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RESUMO 

 

 

 

A termodinâmica de proteínas está intimamente relacionada com mudanças entre as diferentes 

formas de energia e também com o estudo das transformações de energia que acompanham 

fenômenos físico-químicos. As interações entre o reagente e a superfície eletródica são 

importantes para a determinação da cinética de transferência eletrônica. Neste trabalho, 

avaliou-se a modificação de um substrato de ouro com PMMA-b-PDMAEMA e ligação com 

gluteraldeído, seguido por imobilização de mioglobina de sangue equino como modelo de 

interação. Nos experimentos eletroquímicos, a interação foi obtida por gotejamento da 

proteína na superfície do ouro, seguindo da adição do copolímero e agente bifuncional 

gluteraldeído (Glu). Uma segunda etapa deste trabalho consistiu da análise termodinâmica do 

sinal voltamétrico de mioglobina imobilizada, por varredura térmica em cela termoquímica 

não-isotérmica. A interação entre Mb/PMMA-b-PDMAEMA/GLU foi investigada por 

voltametria cíclica, por meio da mensuração de parâmetros, tais como: constante de 

estabilidade, cinética de transferência de carga, determinação da atividade eletrocatalítica de 

H2O2 efeito da temperatura. O efeito do pH também foi avaliado por voltametria, bem como a 

estabilidade e reprodutibilidade do biosensor. A voltametria cíclica da interação do complexo 

Mb/PMMA-b-PDMAEMA/GLU exibiu um processo de reação quase-reversível na superfície 

do eletrodo de ouro modificado controlado por voltametria de camada delgada com potencial 

de oxidação e de  redução, com valores de 0,248 V e 0,034 V, respectivamente. O potencial 

padrão (E
0
) foi de 0,180V. O coeficiente de transferência de carga assumiu um valor de  α de 

aproximadamente 0,40± 0,01. Os valores de Ks obtidos sugerem que a cinética é lenta, 

entretanto variou com a velocidade, reforçando a quase-reversibilidade da reação. O efeito do 

pH revelou valores que confirmam que o processo de transferência eletrônica ocorreu  na 

proporção de 2 elétrons para um próton. Complementarmente, houve variação de Ks com pH, 

reforçando a existência de prótons H
+
 durante a eletro-transferência. A constante Michaelis-

Menten (Km) aparente calculada foi de 115µM, representando uma alta atividade catalítica 

para o H2O2. A média da concentração da área de superfície calculada foi de 9,8 x 10 
-11 

±1,13 

x 10 
-11 

mol/cm
2
, não se observando variações significativas com o aumento da velocidade. Os 

valores encontrados de ∆S
0
e ∆H

0
foram respectivamente 351,3±0,0002 J mol

-1
K

-1 
e -76831,9 ± 

0,8 KJ/mol. A média da área eletroativa obtida foi de 1,146 cm
2
 ± 0,1371 cm

2
. Em suma, os 

resultados obtidos podem ser úteis para a compreensão de proteínas imobilizadas, abrindo 

perspectivas para estudo mais aprofundado para determinação de parâmetros eletrocinéticos 

sob variação de temperatura. 

 

Palavras-chave: Termodinâmica. Proteína. Polímeros. Voltametria. Mioglobina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

 

 

Myoglobin was immobilized in the reversible addition-fragmentation chain transfer (RAFT) 

copolympoly (methylmethacrylate)-block-poly[(2-dimethylamino)ethyl  methacrylate]- 

PMMA-block-PDMAEMA polymer. Cyclic voltammograms gave direct and slow quasi-

reversible heterogeneous electron transfer kinetics between Mb-PMMA-block- PDMAEMA 

modiffed electrode and the redox center of the protein. The values for heterogeneous electron 

transfer constant (Ks) and transfer coeffcient (nα) were determined to be 0.055 ± 0,01 and 

0.81± 0.08, respectively. The pH dependence of the formal potential of Mb suggested that 

protonation accompanies a two electron transfer to Mb. The reduction potential determined as 

a function of temperature (20-55 Cº) revealed a value of reacton center entropy of ∆S
0 

of 

351.3±0.0002 J mol
-1

K
-1 

and enthalpy change ∆H
0 

of -76831.9 ± 0.8 KJ/mol, suggesting 

solvent effects and charge ionization atmosphere involved in the reaction. The immobilized 

protein also exhibit an electrocatalytical response to reduction of hydrogen peroxide, with an 

apparent Km of 114.7 ± 58.7 µM. The overall results substantiates the design and use of 

RAFT polymers towards to the development of third generation biosensors. 

 

Keyword: Thermodynamics. Protein. Voltammetry. Myoglobin.Copolymers. 
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1. Introdução

A busca pelo uso de metodologias que permitam análises qúımicas, bioqúımicas e

biológicas de forma simples, rápidas, de baixo custo e com a mı́nima sofisticação de pré-

tratamentos, ainda é um grande desafio e continua sendo o foco de inúmeras pesquisas.

Nesse sentido, a área de sensores qúımicos está em constante crescimento, uma vez que

os sensores possuem grande sensibilidade e capacidade de monitoração, além de aplicação

em inúmeros procedimentos espećıficos que permitem o controle de processos bioqúımicos

[1]. Dentro desse contexto, as pesquisas atuais têm como foco principal minimizar os in-

terferentes, tais como: a passivação gradual da superf́ıcie eletródica, adsorção de produtos

da reação redox, que podem polimerizar e depositar sobre a superf́ıcie do eletrodo. Assim,

surgem os eletrodos quimicamente modificados, cuja função principal é a simplificação de

procedimentos tradicionais, além de minimizar os fatores acima [2]. Para o desenvolvi-

mento de biosensores formados por protéınas e enzimas, existem vários procedimentos

utilizados no processo de imobilização amplamente empregados, como o uso de poĺımeros,

matriz sol-gel, monocamadas auto-organizadas (SAM’s), membranas liṕıdicas e nanoma-

teriais [3]. A estabilidade de uma protéına depende exclusivamente do ambiente termo-

dinâmico em que se encontra, enquanto que sua termoestabilidade depende de interações

espećıficas entre seus reśıduos de aminoácidos e esses com o solvente, ficando evidente

quando os fatores de entalpia e entropia se alteram, incidindo diretamente sobre as pro-

priedades funcionais do polipept́ıdio. Com o intuito de reproduzir biosensores de natureza

proteica, com robustez e confiabilidade, é essencial a comunicação eficaz entre as bio-

moléculas e a superf́ıcie eletródica. Essa última etapa é fundamental no desenvolvimento

desses dispositivos. São conhecidas inúmeras técnicas para imobilização de protéınas,

sendo as mais comuns a ligação covalente, a ligação covalente cruzada, a adsorção f́ısica,

o encapsulamento, parte das quais com o uso de poĺımeros naturais ou sintéticos. Nesse

sentido, a utilização de poĺımeros e de copoĺımeros tem sido bastante utilizada, de modo

que se torna peculiar a discussão acerca do processo de eletro-transferência envolvido [4].

Copoĺımeros sintetizados pela técnica conhecida por RAFT (Transferência Reverśıvel de

Cadeia por Adição-Fragmentação), podem ser de grande valia no sentido acima, dada a

flexibilidade ajustável de suas propriedades f́ısico-qúımicas finais no processo de śıntese,

direcionando-as às especificidades de imobilização de determinada protéına (como rede



2

de carga ĺıquida, interação com solvente, potencial de oligomerização, entre outros). A

fim de testar a possibilidade de emprego de poĺımeros RAFT para a construção de bi-

osensores, foi utilizado neste trabalho o copoĺımero polimetil metacrilato com bloco de

poli-2-dimetilaminoetil metacrilato (PMMA-bloco-PDMAEMA). O copoĺımero foi empre-

gado em ligação cruzada com o reagente bifuncional gluteraldéıdo, para a imobilização

e estudo eletroanaĺıtico de mioglobina equina como protéına modelo, e pela técnica de

voltametria ćıclica.



3

2. Referencial Teórico

2.1 Mioglobina

A mioglobina, Mb, é uma protéına monomérica de 153 reśıduos de aminoácidos, e

com a estrutura terciária formada por 8 α-hélices, classificadas alfabeticamente (Figura

1), formando a estrutura compacta caracteŕıstica da protéına [5]. Em 1958, Max Perutz

e John Kendrew determinaram a estrutura da mioglobina por cristalografia de raios X. A

mioglobina apresenta uma estrutura “dobrada” extremamente compacta devido à cadeia

polipept́ıdica, e com dimensões de aproximadamente 4,5 x 2,5 nm [6]. Não existe espaço

livre na molécula devido às fortes ligações que formam a estrutura compacta. Aproxima-

damente, 80% de seus reśıduos são encontrados em conformações α-hélice [6]. A posição

do grupo heme é espectroscopicamente identificada devido à ligação do átomo de ferro.

Além disso, a estrutura da mioglobina confirma o particionamento de cadeias hidrofóbicas

e hidrof́ılicas.

