, ao passo
que a situacdo da direita produz um voltamograma sigmoidal com o potencial de meia onda
préoximo ao potencial do Cu Tipo 1.
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No caso da transferéncia de elétrons intramolecular ser lenta ou limitada
por um evento quimico tal como transferéncia de prétons, uma curva catalitica
sigmoidal seria esperada, como previsto pelo modelo de dispersiao 165  para
pequenos valores de keat/kom2x em alto pH, tendo um potencial de meia onda
correspondendo ao potencial redox do Cu Tipo 1 (ou seja, o Cu Tipo 1 atua como o
centro de controle eletroquimico da enzima). 187 Esse pode, de fato, ser o caso em
alto pH, em que o formato da curva se torna mais sigmoidal, apesar da menor
corrente catalitica. Em pH 8,0 o potencial de meia onda é préximo de 600 mV. O
potencial de reducdo do Cu Tipo 1 tem sido determinado por técnicas de
espectroeletroquimicas e valores independentes de 650 mV e 670 mV tém sido
obtidos em pH 7. 124,18 Em contraste, a baixo pH a atividade catalitica é tao alta
que o centro Tipo 1 se torna o fator limitante para a transferéncia dos elétrons.
Imediatamente apdés o Cu Tipo 1 receber um elétron a partir do eletrodo, esse
elétron é transferido para o cluster trinuclear Tipo 2/Tipo 3 e deve ser reposto. A
taxa de reacdo catalitica é entdo controlada pelo potencial do eletrodo, o qual
conduz a reducao do Cu Tipo 1. Apenas se a transferéncia interfacial de elétrons
fosse extremamente facil seria possivel obter uma curva sigmoidal em baixo pH.
165, 187

De forma interessante, em baixo pH o inicio da atividade deve ser
provavelmente maior que o potencial de reducao do Cu Tipo 1. Essa observacio é
facilmente explicada pela rapida e espontanea transferéncia intramolecular de
elétrons que continuamente reoxida o Cu Tipo 1 (mesmo a um potencial em que
esta inteiramente no estado oxidado, no equilibrio). O modelo proposto por
Solomon 42 é entdo modificado com a proposta de que, sob condicoes
eletroquimicas, e talvez em solucdo em que ndo ocorram interacdes com
moléculas redutoras, o estado da enzima totalmente reduzida ndo se forma
durante todo o ciclo catalitico, ou apresenta tempo de vida extremamente curto
por reagir muito rapidamente com Os. Posto de outra forma, exercendo sua
funcdo natural, o turnover catalitico da enzima é raramente °‘ciclado’ tao
rapidamente quanto ocorre sob a extrema demanda eletroquimica imposta por

um eletrodo sobre o qual a enzima est4 diretamente acoplada.
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5.4 MvBO como catalisador mais eficiente que Platina

Existe muito interesse pratico e fundamental em novos eletrocatalisadores

capazes de diminuir o sobrepotencial da reacéo eletroquimica de Oz (E°® = 1,23 V).

47,159, 160, 189-194  Dentre os catalisadores metalicos mais usualmente empregados
em catodos de células a combustivel convencionais do tipo PEM, os que
apresentam maior atividade sdo aqueles a base de Platina e incluem as ligas de
PtsNi e Pt3Co. 161,166, 195-198  Novos catalisadores vém sendo investigados, 5 199, 200
devido ao alto custo da Pt e indesejaveis caracteristicas (como formacédo de
peroxidos como sub-produtos) que limitam a gama de materiais compativeis e
restringem o uso em novas aplicacoes como dispositivos médicos implantaveis. O
substancial sobrepotencial para a reducdo de Oz sobre Pt é a maior fonte de
ineficiéncia nas células de baixa temperatura do tipo PEM e esse problema se
torna mais evidente em pH neutro. Reacoes eletroquimicas entre enzimas redox e
eletrodos tém sido extensivamente estudadas, ndo apenas para investigacéo
fundamental das propriedades dos sitios ativos, mas também para obter
inspiracao e explorar as aplicacoes reais das enzimas como eletrocatalisadores em
biossensores, biorreatores e biocélulas a combustivel. 16, 201,202 Algumas ‘blue’ Cu
oxidases tém sido identificadas como sendo catalisadores eficientes na reacdo de
reducdo de Og, realizando reducdo rapida e direta a quatro elétrons, sem
formacao de intermediarios, e com baixos sobrepotenciais. 75 116, 183, 189, 190, 203, 204

O desempenho das ‘blue’ Cu oxidases comparado ao da Pt tem sido
destacado por Heller e colaboradores, que alcancaram altas densidades de
corrente para a reducdo de Oz embutindo lacase e bilirrubina oxidase em um
hidrogel polimérico redox contendo complexos de Os-piridina. 56, 190,203,205 Negses
estudos, um grande nimero de moléculas de enzima esta presente na superficie e

existe uma razao alta do numero de atomos de Os ligados no polimero por
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molécula de enzima (calculos P forneceram uma razédo de aproximadamente 43
atomos de 6smio para cada molécula de enzima, e uma cobertura da superficie de
12 nmol cm—2). 56 Nessa condicdo, a corrente total é limitada pela difusdo dos
reagentes e o potencial em que a reducao de O2 se inicia depende do potencial de
reducdo do complexo de Os. 50, 51, 206209  Por exemplo, sistemas usando PVI-
[Os(da-bpy)2Cl]+2+ e poly(n-VIis[Os(tpy)(bpy)]2+3+) como mediadores transferem
elétrons nos potenciais de 0,08 V e 0,82 V (vs SHE), respectivamente. 56, 206
Esses valores sao atribuidos ao potencial de reducédo de cada um dos mediadores
e sdo os potenciais em que as reac¢des com as enzimas ocorrem.

A metodologia proposta para a modificacdo da superficie do eletrodo pelo
aumento da densidade de grupos funcionais naftéicos, ja existentes na superficie
‘edge’ do grafite pirolitico, seguido pela adsorcdo das moléculas de enzima,
possibilitou um estudo mais aprofundado do sobrepotencial de reducdo de O2
catalisado pela bilirrubina oxidase diretamente em contato com a superficie do
eletrodo. Sem as limitacoes eletroquimicas intrinsecas existentes no emprego de
mediadores para transferir elétrons entre eletrodo e enzima, a eficiente
“comunicacao eletronica” entre enzima e eletrodo permitiu a determinacio dos
potenciais de reducao do atomo de Cu Tipo 1 sob diferentes condicées de pH.

A Figura 50A mostra os voltamogramas da reducdo de Oz catalisada por
bilirrubina oxidase adsorvida sobre GPE modificado (AGA2N-MvBO) e por Pt
eletrodepositada sobre GPE comparando, em detalhes, o sobrepotencial da reacéo
para cada sistema. Por conveniéncia e maior precisdo, a comparacdo entre os
potenciais foi feita relativamente ao potencial padrao termodinamico do par redox

02/2H20, a 25 °C e em pH 6,0 (0,876 V vs SHE). 210

b Calculos baseados em 1,0 x 10 g de um polimero redox e 9,2 x 107> g de MvBO sobre tecido de
carbono de 4 mm de didmetro e massas moleculares relativas de 60,0 kg (mol MvBO)™ e 1,5 kg
(mol complexo Os)™.
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Figura 50. (A) Comparacido entre a reducdo de Oz catalisada por GPE modificado com
A6A2N-MvBO e por Pt eletrodepositada sobre GPE, em pH 6,0 e 25 °C (as curvas foram
normalizadas por area geométrica). (B) Derivada segunda das curvas de reducdo de Osq,
mostrando o potencial em que existe a ‘maxima aceleracao’ da reagdo para ambos os catalisadores.
Experimentos realizados em tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™ e pH 6,0; 25 °C, velocidade de
varredura de 5 mV s™ e velocidade angular do eletrodo de 2500 rpm.

As densidades de corrente para a Pt eletrodepositada sobre a superficie de
GPE sao demasiado maiores que as obtidas para a enzima adsorvida, e alcancam
valor limite em baixos potenciais (como referéncia, GPE platinizado resultou em
corrente limite de aproximadamente 10 mA cm—2 — area geométrica, comparado
ao valor de aproximadamente 0,7 mA cm—2, em 0,3 V, para GPE modificado com
A6A2N-MvBO). Uma cobertura de Pt de aproximadamente 2150 pmol cm—2 foi

calculada a partir da carga de oxidacdo de monodxido de carbono previamente
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adsorvido sobre a superficie da Pt, em 50 mV vs ERH, em H2S04 0,5 mol L™ e 25
oC. Para comparacio, foi estimado que o recobrimento da superficie do eletrodo
por bilirrubina oxidase eletroativa deve ser menor que 2 pmol cm—2, baseado na
impossibilidade de observar qualquer sinal faraddaico nao -catalitico (non-
turnover) confiavel para a enzima na auséncia de Og, o qual deveria surgir da
transferéncia reversivel de elétrons entre eletrodo e o Cu Tipo 1 (note que essa
quantidade é muito menor que a quantidade de enzima adicionada a superficie do
eletrodo durante a preparacio do filme catalitico). Esse valor de recobrimento por
enzima foi estimado com base no didmetro médio das moléculas de enzimas
multicobre oxidases, cerca de 6 nm, e a area geométrica do eletrodo. Dessa forma,
foi possivel estimar que a atividade especifica da bilirrubina oxidase é de 350 pHA
pmol™ de enzima ativa na superficie, cerca de 70 vezes maior que a atividade
especifica da Pt para a mesma reacéo (aproximadamente 5 YA pmol™ de Pt ativa
na superficie), sob as mesmas condi¢ées experimentais.

Outra dificuldade encontrada foi como definir um ‘sobrepotencial’ para o
complexo perfil voltamétrico da reducdo de O2 por MvBO. Como referéncia, foi
adotada uma aproximacio empirica para sobrepotencial a derivada segunda das
curvas de reducao (Figura 50B), ou seja, o valor de potencial em que a ‘aceleracao
da reacdo’ é maxima. O sobrepotencial para a reducdo catalitica de Oz por
bilirrubina oxidase é consideravelmente menor que o obtido com Pt
eletrodepositada em GPE, sob as mesmas condicdes experimentais. Esse menor
sobrepotencial é também evidente em comparaciao a mesma reacio catalisada por
Pt(111), mostrado na Figura 38D, em que a corrente de reducéo de Oz catalisada
por MvBO adsorvida sobre Pt(111) aparece como uma ‘pré-curva catalitica’ frente
a curva de reducdo de Oz sobre o metal. Nao obstante, tem-se ainda que o
sobrepotencial da reacdo para a bilirrubina oxidase diminui cerca de 50 mV
quando o pH é aumentado de 5,0 para 8,0 (Figura 37).

Esses resultados podem ser uma caracteristica geral das ‘blue’ Cu oxidases
que possuem altos valores de potencial redox para o Cu Tipo 1, mas tal
comparag¢do ainda nédo havia sido diretamente demonstrada. Sob a luz da
discussdo acima, onde fica claro que o Cu Tipo 1 possui um papel crucial na

mediacdo dos elétrons, é previsto aqui que o sobrepotencial para a reducéo de Oz
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esta associado ao centro Tipo 2/Tipo 3 e o valor real do sobrepotencial deve ser
ainda menor, até mesmo a uma extensio de catalisador bidirecional. Embora nao
foi detectada a oxidacdo de agua catalisada por MvBO (dados nao mostrados
devido a resultados insatisfatéorios) de acordo com experimentos historicos, 211, 212
uma enzima mutante com um sitio Tipo 1 ‘aperfeicoado’, isto é, apresentando um
potencial ainda maior, e combinado com pequenas reorganizacées de energia
(particularmente necessarias para uma transferéncia de elétrons do tipo uphill
ou transferéncia reversivel de elétrons) pode ser desenvolvida para se obter um

desempenho de eletrocatalisador ‘reversivel’ para Os.

5.5 Estudos de inibicao da MvBO

Um parametro importante a ser considerado na caracterizacdo de
catalisadores para emprego em células a combustivel é a estabilidade e inibicédo
por agentes comumente encontrados na natureza. A vasta maioria dos estudos de
inibicdo em catodo de células enzimaticas é voltada para a inibicdo das lacases,
sendo pequenos anions como fluoreto e azida os mais investigados. 213 Porém, a
maioria dos estudos de inibi¢cdo de multicobre oxidases tem sido feita por meio de
ensaios enzimaticos em solugdo, envolvendo compostos doadores de elétrons,
como o acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), utilizado
como ilustrado na secéo 5.1 para determinacio da atividade especifica da MvBO
antes e depois da purificacdo. Tais estudos estabelecem que a forca de interacao
inibidor—-enzima segue a ordem: N3~ > SCN- > F- > Cl- > Br-. 214216

Neste trabalho, foram investigados os efeitos que alguns monoanions (CI,
F~, CN', N3, sendo fluoreto e cloreto haletos comumente presentes na agua 214) e
metanol (comumente usado como combustivel nas células) causam sobre a
eletrocatalise de reducdo de O2 por MvBO. Uma vez que a estabilidade do
sistema é um fator crucial para o desempenho de uma célula, é importante
determinar os efeitos que esses inibidores proporcionam no ambito da aplicacédo

da enzima MvBO como catalisador catédico. 217,218
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5.5.1 Fluoreto, cloreto, azida e cianeto

Na presenca de concentracoes de azida na ordem de micromolar, a catalise
de reducdo de oxigénio é drasticamente diminuida. A inibicdo é evidenciada
predominantemente pela diminuicdo da magnitude da corrente catalitica
conforme a concentracdo de azida inserida na solucdo aumenta, como mostrado
na Figura 51A. O grafico interno mostra a derivada das varreduras catédicas de
reducdo de Og, revelando o deslocamento do valor de Ect com o aumento da

concentracio de azida na solucéo.
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Figura 51. Efeito de inibicdo na reacdo de reducio de Oz catalisada por MvBO, causado por (A)
azida, (B) fluoreto (C) cloreto e (D) cianeto. Setas mostram a direcdo de varredura catalitica.
Graficos internos mostram as derivadas das curvas cataliticas de varredura no sentido catédico
com o aumento da concentracdo de inibidor, como mostrado pelas setas longas.
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A Figura 51B mostra a inibicdo da enzima MvBO por fluoreto, em que
aproximadamente 20 vezes mais fluoreto é necessario para promover a mesma
taxa de inibicdo promovida por azida. Um efeito curioso ocorreu durante a
varredura anddica, em que a magnitude da corrente aumentou levemente, como
se a concentracdo de oxigénio na solucio estivesse aumentando (ou os atomos de
cobre(I) fossem oxidados para cobre(Il) por algum agente externo). Ao repetir a
varredura, entretanto, o formato da curva permaneceu o mesmo. Essa histerese
desapareceu para velocidades de varredura superiores a 50 mV s™, sugerindo que
essa histerese seja um fenomeno relativamente lento. Dentre os inibidores
monovalentes estudados, somente a azida ndo apresentou essa histerese.

Uma concentracao demasiado maior de cloreto precisou ser adicionada a
solucéo, especialmente em comparacéo as concentracoes de fluoreto e azida, antes
que qualquer efeito de inibicdo por esse haleto fosse observado. De fato,
concentracoes na ordem de milimolar para o cloreto sdo necessarias para iniciar a
inibicdo da enzima, sendo que 24 vezes mais cloreto é requerido para inibir a
enzima na mesma taxa que fluoreto. Para o ion cloreto, como fluoreto e azida, a
magnitude da corrente diminui com o aumento da concentracdo de cloreto em
solucdo (Figura 51C), porém, ao contrario do observado para os dois ions
anteriores, ndo houve deslocamento de E.;x com o aumento da concentracdo de
cloreto na solucdo, ndo alterando o sobrepotencial necessario para iniciar a
reducdo de oxigénio. Por outro lado, o efeito de histerese observado para o
fluoreto é mais evidente para o cloreto, de tal forma que em menores potenciais e
altas velocidades de varredura a histerese ainda era observada.

Comportamento muito semelhante foi observado para a inibicdo da enzima
por ions cianeto (Figura 51D). O fenémeno de histerese também é observado,
principalmente para cerca de 80% de inibicdo, mas a concentracdo de cianeto
necessaria para inibir a MvBO na mesma taxa que cloreto é de cerca de 1000
vezes menor, corroborando a ordem forca de interacdo dos inibidores com as
multicobre oxidases, apresentado anteriormente, em que azida e cianeto sdo os
inibidores mais fortes.

A Figura 52 mostra os deslocamentos no valor de Ecat para MvBO inibida

por azida (verde), fluoreto (azul), cloreto (vermelho) e cianeto (preto), obtidos a
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partir das derivadas das varreduras no sentido catédico das curvas de reducao de
oxigénio, com o aumento da concentracéo de inibidor. O ion cloreto é o inico que
nao apresenta deslocamento significativo nos valores de potencial catalitico. O ion
cianeto, apesar de diminuir rapidamente a atividade catalitica do eletrodo,
apresenta deslocamento de E.at no sentido positivo, diminuindo o sobrepotencial
da reacdo. Azida e fluoreto, por outro lado, apresentam deslocamento de Ecat no
sentido negativo, aumentando o sobrepotencial da reacdo em aproximadamente

95 mV e 64 mV, respectivamente.
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Figura 52. Comparacio dos deslocamentos dos potenciais cataliticos com o aumento da
concentracéo de inibidor, usando as derivadas das curvas de reducéo de Oz (varreduras no sentido
catédico) apresentadas nos graficos internos dos painéis da Figura 51.