No interior da protéına existe um grupo prostético denominado por grupo heme, cir-

cundado quase que inteiramente por reśıduos não-polares [7]. Dessa forma, os grupos

hidrofóbicos situam-se no interior da protéına, com consequente efeito hidrofóbico de-

sempenhando um papel efetivo na manutenção da estabilidade nativa dessa protéına. A

mioglobina se liga ao oxigênio no tecido muscular por meio de um átomo de ferro (Fe

2+) de seu grupo prostético (heme). A interação do heme com a mioglobina dificulta que

a oxidação do ferro ocorra, liberando sua ação para o transporte de oxigênio. O grupo

heme é constituido por um anel de porfirina ligado com Fe2+ , sendo responsável pelas

propriedades de ligação de oxigênio da mioglobina. O grupo heme se liga de forma não-

covalente à mioglobina. O anel de protoporfirina possui quatro átomos de nitrogênio,

conforme apresentado à Figura 2. O átomo de ferro pode formar duas ligações adicionais,

um de cada lado do plano heme. Esses śıtios de ligação são chamados, respectivamente de

penta e hexa-coordenação. Na mioglobina, o quinto śıtio de coordenação é ocupado pelo

anel imidazólico de um reśıduo de histidina na protéına. Essa histidina é denominada de

histidina proximal.

Portanto, através da hexa-coordenação que a Mb irá combinar ao oxigênio [1]. Adici-
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Figura 1: Representação da cadeia glob́ınica e o grupo heme da mioglobina. Fonte: (Protein Data Bank
(Brookhaven National Laboratory; http://www.rcsb.org/pdb), sob o código 1MBO. Acessado em: 17
dez. 2011).

onalmente, a Mb pode estar combinada ao oxigênio livre, denominando-se por oximioglo-

bina, ou na forma na qual o oxigênio molecular encontra-se desligado, chamada então por

deoximioglobina. Apesar do processo de ligação reverśıvel do oxigênio ocorrer diretamente

ao átomo de ferro do grupo heme, a ligação do oxigênio pela mioglobina não ocorre de

maneira cooperativa, como no pigmento quaternário da hemoglobina [1]. A mioglobina

apresenta uma alta afinidade pelo oxigênio observado pelas curvas de ligação ou perfis

que são registrados na fração de saturação do oxigênio (expressa como pressão parcial de

oxigênio (pO2)). A curva de ligação da mioglobina com o oxigênio é hiperbólica e rapida-

mente atinge o ńıvel de saturação, em torno de 30 torr [8]. Embora a função fisiológica da

Mb não seja a de uma transportadora de elétrons, ela sofre o processo de oxido-redução.

Portanto, essa reação de transferência de elétrons desempenha um papel essencial nos

processos biológicos. Isso faz da Mb um modelo para o estudo da eletro-transferência

de reações de protéınas contendo grupo heme, biosensoriamento e eletrocatálise [9]. De

modo geral, a eletroqúımica de Mb tem sido elucidada usando-se eletrodos de mercúrio

gotejante, bem como eletrodos de pasta de carbono e eletrodos de ouro quimicamente

modificados [10].

Como modelo, a mioglobina é uma protéına bastante empregada em estudos de reações

de eletro-transferência devido 1) à facilidade de obtenção, 2) ao custo moderado, 3) à es-
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Figura 2: Grupo prostético heme, constitúıdo por um sistema protoporfirina e um átomo de ferro central
[1].

trutura qúımica conhecida, 4) à massa molecular relativamente baixa (massa molecular de

616,487 g.mol−1), 5) à relativa facilidade de transferência de carga, 6) a inúmeros traba-

lhos descritos na literatura e, 7) devido a presença de aminas primárias na sua estrutura,

tornando fundamental para crosslinking com gluteraldéıdo [5]. A transferência eletrônica

direta entre a superf́ıcie do eletrodo e a protéına, evitando etapas intermediárias, constitui

um biosensor de terceira geração [9]. São vários os métodos de modificação da superf́ıcie

eletródica para promover uma imobilização adequada do material biológico garantindo-se

assim, a funcionalidade do sensor, com um tempo de vida maior. Para permitir a rápida

transferência de elétrons, as moléculas da protéına devem formar monocamadas sobre

o eletrodo [11]. HU e coloboradores [10], visando melhorar a transferência de elétrons

de Mb, relataram o uso de mediadores e promotores quimicamente modificados na ela-

boração de eletrodos. Estudos de eletroqúımica de Mb usando surfactantes, tais como

membranas liṕıdicas e filmes poliméricos, demonstraram que esses materias podem au-

mentar a taxa de transferência de elétrons entre a protéına e a superf́ıcie do eletrodo [9].

Exemplificando, a Figura 3 apresenta um ciclovoltamograma de Mb tratado com L-Cys

utilizando eletrodo de ouro modificado em tampão fosfato 0,1M pH 6,7 [12]. Outros estu-
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dos relatam que Mb incorporada em filmes poliméricos adsorvidos a eletrodos de grafite

piroĺıtico,PG, apresentaram picos ciclovoltamétricos quase reverśıvel para o Fe Mb (III)

/ Fe (II), demonstrando que a transferência de elétrons entre Mb e eletrodos de PG foi

facilitada na presença de filme [9]. Eletroqúımica direta de Mb imobilizada foi também

descrita utilizando-se eletrodo de carbono v́ıtreo modificado com poros de śılica [10]. Picos

redox correspondentes a redução de Fe (III) para Fe (II) de Mb foram também observadas

[10]. Peng e colaboradores [9] utilizaram eletrodo de pasta de carbono modificada com

nanopart́ıculas magnéticas para promover a adequada imobilização de Mb, constitúıdo

um biosensor em plataforma de detecção. Os autores atribúıram essa rápida transferência

eletrônica às propriedades das nanopart́ıculas magnéticas.

Figura 3: Ciclovoltamogramas (a) de eletrodo de ouro em solução de Mb e L-Cys,(b) eletrodo de ouro
em tampão fosfato pH 6,7, (c) eletrodo de ouro e L-Cys em tampão fosfato pH 6,7 (d), eletrodo de ouro
e L-Cys em solução de Mb após um registro de CV. Taxa de varredura 100 mV.s−1 [12].

É conhecido que a eletro-transferência direta de Mb baseia-se na reação de um elétron

acoplado a um próton [10]. A eletro-transferência pode ser facilitada, dependendo da

biomolécula, de qual procedimento utilizado e da maneira como a protéına é imobilizada

[9].
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2.2 Voltametria

A voltametria é uma técnica eletroanaĺıtica que se baseia em fenômenos que ocorrem

na interface entre a superf́ıcie do eletrodo de trabalho e a camada fina de solução adjacente

a essa superf́ıcie [13]. É uma técnica classificada como dinâmica. Essa técnica compreende

um grupo de métodos eletroanaĺıticos em que a informação sobre o analito é observada

por meio de medidas de corrente em função do potencial aplicado [14]. Um exemplo

de processo eletroqúımico que ocorre na interface eletrodo-solução está representado na

equação abaixo:

Ox+ ne− ←→ Red (1)

onde Ox é a forma oxidada, Red é a forma reduzida e ne− o número de elétrons

envolvidos no processo de oxido-redução.

A magnitude da corrente obtida pela transferência de elétrons durante um processo

de oxiredução pode ser relacionada com a quantidade de analito presente na interface do

eletrodo e, consequentemente, na cela eletroqúımica. Dentre as técnicas voltamétricas,

podem-se destacar a voltametria de varredura linear, a voltametria por pulso diferencial,

a voltametria de onda quadrada, a voltametria ćıclica, a voltametria de redissolução e a

voltametria adsortiva de redissolução [15]. A voltametria é muito utilizada na qúımica

inorgânica, na f́ısico-qúımica e na bioqúımica para estudos fundamentais de processos de

redução e oxidação, processos de adsorção em superf́ıcies e mecanismos de transferências

de elétrons em superf́ıcies de eletrodos quimicamente modificados. As aplicações anaĺıticas

nas áreas ambiental, industrial e médica, entre outras, são também variadas [13]. A vol-

tametria ćıclica é provavelmente uma das técnicas eletroqúımicas mais versáteis para o

estudo de espécies eletroativas em solução ou imobilizadas sobre eletrodos, fornecendo

informações tanto quantitativas quanto qualitativas sobre o sistema. Isso tem resultado

num extensivo uso da voltametria ćıclica nos campos da eletroqúımica. O voltamograma

resultante fornece informação de uma determinada espécie como função da varredura de

potencial aplicado ao sistema [16]. Operacionalmente, inicia-se a aplicação do potencial a

um valor no qual nenhuma reação de oxiredução ocorra (Figura 4), com a variação desse
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potencial até a promoção de uma transferência de carga entre o analito e a superf́ıcie do

eletrodo, gerando um pico de corrente proporcional à concentração deste composto. O

tipo de voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox que o composto em

questão sofre no eletrodo, o que faz da voltametria ćıclica uma ferramenta valiosa para

estudos mecańısticos [17].

Figura 4: Ciclovoltamograma para sistema reverśıvel, onde E é o potencial, I a corrente, Ipa a corrente
anódica, Ipc a corrente catódica, A o ińıcio do potencial de redução, B o pico de redução e C o ińıcio da
oxidação ([18], Fig. 9.3).