As constantes de inibicdo foram obtidas usando um modelo que assumiu o
seguinte equilibrio:

_ [Cu][X]

I X- = IND—Xx K.
Cu(I) + Cu(Il)—X em que K, [Cu(ll)—X]

(15)

Assumindo também que, no ponto em que iiim € medido, 0,34 V vs SHE,

todos os atomos de cobre estdo na forma reduzida e, com isso, tem-se i1im < [Cu(I)].

A concentracao total de cobre é dada por [Culo = [Cu(I)] + [Cu(I)—X], cujo valor
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permanece constante. Substituindo na equacéo (15) os termos acima assumidos,

obtém-se a equacéo (16),

« - [cu(][X]

= (16)
[Cu], -[Cu()]
que, rearranjada, resulta na equacéo (17):
1 1 1
= + X (17)
CORCTRACTRE

Uma vez que [Cu(I)] é proporcional a ijim, um grafico de 1/ iiim (onde i1im é a
corrente limite em 340 mV) vs [X-] (a concentragdo de inibidor) resulta em uma
reta cujo gradiente é 1/aK; e interseccéao é 1/a, sendo ¢ uma constante. K; é entao

obtido pela divisdo da interseccdo da reta pelo seu gradiente (Figura 53).
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Figura 53. (A) Grafico de 1/iim vs [X'] para determinacdo das constantes de inibicéo, Ki e (B)
grafico de iim vs Log [X'] para determinacédo dos valores de Iso para cada um dos inibidores
monovalentes investigados. Valores de i registrados a 340 mV vs SHE.

Os valores de K; e I5o (concentracao de inibidor necessaria para diminuir a
atividade em 50% de seu valor inicial) estdo apresentados na Tabela 7.
Claramente se observa que a sequéncia decrescente de forca de interacdo entre

inibidor e enzima (N3~ > CN- > F- > CI-) para reacdes enzimaticas convencionais
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em solucdo é obedecida também para as reacées bioeletroquimicas, para enzimas

adsorvidas sobre a superficie de um eletrodo.

Tabela 7 — Constantes de inibicdo para MvBO na presenca de azida, cianeto, fluoreto e cloreto.

Inibidor Ki/M Iso/ M
Azida 131 x 10-¢ 43x 10-6
Cianeto 480 x 10-6 522 x 106
Fluoreto 9,84 x 10-3 6,45 x 10-3
Cloreto 454 x 10-3 84,6 x 10-3

5.5.1.1 Onde os inibidores se ligam?

Tem sido proposto que o anion fluoreto se liga ao atomo de cobre Tipo 2 das
multicobre oxidases, devido aos experimentos de EPR na presenca de fluoreto
revelarem um splitting hiperfino no sinal do Cu T2. 219221  Ademais, estudos
usando EPR sugerem que dois ions fluoreto devem se ligar ao atomo de Cu T2. 221
O inibidor deve afetar também os atomos de Cu T3 de forma semelhante (apesar
de que os Cu’s T3 nio sido observaveis por experimentos de EPR). De fato, o ion
fluoreto afeta o potencial de reducédo dos Cu’s T3 em aproximadamente 200 mV.
222

Para a inibicdo das enzimas com azida, observam-se padroées distintos de
interacdo para as varias multicobre oxidases: para a lacase CotA, a azida se liga
ao sitio ativo de tal forma que um dos N terminais da molécula forma uma ponte
com os dois atomos de Cu T3, 2232 mostrado na Figura 54A. Para ascorbato
oxidase, duas moléculas de azida estdo ligadas a um unico Cu T3, 223 Fig. 54B.
Para ceruloplasmina, uma molécula de azida se liga a apenas um dos Cu’s T3, 224
embora algumas publicacoes mostrem que a azida se liga ao Cu T2, verificado
pelo deslocamento do sinal T2 nos experimentos de EPR. 225 Entretanto, esse
deslocamento pode ser devido a alta concentracdo de azida usada nos
experimentos (10 mmol L), que pode causar desnaturacéo da enzima e fazer com

que os atomos de cobre aparecam tanto como ions livres (Cu2+) quanto na forma
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de complexo cobre—azida. Outras propostas sugerem que a azida é capaz de se

ligar com os trés atomos de cobre do cluster trinuclear ao mesmo tempo. 226
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Figura 54. Ligacao da azida em (A) lacase de CotA e (B) ascorbato oxidase. Os atomos de Cu
estdo mostrados como esferas marrons (T2 = Tipo 2 e T3 = Tipo 3), agua/hidroxila estdo mostrados
como esferas vermelhas e azida como barras verdes. Distidncias de ligacdo mostradas em

Angstr;an.

Para o caso dos ions cloreto, a tnica evidéncia mais concreta obtida
experimentalmente vem da estrutura cristalografica da lacase de Melanocarpus

albomyces, em que existe um ion cloreto ligado ao Cu T2 (Figura 55). 113

Figura 55. Posicdo de ligacdo do cloreto na estrutura cristalografica da lacase de Melanocarpus
albomyces. Cobres mostrados em marrom, cloreto em verde e oxigénio (ligado entre os dois Cu’s

T3) em vermelho. A distancia de ligacdo estd mostrada em Angstren.
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Para o 1ion cianeto, existem varias publicacbes mostrando a
empregabilidade deste composto como agente quelante dos atomos de cobre da
enzima durante o processo de remocdo dos Cu’s para substituicio por outros
atomos metalicos. 227-231

De fato, dependendo das condicées experimentais, € possivel controlar
quantitativamente quais 4tomos de cobre serdo removidos, de tal forma que a
baixas concentracdes de cianeto (50 mmol L), e curtos tempos de incubacéo (2-3
horas) em dialise, o &tomo de Cu Tipo 2 é removido preferencialmente. Por outro
lado, em altas concentragoes de cianeto e longos periodos de incubacéo, todos os
atomos de cobre sdo removidos da proteina. 228 232  Entretanto, a forca de
interacdo entre enzima e inibidor difere dentre os varios tipos de multicobre
oxidases, de tal forma que para algumas lacases o método de remocéo dos atomos
de cobre com cianeto nao é muito eficiente, devido a menor forca de interacao
entre cianeto e atomos de cobre, possuindo estes ultimos, para algumas enzimas,
forte interagdo com os aminoacidos, especialmente a ligacao Cu T1/S-Cis. 228

As diferencas aparentes entre os modos de ligacdo dos inibidores e as
multicobre oxidases pode ser devido a cristalizacdo das proteinas ter ocorrido em
diferentes estagios do ciclo catalitico, ou que podem apresentar formas néo
pertencentes ao ciclo catalitico como um todo. Ascorbato oxidase e lacases de
CotA e Melanocarpus albomyces apresentam apenas 35% de identidade da
sequéncia de aminoacidos da bilirrubina oxidase de Myrothecium verrucaria e, ao
mesmo tempo que a discussdo acima pode fornecer indicios de onde e como os
inibidores se ligam ao sitio ativo da MvBO estudada nessa tese, também podem
ndo indicar absolutamente nada, dada as diferencas entre as sequéncias de
aminoacidos. Apesar de existirem poucas formas de controlar o estado em que a
enzima se cristaliza, é possivel realizar experimentos de EPR sob potencial
controlado, fornecendo maiores informacées a respeito dos mecanismos de
reducédo de oxigénio e de inibi¢do da reacdo. Entretanto, pode néo fazer sentido
tentar definir um dnico e isolado sitio de ligacdo para cada inibidor por causa do
cluster T2/T3 poder existir como um cluster flexivel, que sofre reorganizacéo

estrutural quando inibidores se ligam. 233
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5.5.2 Metanol

A Figura 56 mostra o efeito da concentracdo de metanol na catalise da
MvBO até 12,2 mol L™ de metanol em solucéo (veja secdo 4.8). Os experimentos
foram realizados por cronoamperometria, seguida de 2-3 varreduras de
voltametria ciclica, de tal forma que as solugées contendo metanol eram
intercaladas com solucbes livres de metanol, de forma a verificar a taxa de
recuperacédo do filme apés cada inibi¢cdo com metanol.

Como pode ser observado na Figura 56C, o aumento da concentragao de
metanol ndo desloca o valor de Ecat. A solubilidade de oxigénio em metanol a 0 °C
é 11 vezes maior e a 40 °C é 21 vezes maior que em agua, 234235 de tal forma que
os resultados mostram a real inibicio de MvBO por metanol e ndo simples
atenuacdo da corrente por diminuicdo da solubilidade de oxigénio conforme a
concentracido de metanol aumenta (porém, deve ser mencionado que o efeito de
diminuicdo do transporte de prétons em metanol néo foi levado em conta). Se o
pH foi mantido como pH 4 para cada concentracdo de metanol, entdo, em baixas
concentracdes de metanol (0-1 mol L), a atividade eletrocatalitica da MvBO,
medida como magnitude da corrente, foi aumentada (foi mais negativa) em
comparagdo a solucdo tampéo livre de metanol, possivelmente devido a maior

solubilidade de oxigénio em metanol. 236
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Figura 56. Efeito do metanol na catalise de reducdo de Oz catalisada pelo filme de
A6A2N-MvBO: (A) Cronoamperometrias para registro da variacdo da corrente em funcdo do
tempo e da concentracdo de metanol. (B) Voltamogramas ciclicos registrados apés as
cronoamperometrias, para cada valor de [MeOH], mostrados em (A); (C) Derivadas das curvas
cataliticas em diferentes concentracoes de metanol, mostradas em (B). A linha tracejada mostra o
maximo das curvas na auséncia de metanol e a linha pontilhada mostra o maximo das curvas na
presenca de metanol. Condicéo: tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 6,0, 25 °C e 2500 rpm.
Velocidade de varredura em (B) de 5mV s™.
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Resultados mostrando a tolerancia ao metanol para um catodo contendo
lacases foram previamente publicados, revelando que tal tolerancia era maior que
a tolerancia oferecida pela platina. 218 A perda da densidade de corrente foi
atribuida ao ‘desinchamento’ da matriz de hidrogel do mediador redox e a pobre
transferéncia de elétrons causada por se empregar metanol como solvente. O
mesmo grupo de pesquisa demonstrou a tolerancia de lacases a 10 mol L™ de
metanol em solucdo e reducdo de corrente de cerca de 30%, além do valor de
potencial de circuito aberto ter sido reduzido em 300 mV em comparacédo ao
mesmo sistema na auséncia de metanol. 237 Nos resultados apresentados nessa
tese, existe uma reducédo mais evidente da corrente na presenca de 10 mol L™ de
metanol em comparacdo a zero metanol em solucédo (apesar de que grande parte
da diminuicdo da corrente foi atribuida a perda natural de atividade do filme
catalitico ao longo do tempo — secdo 5.5.3 — e cujo efeito é muito dificil de ser
fatorado dos resultados obtidos por tratamento matematico, dadas as
interferéncias do metanol na atividade da enzima). Por outro lado, o valor de E.at
(o qual é deslocado proporcionalmente ao potencial de circuito aberto) ndo mudou
entre 0 e 10 mol L™ de metanol em solucédo. Isso pode ser reflexo do fato das
lacases da ref. [237] estarem imobilizadas em uma matriz hidrogel redox, onde a
transferéncia de elétrons é mediada, ao invés de imobilizada na superficie de um
eletrodo com transferéncia direta de elétrons, empregado nesse trabalho.

O fato do valor de E.at néao ser deslocado na presenca de metanol é uma
vantagem para a aplicacdo da bilirrubina oxidase como catalisador catédico em
células a combustivel usando metanol no dnodo: para um méaximo de poténcia a
ser obtida na célula, os valores de potencial catalitico para anodo e catodo devem

permanecer o mais distante possivel, pois P = I X V (sendo P a poténcia, I a

corrente e V a diferenca de potencial), e uma maior diferenca de potencial resulta
em maior poténcia. Em DMFC’s (direct methanol fuel cells) e DEFC’s (direct
ethanol fuel cells), metanol/etanol crossover é um problema que diminui a
eficiéncia da célula. DMFC’s sao células a combustivel de baixa temperatura, as
quais geralmente empregam PEM (polymer electrolyte membrane) como
eletrélito e platina como catalisador, tanto no &dnodo quando no catodo. O

crossover € a permeacdo de reagente através da membrana. A oxidacdo de
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metanol permeado e a reducédo de oxigénio podem ocorrer simultaneamente, em
diferentes sitios no catodo de platina, o que produz um potencial misto no catodo
e, ademais, posterior deslocamento do potencial pode ser causado pela adsorcéo
de CO oriundo da incompleta oxidacdo do metanol, envenenando a platina. Além
disso, metanol reage com oxigénio presente no catodo para formar COgz, o qual
diminui a taxa de reducéo de oxigénio em 20%. Em contraste a reacédo de reducao
de oxigénio catalisada por MvBO, a presenca de metanol diminui o potencial do

catodo de platina (aumenta o sobrepotencial de redugdo) em até 200 mV. 238-241

5.5.3 Inativacao da MvBO por excesso de substrato

Ao longo do desenvolvimento do trabalho, era comum constatar a
diminuicdo de atividade do filme catalitico frente a reducdo de oxigénio,
independentemente das condigdoes experimentais aplicadas ao sistema. Por se
tratar de moléculas de enzima adsorvidas por interacdo hidrofébica/hidrofilica
sobre a superficie edge de um grafite pirolitico, a probabilidade de que as
moléculas de enzima se dessorvessem da superficie, e/ou perdessem atividade de
forma gradual por desnaturacdo, seria racionalmente aceitavel. De fato, tais
dessorcao e inativacdo seriam coerentes com o comportamento de um componente
bioquimico alocado fora das condi¢cdes naturais de existéncia, i.e. fora do habitat
natural do fungo hospedeiro Myrothecium verrucaria. Como consequéncia dessa
perda gradual de atividade do filme catalitico, era aplicada as andlises de corrente
vs potencial uma correcdo a queda de corrente, sempre que necessaria, para que
interpretacbes mais corretas e confiaveis fossem feitas e, dessa forma,
informacbes mais conclusivas, e ainda nunca investigadas, pudessem ser
exploradas. Um dos casos em que tal correcéo foi empregada se encontra na seciao
5.3, em que a perda de atividade do filme catalitico foi subtraida antes da
determinacdo dos parametros cinéticos bioquimicos da proteina, como as
constantes de Michaelis-Menten.

Além disso, também era comum verificar que a taxa de decaimento de

corrente quando o eletrodo era mantido em funcionamento continuo nao seguia o
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mesmo padrédo de diminuicdo de corrente quando comparada as situacdes em que
o eletrodo era armazenado em solucdo tampéo fosfato de sédio, em temperatura
entre 4-8 °C, em que a atividade do filme catalitico era medida por 6 séries de 5
varreduras de voltametria ciclica, dentro de um intervalo de 21 dias consecutivos
(Figura 57). Devido a tal comportamento, era racional a idéia de que as moléculas
de enzima se dessorviam mais rapidamente quando sob atividade continua

(potencial aplicado constantemente ao eletrodo), em contato com solucéo saturada
de Oo.
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Figura 57. (A) Estabilidade de um eletrodo de GPE modificado com A6A2N-MvBO submetido a
varreduras de voltametria ciclica para a reducio de oxigénio, operando continuamente durante 14
horas. Grafico interno mostra a diminuicdo da corrente com o tempo, amostrada em 0,1 V vs ECS,
a cada 10 ciclos (curva em vermelho mostra a diminui¢ido da corrente seguindo um decaimento
exponencial de segunda ordem). (B) Estabilidade de um eletrodo de GPE modificado com
A6A2N-MvBO (curva preta) e de um eletrodo modificado apenas por adsor¢io convencional de
MuvBO (curva em vermelho) submetidos a 6 séries de 5 varreduras de voltametria ciclica para a
redugdo de oxigénio, em um intervalo de 21 dias de experimento. Condicdes: solucdo tampéio
fosfato de sédio 0,1 mol L™, em pH 6,0, a 25 °C, 2500 rpm e 5 mV s, saturada de Os.