Existem dois processos principais que determinam as reações que ocorrem na su-

perf́ıcie de um eletrodo: a transferência difusional de massa do analito em solução para a

superf́ıcie do eletrodo, e a transferência heterogênea de carga entre o analito e o eletrodo;

normalmente, podem ocorrer, também, reações qúımicas acopladas a alguns desses proces-

sos. A relação entre corrente e potencial pode ser expressa pela equação de Butler-Volmer

abaixo, válida quando não existe limitação de transporte de massa [14]:

i = A · i0exp

[
(1− α)nF

RT (η)

]
– exp

[
−αnF
RT (η)

]
(2)

Nesse formalismo essencial da eletroqúımica, i representa a corrente que perpassa o

eletrodo de trabalho; i0 corrente de troca (A/m2); E potencial do eletrodo (V); Eeq o
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potencial de equiĺıbrio (V); A, a área de superf́ıcie do eletrodo (cm2); T, a temperatura

absoluta (K); n, número de elétrons envolvidos na reação; F, a constante de Faraday; R,

a constante universal dos gases, e α, o coeficiente de transferência de carga. O valor de

α, normalmente entre 0,3 e 0,7 (ótimo em 0,5 para processos puramente reverśıveis), é re-

presentativo da barreira de energia de ativação para um processo de simples transferência

de elétron [16] (cap. 3).

A corrente depende tanto do potencial operacional como da concentração da superf́ıcie

de cada forma redox (oxidação-redução). A Figura 5 mostra as curvas do potencial de cor-

rente para condições reverśıveis, onde Co (0, t) = Cr (0, t) e α = 0,50. Grandes potenciais

negativos aceleraram o movimento de carga no sentido catódico e também desaceleraram

o movimento de carga no sentido oposto. Como resultado, o componente anódico da

corrente torna-se insignificante e a corrente se funde com o componente ĺıquido catódico.

A aceleração e a desaceleração da corrente anódica e catódica não são necessariamente

simétricas (como mostrado na Figura 5) e divergem para valores de α diferentes de 0,5.

Da mesma forma, nenhuma contribuição da corrente catódica é observada no potencial

positivo [14].

Figura 5: Curva potencial de corrente para um sistema reverśıvel, demonstrando que a taxa de trans-
ferência de elétrons assume valores limitantes, Co = Cr, e α = 0,5. As linhas pontilhadas mostram os
componentes Ic e Ia [14].

Quando uma cela eletroqúımica está em equiĺıbrio, ic iguala-se a ia, correspondendo

à corrente de troca i0. Quando niveladas pela área de superf́ıcie eletródica (A), as cor-
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rentes tornam-se, respectivamente, densidade de corrente (j) e densidade de corrente de

troca (j0). A densidade de corrente de troca pode ser obtida por linearização da função

de Butler-Volmer acima, e fornece resultados importantes , como o coeficiente de hetero-

geneidade padrão (Ks), que é a constante da velocidade de transferência de carga, ou a

resistência de transferência de carga (Rct) [16] (cap. 3).

Para uma reação reverśıvel, ou seja, para uma reação que ocorre com velocidade sufi-

ciente para estabelecer um equiĺıbrio na interface, a equação de Butler-Volmer (equação

2) se reduz à equação de Nernst (equação 3), pois como a cinética da reação de trans-

ferência de carga é rápida (Ks menor que 10−1 cm.s−1, onde Ks é o coeficiente cinético de

heterogeneidade padrão), apenas a etapa de transferência de massa será relevante para o

processo.

E = E0 + (
2, 3RT

nF
)log(

C0

CR

) (3)

Portanto, nos processos limitados por difusão, considera-se que a velocidade do pro-

cesso de tranferência do elétron é maior que a de transporte de massa. Assim, a corrente

de pico do voltamograma é proporcional a raiz quadrada da velocidade de varredura. A

corrente do pico, nesse caso, é dada pela equação de Randles-Sevcik abaixo [14]:

ip = (2, 69 · 105)n3/2ACD1/2v1/2 (4)

Onde n é o número de elétrons envolvidos no processo; A, é a área do eletrodo

(cm2); D, é o coeficiente de difusão (cm2s−1); C, é a concentração da espécie em solução

(mol.cm−3); e ν, é a velocidade de varredura de potencial aplicado (V.s−1).

Portanto, nos processos limitados por difusão, considera-se que a velocidade do pro-

cesso de transferência de elétrons na superf́ıcie está em equiĺıbrio. Nesse caso, a corrente

de pico (ip) é proporcional à concentração da espécie eletroativa, à raiz quadarda da velo-

cidade de varredura, à área do eletrodo, e ao coeficiente de difusão, conforme a equação

4.

Sistemas eletroqúımicos podem comportar-se reversivelmente ou não, o que incide
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diretamente no mecanismo de transferência de elétrons, bem como no formalismo empre-

gado para a extração de parâmetros eletroanaĺıticos [18] (cap. 9). Existem vários critérios

para diagnosticar se um sistema eletroqúımico comporta-se reversivelmente, dentre eles:

1) ip proporcional à raiz quadrada da velocidade de varredura; 2) Ep independente da ve-

locidade de varredura; 3) Ep de 28,5/n mV em 250C; 4) Ep-Ep/2 de 56,5/n mV em 250C,

onde Ep/2 representa o potencial que confere metade da resposta máxima de corrente [19]

(cap. 3).

Em sistemas puramente irreverśıveis, ou seja, aqueles em que a taxa de transferência

de carga não é alta o suficiente para manter o equiĺıbrio de reagentes e produtos próximos

à superf́ıcie do eletrodo segundo previsto pela relação de Nernst (equação 3, o equiĺıbrio

de transferência de elétrons não ocorre. Dessa forma, a velocidade de transferência não

mantém o equiĺıbrio das espécies eletroativas na superf́ıcie do eletrodo. Com isso, a

forma do voltamograma ćıclico é modificada, podendo ocorrer uma ausência de pico na

varredura reversa de potencial. Porém, essa caracteŕıstica não significa que o sistema seja

eletroquimicamente irreverśıvel, pois uma reação qúımica rápida acoplada ao processo

de transferência eletrônica pode estar consumindo rapidamente a espécie formada na

varredura direta. A corrente de pico catódica do voltamograma para sistemas irreverśıveis

é dada por:

ip = 2, 99 · 105(αn)1/2ACD1/2v1/2 (5)

Os principais critérios eletroqúımicos para detectar um sistema irreverśıvel são: 1)

ausência de pico na varredura reversa de potencial; 2) ip proporcional à raiz quadrada da

velocidade de varredura (ν1/2) e ao valor de α; 3) alteração em Ep de 30/nα(mV) para

variação a cada década em ν; 4) Ep de 48/nαF mV em 250C [19] (cap. 4).

Para um sistema quase-reverśıvel (com Ks entre 10−1 e 10−5 cm/s [16] (cap. 3)), a

corrente é dada pela transferência de carga e transporte de massa. A forma do voltamo-

grama é uma função de Ks
√
π aD, onde a =nFν/RT. Quando Ks

√
πaD aumenta, o

processo se aproxima de um caso reverśıvel. Para pequenos valores de Ks
√
π (ou seja, v

é rápido), o sistema exibe um comportamento irreverśıvel. Em geral, o voltamograma de
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um sistema quase-reverśıvel é mais definido e exibe uma grande distância entre os picos

dos potenciais, se comparados com um sistema reverśıvel [14].

A Figura 4 representa a forma de aplicação do potencial na voltametria ćıclica, em

que o potencial é varrido linearmente com o tempo no eletrodo de trabalho estacionário,

em uma solução sem agitação, usando-se um potencial em forma de triângulo. Durante

a varredura do potencial, o potenciostato mede a corrente resultante versus o potencial

aplicado. Porém, o potencial é aplicado na forma de escada, com degraus de potenciais

pequenos (da ordem de 10 mV) e tempo de duração pequena (50 ms), em que a corrente

é lida apenas no final desse intervalo. O objetivo dessa variação é conseguir minimizar

a contribuição da corrente capacitiva, que é a corrente necessária para carregar a dupla

camada elétrica existente na interface eletrodo-solução, na corrente total. Como as etapas

de potencial são pequenas, as equações para as respostas da voltametria ćıclica são con-

sideradas como idênticas às provenientes da voltametria ćıclica de varredura linear [16]

(cap. 3).

2.2.1 Voltametria de protéınas

A voltametria vem sendo utilizada como ferramenta de análise para o estudo direto

de protéınas desde 1950. No entanto, até o final da década de 1980, esses estudos eram

direcionados para a análise qualitativa de metaloprotéınas, ou seja, na caracterização da

transferência de elétrons entre o centro redox (metálico) da protéına e o eletrodo [20].

Neste sentido métodos voltamétricos vêm sendo cada vez mais utilizados para estudar

protéınas com centro redox ativo. Estudos prévios utilizando métodos voltamétricos

tornaram-se primordiais na determinação de potenciais redox em śıtios de protéınas. É

sabido que, com eletrodos adequados, transportadores de elétrons, tais como citocromos,

ferredoxinas e protéınas contendo cobre, ferro, e enxofre entre outros elementos, resultam

em respostas eletroqúımicas reverśıveis [21].