Entretanto, na ocasido de um estudo da dependéncia da corrente catalitica
com a velocidade de rotacdo do eletrodo em diferentes concentragées de Oz, foi
verificado um comportamento muito interessante, e que deu inicio a uma
investigacdo a respeito da estabilidade bioeletroquimica da enzima. Durante os
experimentos, foi constatado que a diminuicdo da atividade do filme catalitico ao

longo do tempo era mais evidente para maiores concentracoes de Oz, dado que em
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baixa percentagem de gas em solucéo (~2,0%), nao foi observada nenhuma queda
de corrente (Figura 58). Esse resultado sugere que o aumento na concentracio de
oxigénio faz com que a diminuicdo da atividade do filme também aumente. Dessa
forma, ter-se-ia uma condicdo em que o préprio substrato da reacdo agiria como

“inibidor” da enzima, a partir de uma determinada concentracédo em solucao.
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Figura 58. Cronoamperometrias do filme catalitico em 100 mV vs ECS, mostrando a dependéncia
da corrente catalitica com a velocidade angular do eletrodo de GPE modificado com
A6A2N-MvBO, sob diferentes concentracoes de O2. Os nimeros acima e abaixo das curvas
indicam a velocidade angular do eletrodo, em RPM. Condigoes: tampéao fosfato de sédio (TFS) 0,1
mol L™}, em pH 6,0, 25 °C.

Se a especulacdo de que o excesso de oxigénio cause inativacdo do filme

catalitico for verdadeira, e tal queda de atividade néao for causada por dessorcao
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de proteina da superficie do eletrodo, a substituicdo de oxigénio por um gas inerte
impediria que a inibig¢do ocorresse enquanto oxigénio estivesse ausente do meio.
Dessa forma, apds a re-insercdo do reagente na solucdo, a corrente catalitica
retomaria o mesmo valor que apresentava no ponto em que oxigénio foi retirado
da solucéo, e seria entdo observada a diminuicdo dessa corrente com o tempo.
Sendo assim, foi realizado um experimento de cronoamperometria de trés
estagios, em que a reducédo de oxigénio, registrada durante aproximadamente 40
minutos (1° estagio), foi interrompida pela insercédo de argonio na solucéo, por 50
minutos (2° estagio), e retomada pela re-insercao do reagente (3° estagio), como

pode ser visto na Figura 59.
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Figura 59. Cronoamperometria de trés estdgios para verificacdo da inativacdo da MvBO por
excesso de oxigénio em solugdo. Primeiro estdgio (drea amarela): verificacdo do decaimento da
corrente de reducdo de Oz durante 40 minutos; segundo estagio (drea cinza): interrupcdo da
reacdo por insercio de argonio, durante 50 minutos; terceiro estagio (area azul): retomada da
reacdo de reducéo de oxigénio, por mais 50 minutos, por re-borbulhamento do gas na solucio.
Condicéo: tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™, em pH 6,15, 25 °C e 2500 rpm. Curvas em azul e
vermelho sdo ajustes a curva experimental por equacdo de decaimento exponencial de segunda
ordem, como verificado no grafico interno a Figura 57A.
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Com o eletrodo rotacionando a 2500 rpm e eletrélito saturado com oxigénio,
a cronoamperometria foi iniciada em 600 mV vs ECS (durante 1 minuto), saltando
para 100 mV durante o restante do tempo. No primeiro estagio do experimento, a
corrente alcancou um valor maximo de —9,6 YA, diminuindo exponencialmente até
-7,8 UA, apés 40 minutos. Em seguida, argonio foi inserido na célula (por
borbulhamento direto no eletrélito), expulsando o oxigénio presente na solucao, e
a corrente catalitica decaiu drasticamente até —0,01 YA, durante 50 minutos. Por
fim, oxigénio foi inserido novamente na solucdo, no mesmo fluxo que no primeiro
estagio, e a corrente reassumiu o valor de -7,8 HA, que foi exatamente o mesmo
valor de corrente que o filme catalitico apresentava quando se iniciou a insercio
de argonio na solucéo, e essa corrente continuou a decair exponencialmente, como
no primeiro estagio.

A partir dos resultados mostrados nas figuras anteriores, fica evidente que
a diminuicdo de corrente é atribuida a presenca de oxigénio em solucéo,
principalmente pelo fato dos valores das correntes ao final do primeiro estagio e
inicio do terceiro, na Figura 59, serem exatamente iguais. Essa diminuicdo de
atividade observada na presenca de oxigénio pode ser atribuida ao efeito do
‘excesso’ de substrato em solucdo, agindo como “inibidor” da enzima. A atribuicao
do termo ‘excesso’ é cabivel dado os valores de concentracdo dos componentes do
sistema. Em 100% de oxigénio em solucdo, a concentracdo do reagente é de 1,3
mmol L™ (veja os valores de concentracio de oxigénio em mol L™ e em
percentagem na Tabela 6), o que corresponde a 2,6 x 10’ vezes mais oxigénio em
solucdo em comparacdo a quantidade estimada de enzima presente no eletrodo
(quantidade méxima ideal de 1 x 10 mol de enzima adsorvida sobre uma
superficie de 0,049 cm2 e 2,6 x 10~ mol de oxigénio em 20 mL de solucéo
eletrolitica).

Se a diminuicdo da atividade catalitica fosse atribuida a dessorcédo de
moléculas de enzima da superficie do eletrodo, a corrente de reducéo estaria em
constante decaimento, principalmente durante os 50 minutos em que argénio era
mantido dentro da célula. Como conseqiiéncia, o valor de corrente ao final do
primeiro estagio na Figura 59 néo coincidiria com o valor da corrente no inicio do

terceiro estagio, uma vez que as moléculas de enzima estariam se dessorvendo
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constantemente ao longo do tempo, e menor quantidade de enzima estaria ativa a
cada instante do experimento. Argumento similar se emprega ao potencial
aplicado ao eletrodo, o qual permaneceu o mesmo durante todo o tempo de
experimento (100 mV vs ECS), principalmente na presenca de argoénio e, dessa
forma, uma especulacdo a respeito da desnaturacdo da enzima causada pelo
potencial aplicado pode ser descartada. Ao contrario do esperado para um efeito
de dessorcdo das enzimas, o que se observa é que a diminuicdo da atividade é
interrompida durante o periodo de tempo em que argonio é mantido em solugdo,
sendo reiniciada quando oxigénio é reinserido na célula. Porém, esses resultados
apenas mostram um efeito presente na catalise da MvBO para a reducdo de
oxigénio e estdo longe de serem conclusivos. Ao contrario, um estudo envolvendo
técnicas avancadas de caracterizacio espectroscopica, como absorcdo de Raios-X
in situ, 242, 243 deve ser realizado, com dificuldades inerentes as quais
caracterizariam tal estudo como objeto de trabalho para uma tese inteira e,
portanto, esta fora do escopo da presente tese.

Apesar das informacoes obtidas serem importantes para o conhecimento
das caracteristicas de comportamento da enzima (e que podem ser semelhantes a
outras enzimas empregadas comumente em células a combustivel enzimaticas), a
inativacdo da enzima pode ser um fator limitante para a aplicagdo como
catalisador da reacdo de reducdo de oxigénio em um catodo de célula
eletroquimica. Essa baixa vida 1til comprometeria a operacéo da célula por longos
periodos de tempo.

Neste contexto, um estudo mais avancado a respeito de outras
metodologias de imobilizacdo da enzima e confeccdo de eletrodos com elevada
quantidade de catalisador eletroquimicamente ativo se torna crucial no empenho
em desenvolver uma célula a combustivel enzimatica de aplicacdo pratica dentro

dos padroes desejados de durabilidade, ao longo de anos de funcionamento.
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6 Conclusoes
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A enzima bilirrubina oxidase de Myrothecium verrucaria se adsorve sobre
a superficie ‘edge’ de grafite pirolitico covalentemente modificado com a funcéo
organica naftil-2-carboxilato por acoplamento de sal de diazoénio, intercambiando
elétrons com o eletrodo a elevadas taxas de transferéncia. Uma gama de
moléculas organicas, de diferentes comprimentos e hidrofobicidade, foi
investigada para determinar qual tipo de grupo funcional apresenta melhor
interacdo com as moléculas de enzima. Os eletrodos modificados com o grupo
funcional naftil-2-carboxilato, recobertos por bilirrubina oxidase, resultam em
voltamogramas para a reducio eletrocatalitica de O2 com maior densidade de
corrente, até quatro vezes a corrente obtida para a mesma reacdo com eletrodos
nao modificados, contendo a enzima adsorvida de forma convencional. Para os
eletrodos modificados com moléculas organicas apolares, ou com polaridade
positiva, as densidades de corrente obtidas sdo menores que as obtidas para os
eletrodos nao modificados por acoplamento de diazonio, mostrando a importancia
do grupo carboxilico acoplado a estrutura hidrofébica naftilica. Como
consequéncia, a corrente por molécula de bilirrubina oxidase (a atividade
especifica) é maior comparada a estudos em que a enzima foi imobilizada em
hidrogel contendo complexos redox ativos como mediadores de elétrons e, ainda
mais importante, é cerca de 70 vezes maior que a corrente por atomo de Platina
ativa eletrodepositada sobre a superficie de GPE.

O formato dos voltamogramas para a reducdo de Oz catalisada por
bilirrubina oxidase é muito semelhante para ambas as superficies ndo modificada
e modificada com o acido 2-naftdico, e também para as superficies de monocristal
de Au(111) e Pt(111), revelando para estes ultimos que a atividade enzimatica se
inicia muito antes da catalise inorgéanica. Esse comportamento, observado pela
primeira vez através da adsorgdo da bilirrubina oxidase sobre ouro e platina (dos
Santos, L. et al. Mechanistic Studies of the ‘Blue’ Cu Enzyme, Bilirubin
Oxidase, as a Highly Efficient Electrocatalyst for the Oxygen Reduction
Reaction Phys. Chem. Chem. Phys., DOI:10.1039/COCP00018C), sugere que a
atividade da enzima nao depende da modificacdo da superficie do eletrodo, mas a
maior densidade de corrente, oriunda da maior quantidade de moléculas de

enzima adsorvida apds a modificacdo, depende de a superficie estar modificada
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pela funcdo orgénica acido 2-naftéico. A atividade eletrocatalitica da bilirrubina
oxidase aparece como uma curva proeminente antecipada em potencial a curva
obtida por catalise com Platina, sob as mesmas condi¢cbes experimentais,
revelando o menor sobrepotencial para a catalise enzimatica de reducao de Os. As
comparacoes sdo estendidas para medidas em um intervalo de valores de pH
entre 5,0 e 8,0, sendo que, em pH 6,0, o potencial de inicio da atividade da
enzima, medido pelo ‘maximo da aceleracdo’ da reacdo com relacdo ao potencial
aplicado, é de 140 mV menor que o potencial reversivel termodinamico do par
02/2H20.

A variacdo do formato do voltamograma com o pH, linear em pH 5,0 e
tornando-se sigmoidal com o aumento do valor do pH do meio, reproduz a
dependéncia do Km com o potencial aplicado ao eletrodo, sob os mesmos valores
de pH estudados. Isso mostra que a etapa determinante do processo, em pH 5,0,
se da pela transferéncia de elétrons dependente do potencial, em que a atividade
enzimatica é muito alta e tanto a transferéncia intramolecular de elétrons quanto
a transferéncia dos elétrons do eletrodo em direcdo ao sitio ativo da enzima
dependem do potencial aplicado. Entretanto, esse comportamento muda em altos
valores de pH, de tal forma que em pH 8,0 o processo reacional passa a ser
eletroquimicamente independente, i.e. se torna independente do sobrepotencial
aplicado apds a ativacédo da reacdo. A atividade catalitica se torna menor e passa
a nédo depender mais da taxa de transferéncia de elétrons entre eletrodo e sitio
ativo, mas apenas da disponibilidade de prétons no meio reacional e consequente
transferéncia de prétons entre o(s) aminoacido(s) envolvidos na reacéo de reducao
e as espécies oxigenadas. Essas observacoes permitiram, portanto, propor uma
alteracdo ao mecanismo reacional em que, sob condigoes eletroquimicas, o estado
da enzima totalmente reduzida néo se forma durante todo o ciclo catalitico, ou
apresenta tempo de vida extremamente curto por reagir rapidamente com Oz.

A aplicagao do modelo de dispersdo das taxas de transferéncia de elétrons,
o qual assume a possibilidade de alteracdo da orientacdo das moléculas de
enzima adsorvidas sobre a superficie do eletrodo, revela que a variacdo da
temperatura (parametro de maior influéncia na orientacdo das moléculas) nao

causa nenhum efeito de disperséo ao filme catalitico, de tal forma que a variacéo
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das distancias de transferéncia de elétrons entre enzima e eletrodo é de apenas 1
angstron, néo interferindo nos valores de taxa de transferéncia, corroborando a
teoria de que os elétrons entram na enzima através de um unico sitio da proteina,
sendo o sitio contendo o Cu Tipo 1 operativo em todos os casos. Entretanto, para
um mesmo valor de temperatura e diferentes valores de pH, observa-se um
aumento nas taxas de kom2* com o aumento do pH, indicando que a taxa de
transferéncia de elétrons entre o eletrodo e o sitio ativo das enzimas se torna
mais efetiva em altos valores de pH, possibilitando o menor valor de
sobrepotencial de ativacdo da reacdo observado em maiores valores de pH.

Os resultados inéditos de inibicdo da bilirrubina oxidase mostraram maior
resisténcia da enzima a presenca de haletos e pseudo-haletos em comparacao a
outras multicobre oxidases, como lacase, revelada através dos maiores valores
obtidos para K; e Iso, seguindo a mesma sequéncia de forca de inibicdo N3~ > CN-
> F- > CI-. Além dos experimentos de inibicdo por haletos e pseudo-haletos, é
observado, também pela primeira vez, a inativacao gradual da bilirrubina oxidase
por excesso de reagente, oxigénio, em solucédo. Na presenca de oxigénio, observa-
se uma diminuicédo da atividade da enzima seguindo um decaimento exponencial
de segunda ordem ao longo do tempo. Porém, esse decaimento ndo ocorre na
presenca de gas inerte, como argonio. A diminuicdo da atividade catalitica
atribuida a dessorcéo de moléculas de enzima da superficie do eletrodo resultaria
no constante decaimento da corrente de redugcdo com o tempo. O que se observa,
no entanto, é a interrupcao da diminuicdo da atividade durante o periodo em que
argonio é mantido em solucdo, sendo a queda de atividade reiniciada, seguindo o
mesmo decaimento exponencial de segunda ordem apresentado anteriormente,
quando oxigénio é inserido novamente na célula.

A presente tese apresentou uma metodologia diferenciada de investigagdo
das propriedades bioeletroquimicas da bilirrubina oxidase, revelando os
resultados inéditos descritos e resultados mais precisos que os publicados até o
presente momento, como a dependéncia de Km com o pH e o potencial. Tal método
de investigacdo pode ser aplicado ao estudo de varias outras enzimas oxidases

capazes de transferir elétrons diretamente com a superficie de um eletrodo.
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APENDICE A. Determinacio do Coeficiente de Extincéao
Molar da MvBO

A razao principal da realizacdo dos experimentos de UV/Vis foi a
determinacéo das atividades especificas da bilirrubina oxidase, purificada e nao-
purificada, frente a oxidacdo de ABTS. Como a concentracdo de MvBO no
material comercial é desconhecida, mesmo que a embalagem fornecida pelo
fabricante indique 2,6 U mg™' (o que inclui a elevada quantidade de
estabilizante), a forma mais confidvel de se medir a concentracdo total de
proteina nas amostras é através da determinacéo do coeficiente de extingdo molar
da proteina a 280 nm. Para isso, foi usada a sequéncia de aminoacidos da enzima

bilirrubina oxidase no software ProtParam Expasy Proteomics Server

http:/www.expasy.ch/tools/protparam.html), o qual gerou um coeficiente de
extin¢do molar no valor de 95230 L mol™ ¢cm™ a 280 nm, além de varias outras
informacdes importantes a respeito da enzima, descritas abaixo:

Sequéncia de aminoacidos da bilirrubina oxidase de Myrothecium verrucaria:

10 20 30 40 50 60
MFKHTLGAAA LSLLFNSNAV QASPVPETSP ATGHLFKRVA Q SPQYPMFT VPLPI PPVKQ
70 80 20 100 110 120
PRLTVTNPVN GQEI WYEVE | KPFTHQVYP DLGSADLVGY DGVBPGPTFQ VPRGVETWWR
130 140 150 160 170 180
FI NNAEAPNS VHLHGSFSRA AFDGWAEDI T EPGSFKDYYY PNRQSARTLW YHDHAMVHI TA
190 200 210 220 230 240
ENAYRGQAGL YM.TDPAEDA LNLPSGYGEF DI PM LTSKQ YTANGNLVTT NGELNSFWGD
250 260 270 280 290 300
VI HYNGQPWP FKNVEPRKYR FRFLDAAVSR SFGLYFADTD Al DTRLPFKV | ASDSGLLEH
310 320 330 340 350 360
PADTSLLYI S MAERYEWFD FSDYAGKTI E LRNLGGSI GG | GTDTDYDNT DKVMRFVWAD
370 380 390 400 410 420
DTTQPDTSW PANLRDVPFP SPTTNTPRQF RFGRTGPTWI | NGVAFADVQ NRLLANVPVG
430 440 450 460 470 480
TVERVELI NA GNGWIHPI HI HLVDFKVI SR TSGNNARTVM PYESGLKDW W.GRRETVWV
490 500 510 520 530 540
EAHYAPFPGV YMFHCHNLI H EDHDMVAAFN ATVLPDYGYN ATVFVDPMVEE LWQARPYELG
550 560 570
EFQAQSGQFS VQAVTERI QT MAEYRPYAAA DE