Investigações da eletroqúımica de protéınas e de enzimas podem fornecer um bom modelo

para estudos sobre a elucidação dos mecanismos de transferência de elétrons entre essas

biomoléculas em sistemas biológicos. As realizações de transferência direta de elétrons

entre os eletrodos e o centro redox de enzimas também têm sido aplicadas a biosensores

e biorreatores de enzima [22].
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Grandes esforços têm sido feitos em eletroqúımica de protéına e métodos confiáveis estão

sendo desenvolvidos para aumentar a eletro-transferência entre os eletrodos e protéınas.

Esses estudos tem resultado em uma melhor transferência eletrônica dos centros redox

proteicos, por incorporação a filmes modificados na superf́ıcie do eletrodo, como monoca-

madas auto-organizadas (SAM’s) de moléculas, filmes de surfactante, filmes de liṕıdios,

filmes de poĺımeros eletroativos, filmes de materiais sol-gel, entre outros [23].

Eletrodos enzimáticos combinam a especificidade de uma enzima a um sistema eletroqúımico

e têm sido usados para a detecção de vários analitos. É posśıvel monitorar eletroqui-

micamente essas concentrações, num intervalo devidamente pré-estabelecido da enzima

imobilizada na superf́ıcie do eletrodo [24].

Na superf́ıcie do eletrodo próxima à protéına ocorrem dois processos distintos. Inicial-

mente, o elétron tem que ser transferido da enzima para o substrato para formar o produto

(transferência de elétrons), seguindo-se a redução do produto sintetizado (transferência

de elétrons eletroqúımica). Normalmente, a transferência eletroqúımica de elétrons é o

passo limitante e desempenha um papel crucial na transferência cinética de elétrons (pro-

cessos irreverśıveis ou quase-reverśıveis) [25]. A maioria das protéınas não exibe eletro-

transferência direta na superf́ıcie do eletrodo. Estudos de eletroqúımica direta de protéınas

têm sido o foco de inúmeros trabalhos, mas poucas delas são providas de eletroqúımica

direta em condições experimentais otimizadas, mesmo com o rápido desenvolvimento da

tecnologia na superf́ıcie e com o conhecimento atual de eletrodos quimicamente modifica-

dos [21].

As protéınas apresentam um problema especifico para a eletroqúımica uma vez que, de-

vido a sua interação com os tipos mais comuns de superf́ıcies de eletrodos, não produzem

respostas eletroqúımicas significativas [22]. Além disso, o processo de eletro-transferência

direta entre a superf́ıcie do eletrodo e o centro redox de protéınas, sem modificação do

sensor, é dificultada devido a vários fatores, tais como: a desnaturação e adsorção de

protéınas sobre eletrodos, as orientações desfavoráveis no eletrodo, e passivação gradual

da superf́ıcie eletródica [25], centros redox metálicos (grupos prostéticos) imersos na es-

trututa polipept́ıdica, portanto distantes da camada favorável para transferência de carga

à superf́ıcie de eletrodos, e interações com solvente e solução eletrólito [18] (Cap. 17).

Não obstante, são variados os trabalhos que utilizam eletrodos não modificados em
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voltametria direta de protéınas. Exemplificando, eletrodos de membrana de celulose,

constrúıdos com membranas de diálise com variados limites de exclusão e cargas, foram

utilizados para investigar o comportamento eletroqúımico de diversas protéınas, como Hb,

citocromos, e citocromo c [26]. Foram analisados diversos fatores, tais como o tratamento

da membrana, efeito de carga, espécies positivas, força iônica, pH, efeito da espessura

da camada. Esse estudo demonstrou que a eletroqúımica do citocromo c no eletrodo de

membrana foi essencialmente regida por interações eletrostáticas favoráveis, e que outros

fatores (especialmente adsorção e a presença de formas desnaturadas) não desempenha-

ram um papel dominante.

Um dos principais objetivos da modificação de eletrodos em voltametria direta de protéınas

é melhorar a capacidade de reconhecimento e amplificar sinais de corrente, aumentando

também a seletividade do analito pelo efeito eletrocataĺıtico induzido pelo modificador

[10]. Protéıns tais como mioglobina (Mb), hemoglobina (Hb) e peroxidase são as mais

estudadas em voltametria direta. Qial (et al.) identificaram um significativo aumento

da transferência de elétrons entre as protéınas e eletrodos modificados, quando compa-

rado à tranferência de carga de protéınas em solução. Esses autores incorporaram duas

heme protéınas (hemoglobina e mioglobina) em micelas de lecitina para formar filmes

compósitos em eletrodos de pasta de carbono, e conclúıram que esses filmes apresentam

rápida transferência de elétrons [27].

2.2.2 Voltametria de protéınas imobilizadas na superf́ıcie do eletrodo

A produção de sensores eletroqúımicos é uma das áreas de maior e mais rápido cresci-

mento dentro da Qúımica, principalmente devido aos novos desafios impostos por amostras

de interesse industrial, cĺınica e ambiental, e que tem levado à crescente busca por sensores

de melhores caracteŕısticas, tais como alta sensibilidade, seletividade e estabilidade [28].

A maior proporção de trabalhos reportados na literatura enfatiza a eletroqúımica di-

reta de protéınas imobilizadas na superf́ıcie de eletrodo e os mecanismos de transferência

eletrônica. A realização de transferência direta de elétrons, evitando o uso de mediadores

e promotores, tem sido aplicada aos biosensores de terceira geração, tais como cama-

das auto-organizadas (SAM’s). Nesse sentido, tem-se observada a formação espontânea

de uma camada polimérica auto-organizada em substrato áurico, resultando em uma
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estrutura ordenada e orientada [29]. A natureza da ligação tem sido correlacionada à

quimiossorção na superf́ıcie do ouro, por ligações com caráter covalente, com consequente

aumento da estabilidade das monocamadas formadas [29].

A aplicação de modificação eletródica tem sido muito explorada, visto que monocamadas

bem organizadas e compactas oferecem vantagens tais como seletividade, sensibilidade,

curto tempo de resposta e potencial reduzido em aplicações eletrocataĺıticas. A literatura

têm demonstrado que a modificação da superf́ıcie eletródica pode afetar sensivelmente a

velocidade de transferência eletrônica entre compostos eletroativos e o eletrodo [30].

A aplicação de SAM’s em eletroqúımica tem sido muito explorada, visto que monocamadas

bem organizadas e compactas oferecem vantagens tais como seletividade, sensibilidade,

curto tempo de resposta e potencial reduzido em reações eletrocataĺıticas [30]. Nesse

sentido, Sato et al. evidenciaram a resposta redox de Mb utilizando eletrodo de pasta

de carbono modificado com óxido de poli-etileno (PEO) [31]. Imobilização de Mb e Hb

utilizando poĺımero hidrof́ılico foi utilizada por Forero et. al [32] no desenvolvimento

de biosensores. Nesse estudo, foram utilizadas duas técnicas distintas de imobilização,

a adsorção e o aprisionamento. A técnica de adsorção apresentou alta resposta de imo-

bilização de Mb, e os autores atribúıram essa reposta à interação com o poĺımero de

DMAEM-dimetiletil amino metacrilato. Xie et al. [33] investigaram a atividade eletroa-

tiva de Mb utilizando o copoĺımero óxido de polipropileno, com a formação de um filme

na superf́ıcie do eletrodo. Com as técnicas de voltametria ćıclica e com microbalança de

cristal de quartzo, os pesquisadores caracterizaram o biosensor, que exibiu exibiu picos

reverśıveis e boa atividade cataĺıtica [33].

O uso de promotores pode ser utilizado para aumentar a taxa de transferência de

elétrons entre as protéınas e a superf́ıcie de eletrodos. Assim, Zang et al. [25] inves-

tigaram a transferência direta de elétrons de catalase imobilizada em uma fina peĺıcula

de śılica de sol-gel na superf́ıcie do eletrodo de ouro, e monitoramento na presença de

L-cistéına. Os eletrodos modificados podem ser fabricados de forma fácil e simples em

uma única etapa. Varma et al. realizaram um estudo da cinética de catalase, com ele-

trodo de Pt modificado com celulose e PTFE (politetrafluoretileno) utilizando a técnica

de voltametria ćıclica (CV). Os autores concluiram que a eletro-transferência ocorreu de

maneira satisfatória, reforçando o conjunto de trabalhos que apresentam o uso de media-
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dores como de significativa importância para viabilizar ou otimizar o desenvolvimento de

diversos biosensores [24].

2.3 Técnicas de Imobilização de Protéınas

Até a metade da década de 70, grande parte dos eletrodos utilizados em voltametria

consistiam de eletrodos convencionais como platina, mercúrio, ouro e carbono, desprovi-

dos de modificações superficiais [28]. As principais desvantagens encontradas envolviam

fenômenos de adsorção do analito na superf́ıcie do eletrodo, baixas velocidades de algumas

reações eletroqúımicas, e o alto custo desses materiais nobres para aplicação prática em

larga escala. Verificou-se, posteriormente que essas desvantagens poderiam ser controla-

das, favorecendo assim o desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados para

várias aplicações. O desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados (EM) tem

sido de crescente interesse nas áreas de ciências e tecnologia, com utilização em diversos

campos, tais como: eletrocatálise, śıntese orgânica, conversão de energia solar, cinética

de transferência de elétrons, permeação de membranas e sensores qúımicos [28]. Uma

variedade de métodos tem sido então empregada na modificação de eletrodos, dentre as

quais destacam-se 1) aplicação de filmes poliméricos na superf́ıcie do eletrodo, alterando

as propriedades de transporte, 2) utilização de materiais biológicos junto à superf́ıcie do

eletrodo, 3) mediadores que favoreçam a transferência de elétrons à superf́ıcie do eletrodo

[34], entre outros. São diversas também as variações experimentais para a aplicação de tais

procedimentos. A principal vantagem dos filmes poliméricos, por exemplo, reside no fato

de que os mesmos podem também atuar como barreira para excluir interferentes, como

Nafion para a determinação mutuamente exclusiva de dopamina sem a interferência de

ácido ascórbico [34]. Da mesma forma, há uma variedade de métodos para imobilização de

protéınas em superf́ıcie de eletrodos. Dentre os procedimentos mais comuns destacam-se

1) a adsorção f́ısica, 2) a ligação covalente (cross-linking), 3) a ligação covalente cruzada

com matriz polimérica, e 4) o encapsulamento em matrizes, entre outros. A escolha do

melhor método depende de vários fatores, como solubilidade, estabilidade, temperatura

e aplicabilidade do produto [35]. A Figura 6 exemplifica as principais técnicas de imobi-

lização.
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Figura 6: Representação esquemática das principais técnicas de imobilização (adaptado da referência)
[35].

2.3.1 Adsorção F́ısica

A adsorção f́ısica envolve a adsorção de moléculas em suportes insolúveis que resulta

em interações do tipo polar, iônica, Van der Waals, ligações de hidrogênio ou hidrofóbicas.

A adsorção é um método bastante simples, mas geralmente é pouco utilizada devido ao

fato de proporcionar aparatos pouco senśıveis. Pode também envolver perda de material

e tempo de vida muito curto do biosensor, pois a união é considerada fraca [16] (cap. 3).

2.3.2 Filmes delgados

A imobilização de espécies moleculares sobre o sensor por técnicas citadas pode levar

ao recobrimento de uma ou, no máximo, poucas monocamadas (SAM’s). Dessa forma o

recobrimento com filmes poliméricos têm sido amplamente utilizado por permitir a imobi-

lização de camadas da biomolécula, resultando no aumento da resposta eletroqúımica. De

acordo com a aplicação desejada, os poĺımeros inertes, quimicamente ativos e ou poĺımeros

eletroativos podem ser utilizados [36].

2.3.3 Microencapsulamento

Nesse método, o biomaterial é confinado entre membranas, ficando a biomolécula

aprisionada dentro de uma matriz polimérica. Essa técnica é também apropriada para

processos que envolvam substratos e produtos de baixa massa molecular apresentando

problemas para substratos e produtos de maiores massas moleculares. Esse processo pode

ser puramente f́ısico ou envolver ligações covalentes [10].
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2.3.4 Ligação Covalente

A imobilização é realizada por meio de ligações covalentes de grupos funcionais não

reativos e de grupos funcionais reativos (hidroxila, amino, fenólico) ligados à superf́ıcie

do suporte. A desvantagem desse tipo de imobilização é que ela provoca estresse na

protéına, podendo causar alterações conformacionais, que resultam em perda de ativi-

dade cataĺıtica. Complementarmente, essa técnica apresenta inúmeras vantagens, como

forte ligação entre a protéına e o suporte; aumento de estabilidade térmica; menor suscep-

tibilidade a problemas decorrentes de variações recorrentes de pH, solvente e temperatura

[16] (cap. 3). Adicionalmente, podem ser utilizados reagentes bifuncionais como, por

exemplo, gluteraldéıdo, que reage com o grupo amino, formando ligações cruzadas o que

permite a imobilização de biomoléculas na superf́ıcie polimérica [35]. As ligações cruza-

das de protéınas geralmente levam à formação de filmes proteicos com propriedades de

hidrogel. Quando ligações covalentes são incorporadas ao hidrogel, um filme compacto e

estável é formado. Para formação do filme, carbodiimidas são geralmente utilizadas, onde

se unem com aminas primárias resultando na formação de ligações imidas [34]. Portanto,

essa imobilização consiste na formação de ligações qúımicas cruzadas entre os grupos

amino do suporte, e com os grupos amino das biomoléculas [11].

2.4 Copoĺımeros sintéticos

Poĺımeros são materiais constitúıdos a partir de unidades repetidas de monômeros,

originando um composto com alto peso molecular. Os poĺımeros podem ser obtidos de

forma natural ou sintética. Copoĺımeros são poĺımeros constitúıdos de diferentes unidades

de repetição, e são divididos em uma classes de acordo com a forma em que as diferentes

unidades de repetição são distribúıdas nas cadeias poliméricas [18] (cap. 17). Os poĺımeros

oferecem grande potencial no desenvolvimento de materiais com propriedades importantes

de seletividade e de sensibilidade. Poĺımeros são foco de intensa pesquisa, como poĺımeros

condutores, com propriedades eletrônica e eletroqúımica estáveis [37]. Os poĺımeros con-

dutores são bastante utilizados em reações que envolvem transporte de carga, no qual

śıtios do monômero oxidado se difundem por intermédio do filme polimérico. Os filmes

poliméricos bem aderidos podem ser formados na superf́ıcie de eletrodos, como platina e

ouro em experimentos eletroqúımicos [37].
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Entre os materiais poliméricos, destacam-se os copoĺımeros em bloco que são poĺımeros

formados pela presença de dois ou mais blocos em uma cadeia polimérica. Nesse caso,

cada bloco é formado por uma sequência espećıfica de repetição de um ou mais tipos de

monômeros [38]. Existem inúmeras técnicas desenvolvidas para a śıntese de copoĺımeros

em bloco por meio de mecanismos de crescimento de cadeias, e que podem ser realizados

sem a ocorrência de etapas indesejadas. Dentre as técnicas mais empregadas, podem-se

destacar a Polimerização Iônica, a Polimerização Radicalar Livre (Free Radical Polime-

rization, FRP) e a Polimerização Radicalar Controlada (Controlled Radical Polimeriza-

tion, CRP). A śıntese por CRP pode ser realizada por meio de algumas variantes técnicas

conhecidas como Transferência Atômica Reverśıvel (ATRP), Polimerização Mediada por

Nitróxido (NMP) e Transferência Reverśıvel de Cadeia por Adição-Fragmentação (RAFT)

[39].

2.4.1 Poĺımeros RAFT

A ciência vem estudando mecanismos de produção de novos materiais, pela demanda

tecnológica exigida, como por exemplo, materiais nanotecnológicos de baixo custo, e com

capacidade funcional e reprodut́ıvel. Nesse contexto, os poĺımeros destacam-se como os

mais promissores para aplicações em áreas que vão desde a fabricação de nanodispositi-

vos até os biomateriais [40]. Um método bastante utilizado para a produção de materiais

poliméricos é a polimerização radicalar livre (FRP), considerada uma polimerização por

condensação. Ela se baseia na propriedade de substâncias que apresentam insaturações

ativas para reagir em cadeia por via radicalar, formando os as estruturas poliméricas.

Essa técnica é bastante eficiente para a produção de poĺımeros das mais diversas massas

molares. Esse método também fornece uma alta polidispersidade, embora com limitada

produção dos copoĺımeros. A FRP apresenta vantagens, entre suas vantagens, o baixo

custo dos materiais utilizados e a facilidade da śıntese. A polidispersidade, considerada

como a diferença entre as massas molares das cadeias poliméricas, resulta da velocidade

com que as cadeias são formadas e terminadas (em poucos segundos), em comparação

ao tempo total da polimerização, que é um processo lento [41]. Outra desvantagem

desse método consiste na dificuldade em se produzir um copoĺımero com propriedades

definidas. Visto que a reação de polimerização ocorre com a presença de mais de um
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monômero no meio de śıntese, torna-se necessário determinar a concentração e a reati-

vidade do monômero, para que seja posśıvel conhecer a composição do copoĺımero. Por

intermédio da FRP não é posśıvel formação de copoĺımeros em blocos, devido ao fato de

que as cadeias terminadas não permitem a adição de outras cadeias, não sendo viável a

reinicialização da śıntese por via radicalar [41].

Devido às peculiaridades dos materiais poliméricos, a capacidade de caracterização com-

pleta tem importância vital para as técnicas de śıntese de poĺımeros. Para a caracterização

de poĺımeros é crucial a determinação de parâmetros tais como: a massa molar média,

o grau de ramificação, a proporcionalidade entre os monômeros. Portanto, é necessário

determinar os parâmetros estruturais dos produtos obtidos da śıntese, objetivando-se cor-

relacionar tais parâmetros com suas propriedades em ńıvel micro ou macroscópico. A

caracterização de um copoĺımero se faz por intermedio da determinação de seu grau de

polimerização, que é proporcional à sua massa molar; em outras palavras, quanto maior

a massa molar, maior é o número de monômeros na cadeia do copoĺımero e, consequente-

mente, maior é a polimerização da cadeia [42].