Aminoacidos ligados ao Cu T1 / Aminoacidos ligados aos Cu's T2/T3



Numero de aminacidos: 572
Massa Molecular: 63947,7
Ponto Isoelétrico teorico pI =5.18

Composicao dos aminoacidos:

Ala (A) 49 8,6%
Arg (R) 29 5,1%
Asn (N) 30 5,2%
Asp (D) 35 6,1%
Cys(C) 1 0,2%
Gln (Q) 20 3,5%
Glu (E) 30 5,2%
Gly (G) 40 7,0%
His (H) 18 3,1%
Ile (I) 23 4,0%
Leu (L) 38 6,6%
Lys (K) 13 2,3%
Met (M) 14 2,4%
Phe (F) 32 5,6%
Pro(P) 43 7,5%
Ser (S) 30 5,2%
Thr (T) 42 7,3%
Trp (W) 10 1,7%
Tyr (Y) 27 4,7%
Val (V) 48 8,4%
Pyl(O) O 0,0%
Sec(U) 0 0,0%

Numero total de residuos carregados negativamente (Asp + Glu): 65
Numero total de residuos carregados positivamente (Arg + Lys): 42

Composicao atomica:

Carbono C 2890
Hidrogénio H 4332
Nitrogénio N 768
Oxigénio 0] 852
Enxofre S 15

Formula: C2sgoH4332N 7680852515
Numero total de atomos: 8857

Coeficientes de extin¢cao molar:

Coeficientes de extin¢io molar estdo em unidades de L mol™ cm™, a 280 nm
medido em agua.

£=95230 — Abs 0,1% (=1 g L™ 1,489, assumindo que todos os residuos de
Cisteina aparecem como meia cisteina.

£=95230 — Abs 0,1% (=1 g L™) 1,489, assumindo que nenhum residuo de
Cisteina aparece como meia cisteina.
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Meia-vida estimada:

O residuo N-terminal da sequéncia cosiderado foi o M (Met).

A estimada meia-vida foi de: 30 horas (mammalian reticulocytes, in vitro).
20 horas (levedura, in vivo).
10 horas (Escherichia coli, in vivo).

Indice de instabilidade:

O indice de instabilidade (II) foi computado como sendo 36,73. Esse valor
classifica a proteina como estavel (corroborando os resultados de estabilidade
bioquimica mostrados na se¢do 5.1).

A partir do valor obtido para o coeficiente de extingdo molar da enzima, as
concentracoes de proteina total nas solucdes estoque para as amostras
purificadas e néo-purificadas foram determinadas pela obtencdo das curvas de
absorcédo de UV (registradas a 200 nm min ) para diferentes aliquotas de enzima
adicionadas a cubeta. A concentracdo de cada amostra foi obtida pela divisdo da

absorcdo a 280 nm por 95230 L mol™ cm™.

Considerando cada diluicéao
empregada durante as medicoes, foi possivel determinar a concentracio de cada
uma das solucées estoque.

O equipamento usado em todos os experimentos de espectroscopia de

absorcéo eletronica da regido de UV/Vis foi um JASCO V-630 Spectrophotometer.
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APENDICE B. Voltametria ciclica para o acoplamento de

Diazonio dos modificadores investigados

A descricao completa da metodologia de modificacdo da superficie do
eletrodo de grafite com as moléculas organicas estudadas se encontra em detalhes
na secdo 4.5. O presente apéndice destina-se apenas a mostrar o perfil
voltamétrico de cada uma das moléculas estudadas como modificadores da
superficie de grafite para adsorcdo das moléculas de enzima. A reacdo do
composto organico com NaNOz converte a funcdo -NH2 em —Ns, que é eliminado
na forma de gas nitrogénio quando o sal de diazonio resultante é reduzido
eletroquimicamente sobre o grafite, formando ligacdo covalente entre a superficie

e o atomo de carbono ao qual se ligava a funcio —Na.

3 | 1-Aminoantraceno ] )
ol (1) — 1-Aminoantraceno
s (2) — 1-Diazoantraceno
g 3 HCI01mol L' |
E 6L 0-1°C - 2500 rpm 4 (2) OOO
S 9 ] A
g - 1° ciclo .2 NH;
-12¢ 2° ciclo
-15+F Branco .
204 -02 00 02 04 06
E/Vuvs ECS
4-Aminobenzonitrila (1) — 4-Aminobenzonitrila
ot 1 (2) — 1-Diazobenzonitrila
E! -1 P N
B HC10,1 mol L ] (1) (2) 3
e -2l 0-1°C - 2500 rpm
[<D]
—
8 3l 1° ciclo i
O (o} .
2" ciclo NH,
Ar Branco T
_5 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
-04 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E/Vuvs ECS
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2-Aminoantraceno
ot 4
i HC10,1 mol L™
P 2r 0-1°C - 2500 rpm |
-
=
o4
g Er 1° ciclo i
2° ciclo
61 Branco 7
-0,4 -02 0,0 0,2 0,4 0,6
E/Vuvs ECS
4 T T T T T T T T T T
2-Aminocriseno
9 HC1 0,1 mol L™
i | 0-1°C - 2500 rpm |
£ of -
[<D]
b
S ol 1 ciclo |
2° ciclo |
Branco
_4 N 1 N 1 1 1 1
-0,4 -02 0,0 0,2 0,4 0,6
E/Vus ECS
2 T T T T T T T T T T
. 2-Aminoacridina
ot 4
i -2+ HC10,1 mol L™ .
o | 0-1°C - 2500 rpm
-
54 -
%“ A 1° ciclo
O -6 2° ciclo 1
i Branco
8t 4
04 -02 00 02 04 06
E/Vus ECS

(1) — 2-Aminoantraceno
(2) — 2-Diazoantraceno

(]
O‘

NH,

(1)

(2)

(1) — 2-Aminocriseno
(2) — 2-Diazocriseno

(1)

(2)

(1) — 2-Aminoacridina
(2) — 2-Diazoacridina

(1)

(2)
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- O

Corrente / HA

4-Aminotiofenol 1 (1) = 4-Aminotiofenol
(2) — 4-Diazotiofenol

] SH
HC10,1 mol L™ 1 (1) (2)

0-1°C - 2500 rpm
1° ciclo NH,
2° ciclo
Branco -

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E/Vus ECS

S =N

Corrente / A

4-Benziloxianilina

| (1) — 4-Benziloxianilina
1 (2) — 4-Benziloxidiazonio

HC10,1 mol L™ 8
0-1°C - 2500 rpm |

(1) (2)

1° ciclo |

2° ciclo
Branco

NH,

“02 00 02 04 06

E/Vuvs ECS

- O e

|
[\

Corrente / A

Acido 4-Aminofenilacético ) o
cido rnoteniiacetico (1) — Acido 4-Aminofenilacético
(2) — Acido 4-Diazofenilacético o

HC1 0,1 mol L™ i (1) (2)
0-1°C - 2500 rpm

1° ciclo NH,

2° ciclo i
Branco

“02 00 02 04 06

E/Vus ECS
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1+ Acido 4-Aminobenzéico
ot
< |
31t
S | HCI 0,1 mol L™
' -2t 0-1°C - 2500 rpm
| o
8 -3 i 1 ciclo
a4l 2" ciclo
I Branco
_5 I I I I I
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E/Vus ECS
1+ Acido 6-Amino-2-naftéico
ot
< |
3 1
E% i HC10,1 mol L™
§ 9l 0-1°C - 2500 rpm
= [ .
8 3 _ 1 ciclo
i 2° ciclo
4l Branco
04 -02 00 02 04 06
E/Vus ECS

1) - écido 4-Aminobenzoéico
(2) — Acido 4-Diazobenzoéico

Os .OH
C

(1) (2)

NH,

(1) — Acido 6-Amino-2-Naftéico
(2) — Acido 6-Diazo-2-Naftéico

1) @) Os-OH
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APENDICE C. Derivacao da equacao de probabilidade para ko

Para o desenvolvimento da equacéo (8), foi denotado F, (t) como sendo a
funcéo de distribuicdo cumulativa de k,, ou seja, a probabilidade P(k, <t) que k,
assume um valor menor que ¢, e f, (t) € a funcéo densidade de k; (sendo escrito

no texto principal como p(k;)). As duas funcdes estédo relacionadas entre si pela

equagio F(t) = j; f, (U)du.

F, (1) = P(k{"™ exp(-pd) <t) (A1)
_ 1 t

FkO ®) —1—P[d <—Eln@j (A2)

Fko (t) =1-F, [—% In@] (A3)

Derivando a equacao (A3) com relacao a ¢t encontra-se:

1 1, t
d add|d
Sendo f,[ ~Lin—L_|=]¥d paradOldn, duu] (A5)
Bk 0 para qualquer outro va

ed +d,, obtém-se a equacdo (8), com k" =k exp(-Ld,):

max = CImin

d,t parat O k™ k™
0 para qualquer outro va
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APENDICE D. Desenvolvimento da corrente catalitica de

reducao de O2

Para obter uma equacéo representativa do formato das curvas de reducéo

de O2 como funcdo de um unico potencial de reducdo (Eomr), da freqiiéncia de

turnover da enzima, k

cat ?

e da constante de transferéncia interfacial de elétrons

em sobrepotencial zero, k,, a corrente expressa pela da equacdo (5) deve ser

integrada através da distribuicédo dos possiveis valores de k;,, dentro do intervalo

m

[komin ’ k(;nax} (equagéo (8)), pela integral i’ = J‘k:::x i (ko) p(ko)dko ’ com

k™ = k™ exp(Ad,) e usando a notacio reduzida e, = exp{%(E - EO,R)}, ou seja,

i J'komax 1 1

o c r du (A7)
I ca u
fm 1+ S +Tt(eé//2R) 0

Mudando as variaveis, tem-se que

red_kca /2 red__koa /2 1 - _ 1 red
v —Tt( ,R) e dv™ = U—Z‘( ,R):>Gdu— T du (A8)
e que a equacao (A7) assume a forma
i’ 1 (o 1 1
—=- —dv™ A9
i”m ﬁdo jU:{Sd ared +Ured Ured ( )
1 1 1 ~
Usando I —du= —[In(U) -In(a+ U)] na equacao (A9), tem-se que
(a+tov) v a
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i 1 1 vy
= [—Inured +In(ared +ure“)] ’

i, pd, a® 5™ exp{ fdy)
=L L U o ex (Bd,)+ In(ared +Ured)— In[ @™+ ex(Bd,) |
- lgdo ared 2 2 p 0 2 2 0
1 1 a® +u,”
= JR— d. +In 2 AlO
ﬂdo ared l:ﬁ 0 [ared +U;ed exp(ﬁdo)Jj| ( )

Substituindo na equagio (A10) os valores de 8™ =1+¢,, e U = Kea ( /2 ),

komax /IR

tem-se a equacdo da corrente catalitica de reducdo corrigida pelo efeito de
dispersdo de taxas de transferéncia de elétrons entre as moléculas de MvBO e a

superficie do eletrodo:

i L 1+eo,R+:0;a;x R
i* - lim 1+ In (10)
L) Bl | 1he, + K @2 expfppa,)

lembrando que €, = exp{%(E - EO,R)} ei, =—-4FATk,.
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APENDICE E. Descricao do ajuste dos minimos quadrados

nao-linear aplicado aos dados de corrente vs p(O2)

Embora os dados estejam apresentados na forma de duplo-reciproco
(graficos de Lineweaver-Burk, secdo 5.3), o ajuste aos dados foi feito pelo método
dos minimos quadrados n&o-linear em que a variavel minimizada, X2, foi
estabelecida a partir dos erros relativos nas concentracoes dos gases (equacao
(A11)). A equacdao de Michaelis-Menten foi resolvida para o ajuste da
concentracio de substrato (O2) as correntes obtidas (equacdo (A12)), assumindo
que as incertezas experimentais nas concentracées dos gases eram maiores que
as incertezas relacionadas as medigoes das correntes. Para os erros relativos nas
concentracoes do substrato e no balanco entre os gases (O2 e Ar) foram
consideradas as incertezas fornecidas pelo fabricante dos controladores de fluxo
de gas (1% da escala total, sendo 10 sccm e 25 scem — dois controladores foram
usados) (equacdo (A13)). Embora o rearranjo na equacdo (Al2) inverta as
variaveis dependente e independente, no intuito de permitir que as incertezas
nas concentracoes dos gases se ajustem a minimizacdo dos residuos, estas
variaveis permanecem independentes entre si. Esse método proposto contrasta
com as analises empregando os métodos de Hanes-Woolf (S/v vs S) e Eadie-
Hofstee (v vs V/S), em que a ordenada ou a abscissa dos respectivos graficos sao

uma razio entre essas duas variaveis (dependente e independente).

2 S‘it - Sexp 2
= _ft Texp_ All
X Z[(aslsexp)] (ALD
vK
= M Al2
S Vmax - V ( )
s |= || Zs | +| Y91 (A13)
Sexp Sexp S+ X
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sendo S e X as concentracdes do substrato e o balanco entre os gases,
respectivamente (no caso, [Oz] e [Ar], ambos proporcionais aos fluxos relativos; a
diferenca nas constantes de Henry para cada gas é menor que 10%); Ve Vmax séo
as taxas reacionais medida e maxima (extrapolada), respectivamente (ambas
proporcionais a corrente), 0 é o erro absoluto na medida da concentracgdo e x2 é o
parametro de minimizacédo. Os valores de S, X e Os para os experimentos estédo

mostrados na Tabela 6.
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APENDICE F. Derivacio da Equacio de Michaelis-Menten

dependente do potencial

A equacdo de Michaelis-Menten para estudos classicos de cinética
enzimatica surge do desenvolvimento das equacoes de velocidade, no estado

estacionario, para uma reacédo do tipo 244

E+ SOy ESOM-  produt, emque d[dESL_d[dES’!:o_
1 t t

As equacoes de velocidade de para a reacédo podem ser escritas por:

a1« Aot

d

sendo [E]L a concentracdo de enzima livre em solucdo, ndo presente na forma de
complexo enzima-substrato (ES), e sendo a concentracao total de enzima igual a
soma das duas formas de enzima em solucdo, i.e. [E] =[E]L + [ES].

Pela condicdo de estado estacionario, tem-se que as velocidades de

formacéo e consumo do complexo ES séo iguais (ki[E]L [S] = (k. + kz)[ EE}) e, dessa

forma, obtém-se a relacio:

e[k _ [BL19 _
9= ([kE][kE}J L5 (a14
‘

Usando a relacao [E] = [E]L + [ES] na equacédo (A14), tem-se que

[Eq:([E]_[Eq)[E}: [E][q (A15)

K,, Ky +[9]
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Inserindo a equacédo (A15) a relacdo matematica que descreve a taxa de

formacao de produto (U = kQ[EQ) , obtém-se a equacédo geral de Michaelis-Menten:

Je E“E'i][[j] (A16)

Para o caso da reacéo de reducao eletroquimica de oxigénio, catalisada pela
enzima bilirrubina oxidase imobilizada sobre a superficie de um eletrodo, com a
qual transfere elétrons a taxas dependentes do potencial aplicado ao eletrodo, a

reacdo quimica é descrita pelo modelo

K,

E+ S 47—’ ES —— produtos
1

K,
0, + g &— PI Ka, NI (=E,)

k—l
kéEO/R)
S
2H,0 4H*, 4e"

Substituindo [S] por [O2] na equacdo (Al6) e aplicando a relacdo de

dependéncia de k, com as demais constantes cataliticas k{© (taxa de
transferéncia interfacial de elétrons) e k_ (frequéncia de turnover inerente ao

sitio ativo da enzima — puramente bioquimica), descrita na sessédo 5.3,

1_1 1 k k&
Kk ez T e,
k2 kcat két : kcat + kei

obtém-se a apropriada relacdo matematica do modelo de Michaelis-Menten para
a dependéncia das constantes cinéticas (e, portanto, da corrente) com o potencial

aplicado ao eletrodo:
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L[EI[C.] _ v _  kk[O)]

“" %, +[0] [E] (ke tk)+k[O]

aka !y 10))

7 k +k

E ()
[ ] [ kcat t_:(iétE)j-'-ki[OZ]

=

— — Catk(E)kl[O] —
[E] Koy (Ko +KE ) + koo k® +k [0,] (K +k©)

cat cat

f— = I o cat (E)k1[o]
[E] 0FAT (K +K[0,]) (ks +KP) +huk® 417

cat

sendo n o numero de elétrons transferidos durante cada ciclo catalitico (=4), F' a
constante de Faraday, A a area superficial do eletrodo e / o recobrimento
eletroativo de enzima.

A equacio (A17) descreve a dependéncia matematica entre corrente e
potencial envolvendo as constantes cinéticas da reacdo de reducio eletroquimica
de oxigénio catalisada pela enzima bilirrubina oxidase, imobilizada sobre a

superficie de um eletrodo.
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