A literatura tem abordado a necessidade de união entre técnicas avançadas de śıntese

controlada de poĺımeros, técnicas de caracterização dos mesmos e estudo de agregação em

solventes seletivos. Assim, tem-se buscado agregar informações a respeito do comporta-

mento de um copoĺımero espećıfico em solução. Essas informações fornecem as bases para

as relações que regem a dependência das propriedades do copoĺımero com sua estrutura,

possibilitando a previsão das propriedades de um material polimérico, pela análise da

estrutura qúımica das cadeias dos copoĺımeros que o formam e, portanto, contribuindo

para o desenvolvimento da ciência e tecnologia dos materiais [43].

A qúımica dos poĺımeros teve um salto com o ińıcio das técnicas de polimerização radica-

lar controlada (CRP), que busca suprir as falhas da FRP. Essas técnicas atuais são, via

de regra, essenciais para a śıntese poĺımeros variados, pois permite controlar as reações de

polimerização. Tendo em vista essa nova situação, tornou-se crescente o estudo da śıntese

de poĺımeros, visto a evolução de técnicas Polimerização Radicalar Controlada (PRC) e o

avanço de técnicas de caracterização, permitindo a obtenção dos mais variados poĺımeros,

para as mais diversas aplicações, tais como: materiais médico-hospitalares, dispositivos

eletrônicos, dispositivos ópticos e aplicações tecnológicas. A variante de PRC considerada
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mais eficaz é a RAFT (Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer). A técnica

RAFT baseia-se em uma reação de polimerização radicalar na presença de agentes de

transferência de cadeia, fazendo com que as cadeias poliméricas cresçam de forma contro-

lada, de maneira similar ao que ocorre na polimerização por adição [44].

Com o avanço dessas técnicas tornou-se posśıvel sintetizar copoĺımeros com diversas es-

truturas e com peso molecular desejado. Embora muito se conheça sobre as utilidades dos

copoĺımeros anfif́ılicos obtidos por RAFT, tais como estabilização de emulsões, remoção

de agentes oxidantes e/ou poluentes, e incorporação de fármacos para sua liberação em

tecidos alvos, pouco se conhece sobre o seu uso em técnicas eletroanaĺıticas [45]. Para a

śıntese de copoĺımeros, empregando-se a técnica de Polimerização Radicalar Controlada

(CRP) utilizando RAFT, é necessário o uso de agentes de transferência de cadeia (CTA),

sendo o mais utilizado o ditiobenzoato de cumila (DTBC) [44].

Quando um dibloco AB de um copoĺılmero, ou tribloco ABA desse poĺımero é dissolvido

em solvente espećıfico, e atua como solvente apropriado para o bloco A e não apropri-

ado para o B, as moléculas do copoĺımero podem se juntar e formar micelas. Estudos

de micelação de blocos de copoĺımeros hidrof́ılicos-hidrofóbicos tem recebido destaque na

literatura pois, devido às suas propriedades espećıficas, podem ser aplicados no âmbito

tecnológico [39].

2.4.2 Copoĺımero PMMA-block-PDMAEMA

PDMAEMA (poli-2-dimetilaminoetil metacrilato) é um poĺımero funcional que apre-

senta carga positiva em pH baixo (Figura 7). Copoĺımeros com blocos de PDMAEMA

geralmente apresentam miscibilidade em meio aquoso em função do valor de sua tempe-

ratura cŕıtica inferior de solução (LCST) [46]. A solubilização do copoĺımero em água,

regulada pela mudança na energia livre de Gibbs, pode ser então comprometida acima

dessa temperatura [46]. Relações capazes de prever o comportamento de poĺımeros com

base em sua estrutura qúımica são necessárias para a śıntese de materiais com proprieda-

des desejadas [45]. As propriedades f́ısico-qúımicas dos sistemas baseados em poĺımeros

do tipo PDMAEMA, com utilização resultante em sistemas coloidais especializados, estão

intimamente ligadas à estrutura qúımica dos materiais que os formam, ou seja, às propri-

edades qúımicas, às interações entre as cadeias e às formas de agregação em solução dos
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poĺımeros [45]. Os copoĺımeros PDMAEMA podem ser formados por blocos de diferentes

polaridades, apresentando caráter anfif́ılico, justificando-se o crescente interesse por seu

estudo [38].

Figura 7: Estrutura qúımica do PMMA-b-PDMAEMA sintetizado pela técnica de RAFT [45].

Baines et al. investigaram a micelização de blocos de copoĺımeros com caráter hi-

drofóbico/hidrof́ılico utilizando poli-2-dimetiletil metracrilato (PDMAEMA) em maior

proporção e caráter hidrof́ılico, e poli-metilmetacrilato (PMMA) em menor proporção

e hidrofóbico. Segundo os autores, esses copoĺımeros em bloco tem capacidade de for-

mar micelas. Esse estudo sugeriu a existência de interações repulsivas entre as cadeias

hidrof́ılicas catiônicas de PDMAEMA, e que desempenham papel fundamental na deter-

minação do tipo da associação existente. Os autores determinaram o efeito de carga por

protonação do componente DMAEMA em HCl, e perceberam que quando PDMAEMA

é completamente ionizado, se comporta como um polieletrólito catiônico. Análises de

ultracentrifugação mostraram que a presença de um sal (KCl) pode controlar a repulsão

de cargas, favorecendo a micelização [47].

Gohy et al. estudaram as interações existentes entre o pH da solução e blocos do co-

poĺımero PMMA-b-PDMAEMA, levando-se em consideração a constante de dissociação

do poĺımero, com valor de pKa de 6,6 para PDMAEMA. Esse valor é relativamente baixo

para resultar em alteração conformacional da cadeia, com resultante estabilização do

grupo amina por uma carbonila [39]. O homopoĺımero PDMAEMA tem um comporta-

mento mais ácido com o aumento do grau de protonação, devido às repulsões de cargas
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positivas ao longo da cadeia. Existem dois processos responsáveis pela organização mo-

lecular do poĺımero: a interação eletrostática e a interação hidrofóbica. Em pH acima ou

abaixo do ponto isoelétrico, não há efeito significativo no tamanho dos agregados [39].

A capacidade do copoĺımero PMMA-b-PDMAEMA em formar micelas em solução aquosa

e em pH acima de 6,0 foi determinada por Lee et al.. Em meio ácido, os grupos amina

da cadeia lateral estão protonados, favorecendo o caráter hidrof́ılico do copoĺımero, per-

mitindo que o poĺımero se comporte como um polieletrólito. Por conseguinte, a adição

de base faz com que o bloco DEAEMA se torne hidrofóbico. Acima do pH cŕıtico, o

copoĺımero agrega formando micelas [41]. Entre as aplicações do poĺımero PMMA-b-

PDMAEMA, destacam-se sua atividade antibacteriana, hemostática e antitumoral, além

de aplicações potenciais em áreas do meio ambiente, drogas, sensores, tintas, membranas

[48]. Entretanto, não foi encontrado aplicação de um poĺımero RAFT tal como PMMA-b-

PDMAEM como substrato para a elaboração de biosensores, tal como o pretendido nesse

trabalho.

3.Justificativa

Copoĺımeros de śıntese radicalar controlada por RAFT constituem compostos de va-

riada aplicabilidade tecnológica e industrial. Compostos dessa natureza tem chamado

atenção recente devido à possibilidade de desenvolvimento de estruturas poliméricas com

massa molecular, arquitetura e composição previśıveis a partir de condições experimen-

tais flex́ıveis. Essa variabilidade estutural e funcional ajustável na śıntese de copoĺımeros

RAFT pode permitir sua aplicação inédita na elaboração de biosensores espećıficos para

moléculas alvo de interesse biotecnológico. Nesse sentido, pretendeu-se nesse trabalho

avaliar o potencial uso de um poĺımero RAFT, o copoĺımero PMMA-bloco-PDMAEMA,

para o estudo de voltametria direta de transferência de carga de mioglobina como protéına

modelo, imobilizada em filme polimérico à superf́ıcie de eletrodo de ouro.



24

4.Objetivos

4.1 Principal

Estudar a transferência de carga de mioglobina imobilizada em copoĺımero RAFT de

PMMA-b-PDMAEMA por voltametria ćıclica.

4.2 Espećıficos

1. Determinar a pureza da amostra de mioglobina por espectrofotometria;

2. Modificar a superf́ıcie de eletrodo de ouro visando à imobilização de grupos funcionais

de PMMA-b-PDMAEMA;

3. Imobilizar a Mb na superf́ıcie do eletrodo de ouro modificada por PMMA-b-PDMAEMA

(Mb/PMMA-b-PDMAEMA);

4. Realizar ensaios de voltametria ćıclica de Mb/PMMA-b-PDMAEMA;

5. Determinar parâmetros cinéticos de transferência de carga de Mb/PMMA-b-PDMAEMA;

6. Estudar o comportamento do complexo Mb/PMMA-b-PDMAEMA em diferentes fai-

xas de pH;

7. Avaliar a atividade cataĺıtica de Mb/PMMA-b-PDMAEMA sobre H2O2;

8. Determinar parâmetros termodinâmicos associados à transferência de carga de Mb/PMMA-

b-PDMAEMA;

9. Avaliar a estabilidade e reprodutilidade de Mb/PMMA-b-PDMAEMA.
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5. Metodologia

5.1 Reagentes

A mioglobina utilizada foi de sangue equino, marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

EUA), lote 04447006). Acetona (C3H6O), teve procedência da empresa Merck Co. (99,00%

de pureza) e gluteraldéıdo, (C5H8O2), procedência Sigma, 25,00% de pureza.

PMMA-b-PDMAEMA foi cedido pelo Prof. Dr. Fábio Herbst Florenzano, do Labo-

ratório de Bioqúımica da UNIFAL-MG, sem purificação posterior. A śıntese do poĺımero

PMMA-block-PDMAEMA foi realizada por Florenzano em que foram utilizados meta-

crilato (MMA) 99% adquirido da Sigma-Aldrich, DMMEMA 98% adquirido da Sigma-

Aldrich e peróxido de benzóıla (BPO) obtido da Vetec Brazil. Resumidamente, essa foi

realizada por um bloco de PMMA, seguindo-se utilização de reagente BPO como inicia-

dor. Os blocos de PMMA foram purificados por precipitação em metanol e secagem em

vácuo. Esses blocos de PMMA foram posteriormente utilizados como agentes de trans-

ferência de cadeia de macro (macroCTA’s) em uma copolimerização usando DMAEMA

como monômero e BPO como iniciador. Os copoĺımeros resultantes foram purificados por

precipitação em n-hexano. Os produtos foram confirmados por 1H-RMN (Bruker INOVA

DPX300 espectrômetro).

Demais reagentes para elaboração de solução eletrólito, solução tampão, padrão de cali-

bração do sistema potenciostato-galvanostato e espectrofotômetro, foram de grau anaĺıtico.

Foi utilizado como eletrólito suporte uma solução tampão de fosfato de sódio 0,1 mol·L−1

em pH 7,4, preparada por dissolução dos sais na água e ajuste de pH. O sistema potenciostato-

galvanostato foi calibrado com solução de ferro/ferricianeto de potássio 10 mmol·L−1 em

0,5 mol·L−1 de KCl.

5.2 Equipamentos

� Potenciostato/galvanostato PG-39MCSV, Omni Metra Instrumentos Cient́ıficos Ltda

(Nova Friburgo, Rio de Janeiro);

� Ultrasom Ultracleaner 1400 – UNIQ – modelo –usc -1400;

� Miniagitador magnético processado Quimis Q221M;

� Balança anaĺıtica – KERN 410;

� Espectrofotômetro Biochrom – Libra S22;



26

� Banho ultratermostático com circulação Quimis (modelo Q214-S);

� Termômetro digital Minipa MT600 com sáıda RS232;

� pHmetro - Marte Brasil MB-10, série: 126431701.

5.3 Calibração do sistema potenciostato-galvanostato

O sistema PG-39MCSV foi calibrado empregando-se o registro elétrico e qúımico

do sinal de corrente obtido em ensaios distintos. Para o primeiro, foram conectadas as

extremidades das garras RE1-WE e RE2-CE um resistor de 100 Ω, seguindo-se a rampa

linear de -0,1 a +0,1 V a 100 mV.s−1. Para a calibração qúımica, foram empregados 5

ml de solução de ferricianeto de potássio 10 mM em KCl 0,5 M, seguindo-se a imersão

da superf́ıcie de contato dos eletrodos de trabalho (pasta de carbono e carbono v́ıtreo),

auxiliar (platina) e de referência (Ag/AgCl), próximos um do outro, e monitoramento do

sinal eletroqúımico. Este foi obtido por voltametria ćıclica a 200 mV.s−1 e faixa de -0,2 a

+0,6 V. O sinal de reversibilidade caracteŕıstico foi utilizado como critério para análises

paramétricas dos eletrodos, como potencial de pico anódico e catódico.

5.4 Cela Eletroqúımica

O eletrodo de trabalho foi elaborado em corpo v́ıtreo, e a superf́ıcie utilizada consistiu

de discos de Au (marca Sigma-Aldrich-265802, 99,9% de pureza) 2 mm de diâmetro e 0,5

mm espessura. Também foram utilizados discos de 5 mm de diâmetro e 0,5 mm de

espessura obtidos e confeccionados por ourives local, a partir de lingotes de ouro de 2 g

(99 % pureza). Cada disco foi soldado com solda de prata a fio de cobre de 2 mm de

espessura e 10 cm de comprimento, conforme a Figura 8.

Figura 8: Eletrodo de trabalho utilizado durante os experimentos.
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Os ensaios, utilizando-se o eletrodo de trabalho, foram precedidos por otimização da

aquisição de sinal eletroqúımico por voltametria ćıclica, na solução eletrólito de ferro/ferricianeto

de potássio, até a obtenção de um voltamograma estável e reverśıvel com Ipa/Ipc próximo

à unidade. O eletrodo de referência de Ag/AgCl foi constrúıdo em corpo v́ıtreo colocado

sobre uma ponteira plástica de 1 ml. Ao corpo, foi afixado um fio de prata (marca Sigma-

Aldrich-267430, 99,99% de pureza) de 5 mm de diâmetro, 5 cm de comprimento e 0,5

mm de espessura, utilizando-se resina Epoxi (Araldite®) polimerizada com 20 µL de HF.

O fio de prata foi anodizado por cronoamperometria a um potencial de 0,5 V durante

300 s, em célula eletroĺıtica contendo KCl 3 mol.L−1. A ponteira plástica teve sua ex-

tremidade fundida em bico de gás com um fio de platina de 0,5 mm de espessura por

1,0 cm de comprimento. Após preenchimento de 0,8 ml de KCl 3 mol.L−1, a ponteira

foi firmemente ajustada ao corpo v́ıtreo contendo o segmento metálico. O eletrodo de

referência foi testado frente a um eletrodo Ag/AgCl Metrohm Inc, pela determinação

de potencial formal padrão E0 de uma solução de KCl a 3 mol.L−1 contendo 10 mM de

ferro/ferricianeto de potássio (1:1). Os ensaios foram realizados por voltametria ćıclica,

com varredura de potencial de -0,2 a 0,6 V, e taxa de varredura a 100 mV.s−1. O eletrodo

auxiliar foi confeccionado em corpo v́ıtreo (segmento de pipeta com capacidade para 2

ml, e 8 cm de comprimento). No corpo, foi introduzido um fio de platina de 1,0 cm de

comprimento e 0,5 mm de espessura, soldado a um fio de cobre de 2 mm de espessura

e 10 cm de comprimento, essa extremidade para o contato elétrico ao potenciostato. O

conjunto foi finalizado utilizando-se resina Epoxi (Araldite) polimerizada com 20 µL de

HF, para vedação, isolamento e imobilização dos segmentos metálicos.

5.5 Limpeza dos eletrodos de trabalho

Os eletrodos de Au confeccionados foram tratados com solução piranha composta por

H2SO4 concentrado e H2O2, que é um potente agente oxidante,a 30 % (3:1) por apenas 20

s, a fim de se evitar a degradação da resina formada, seguindo-se lavagem abundante em

água destilada e tratamento mecânico com pasta de Al2O3. Feito isso, prosseguiu-se com

ultrasonicação por 30 min em água deionizada, lavagem com EtOH 95%, e secagem ao ar,

seguido por fluxo de N2 sobre a superf́ıcie dos eletrodos de trabalho, por um mı́nimo de

dois minutos. Imediatamente antes dos ensaios, os eletrodos eram tratados com o fluxo
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do gás por 60 s. Quando não utilizados, os eletrodos de trabalho foram mantidos em

solução de H2SO4 a 0,5 mol.L−1. A desareação das soluções tamponadas, contudo, não

apresentou diferença de perfil nem magnitude de corrente, em relação às não tratadas,

optando-se por evitar o uso de fluxo de N2 nas soluções proteicas, de modo a reduzir a

desnaturação provocada pela agitação nas mesmas.

5.6 Caracterização eletroqúımica da superf́ıcie de eletrodo de Au

Para aferir a resposta eletroqúımica da superf́ıcie do eletrodo de trabalho, este foi

imerso em 6 mL de solução de H2SO4 a 0,5 mol.L−1, seguindo-se voltametria ćıclica com

varredura de potencial de +0,1 a +1,6 V, e velocidade de varredura a 20 mV·s−1, durante

25 ciclos. O perfil resultante foi comparado aos já reportados [49]. A célula eletroqúımica

montada pode ser visualizada na Figura 9.

Figura 9: Célula eletroqúımica utilizada nos experimentos. A célula era composta de três eletrodos:
contra eletrodo (fio Pt), eletrodo de trabalho (Au a Au modificado) e de referência (Ag/AgCl).

5.7 Teste dos eletrodos com sonda de ferro/ferricianeto de potássio

Foi utilizada como sonda para aferir a corrente produzida sobre o eletrodo de Au, uma

solução de KCl a 3 mol.L−1 contendo 10 mM de ferro/ferricianeto de potássio (1:1). Os

ensaios foram realizados por voltametria ćıclica, com varredura de potencial de -0,2 a +

0,6 V, e taxa de varredura a 100 mV.s−1. Usualmente, foi empregada uma amplificação

de 5 mA e 500 uA para, respectivamente, eletrodo nu e eletrodo tratado.

5.8 Preparo da solução de mioglobina
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A solução de mioglobina foi preparada em solução tampão fosfato 0,1 mol.L−1 pH 7,4,

na concentração 15 µmol.L−1 por mL de tampão fosfato. Devido aos aglomerados da es-

trutura protéica da protéına que causaram baixa solubilidade em meio aquoso, as amostras

de Mb eram deixadas em repouso por 15 min em temperatura ambiente até a completa

dissolução. Optou-se pela não agitação, para que não houvesse posśıvel desnaturação da

protéına.

5.9 Espectrofotometria de Mb

Soluções de Mb pipetadas em cubeta de quartzo (1mg/mL) foram monitoradas es-

pectrofotometricamente a 200-450 nm a fim de se obter informações a respeito do grau de

pureza da protéına. Os dados foram analisados por médias de absorbância obtida de uma

solução controle preparada à temperatura ambiente. Foi empregado o tampão fosfato

como solução de referência nos ensaios.

5.10 Montagem do sistema de voltametria de mioglobina

O sistema de voltametria foi composto por módulo potenciostato-galvanostato conec-

tado a um microcomputador para aquisição, filtragem e análise de dados. A configuração

utilizada foi de três eletrodos (trabalho – ouro, referência – Ag/AgCl, e auxiliar – fio de

Pt), imersos em tampão fosfato 0,1 mol·L−1 pH 7,4. A voltametria ćıclica foi conduzida

a uma taxa de 100 mV.s−1 em potencial de -0,3 a +0,7 V.

5.11 Imobilização da protéına na superf́ıcie dos eletrodos

O eletrodo de ouro, previamente limpo, era tratado com fluxo de nitrogênio por 60 s.

Em seguida, pipetava-se no eletrodo 30 µl de solução contendo Mb e copoĺımero PMMA-

b-PDMAEMA (10 mg/L) simultaneamente, deixando-se secar à temperatura ambiente

por aproximadamente 40 min. Posteriormente à secagem do eletrodo, foram pipetados

30 µL de solução de gluteraldéıdo (GLU 3%) sobre a superf́ıcie do eletrodo modificado,

deixando-se secar naturalmente. Finalmente, o eletrodo era abundantemente lavado com

EtOH 95% e água destilada com aux́ılio de uma pisseta, no intuito de se desorver a Mb

não complexada ao poĺımero. Imediatamente após os ensaios eletroqúımicos o eletrodo,

era acondicionado em um béquer com solução tampão fosfato para assegurar à integridade

do complexo formado.
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5.12 Voltametria ćıclica de mioglobina imobilizada

Os ensaios foram realizados com 6 mL de solução eletrólito de 0,1 mol.L−1 de tampão

fosfato de sódio pH 7,4. Para tanto, a superf́ıcie de cada eletrodo contendo a protéına

supostamente imobilizada era lavada com água destilada, com posterior secagem ao ar e

fluxo de N2 por 60 s, e imersão na célula eletroqúımica contendo o tampão. Os ensaios

foram conduzidos a uma varredura de potencial de -0,3 a +0,7 V, em velocidade de varre-

dura de 100 mV.s−1, quando não especificada. Foi empregada uma janela de amplificação

de 500 µA para a obtenção dos dados.

5.13 Determinação dos parâmetros cinéticos de transferência de carga

Os parâmetros cinéticos de Mb/PMMA-b-PDMAEMA foram determinados com soluções

de tampão fosfato de sódio 0,1 mol.L−1 pH 7,4, variando-se a taxa de varredura em 20,

40, 60, 80, 100, 130, 160, 180, 200, 250, 300, 350, 400, e 500 mV.s−1.

5.14 Estudo de variação de pH

Esse estudo foi realizado preparando-se soluções de tampão fosfato 0,1 mol.L−1 em

valores de pH de 4,0; 4,5; 5,0 ; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; e 7,5, com aux́ılio de soluções de NaOH

e HCl a 0,1 mol.L−1. Os voltamogramas ćıclicos foram registrados a cada troca de tubos

com taxa de varredura de 100 mV.s−1, e faixa de potencial -0,3 a 0,7 V, e varredura de 3

ciclos consecutivos por ensaio.

5.15 Estudo da atividade cataĺıtica de H2O2

Para a determinação da atividade cataĺıtica da Mb sobre o substrato H2O2,onde ocorre

a redução de H2O2 por catálise, realizou-se o monitoramento da resposta voltamétrica após

a adição sequencial de 30 µL de solução de 0,165 mol·L −1 H2O2 na solução de eletrólito

suporte. Para isso, foi preparada um série de tubos contendo 5 ml de solução tampão

fosfato 0,1 mol.L−1, pH 7,4. Inicialmente, o voltamograma ćıclico era registrado entre a

faixa potencial -0,3 a +0,7 V sem adição de H2O2. Ao tubo subsequente, eram adicionados

30 µL de H2O2. A adição de peróxido de hidrogênio na série de tubos seguintes era então

realizada seguindo-se uma progressão de 30 µL por vez, e com correção de volume.

5.16 Ensaio termodinâmico de Mb imobilizada
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Os ensaios foram realizados de acordo com a metodologia proposta [50, 51, 52] e foi

conduzida de forma não- isotérmica com o eletrodo de referência Ag/AgCl em contato

com a solução tampão apenas por meio de um fio de Pt de 5 cm, preservando-se o corpo

do eletrodo fora da solução eletroĺıtica. Dessa forma, o eletrodo de referência era mantido

em temperatura constante de 250, monitorada por sensor Pt100 acoplado a termômetro

digital Minipa. Os eletrodos auxiliar e o de trabalho, por sua vez, eram mantidos imersos

em célula eletroqúımica jaquetada conectada a banho ultratermostático de circulação

(vazão de 10 L/min) conforme a Figura 10, e com variação termal até 65 C0. Todos

os ensaios eram realizados após equiĺıbrio térmico da célula, conforme monitoramento do

termômetro.

Figura 10: Representação da célula eletroqúımica acoplada ao banho ultratermostático e ao sistema
jaquetado, utilizada nos experimentos de variação da temperatura de Mb imobilizada.

5.17 Estudo da estabilidade e reprodutibilidade do biosensor

Para a determinação do tempo de vida útil do biosensor de Mb/PMMA-b-PDMAEMA,

realizou-se um monitoramento diário da resposta do dispositivo, usando sempre um mesmo

eletrodo de trabalho. Durante a avaliação da estabilidade do eletrodo, a estocagem

foi realizada em temperatura ambiente, em soluções de tampão fosfato 0,1 mol.L−1 pH

7,4. Os testes de reprodutibilidade da medida, foram efetuados com eletrodos diferentes,

utilizando-se sempre o mesmo protocolo de imobilização.

5.18 Análise de dados

O planejamento experimental foi realizado por parcelas inteiramente casualizadas, a

um mı́nimo de triplicatas para a obtenção de referenciais estat́ısticos (média e desvio-
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padrão da média). Ajustes (linear e não linear) e modelos estat́ısticos (ANAVA, p<0.05))

foram empregados conforme a especificidade das análises. Os dados resultantes foram ava-

liados utilizando-se o programa estat́ıstico de domı́nio público R (CRAN, Comprehensive

R Archive Network [53]), com pacotes espećıficos para cada análise. Os gráficos foram

também elaborados com aux́ılio desse.
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6. Resultados e Discussão

6.1 Determinação da pureza de Mb

Amostras de mioglobina a 1 mg/mL em tampão fosfato foram aferidas quanto ao

grau de pureza por espectrofotometria, por comparação ao coeficiente de extinção molar

reportado por Postnikova e colaboradores [54]. O valor do coeficiente de extinção molar

em A409, região pertencente à banda de Soret, foi de 142,6 x 103 M−1 cm −1, sendo a

pureza da amostra de 90,29%.

6.2 Pré-tratamento de eletrodo

A Figura 11 apresenta o ciclovoltamograma obtido a partir da metodologia de limpeza

da superf́ıcie do eletrodo de Au, pelo perfil voltamétrico em 0,5 mol.L−1 H2SO4. De acordo

com trabalhos anteriores o perfil voltamétrico apresenta nessas condições a formação de

óxido de ouro em um determinado intervalo de potencial. Com a inversão de sentido da

varredura, o óxido é reduzido com um potencial de pico de redução em aproximadamente

1,0 V [49]. O pico de redução ocorre devido à redução do óxido de ouro, considerado um

processo rápido em temperatura ambiente e em baixas velocidades de varredura [55].

Figura 11: Voltamograma ćıclico do eletrodo de Au em 0,5 mol.L−1 de H2SO4 a 20mVs−1, 25 ciclos.

A área eletroqúımica (Areal), ou area eletroativa, é a área total da superf́ıcie, incluindo
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cavidades, ondulações e defeitos em ńıvel atômico. Portanto a referida área fornece dados a

respeito da quantidade de śıtios dispońıveis na superf́ıcie do sensor [56]. A área eletroativa

foi calculada pela integração do pico de redução do ciclovoltamograma do eletrodo de ouro,

considerando o fator de rugosidade (fr), de acordo com a equação 6.2:

Areal =
qreal
σt

(6)

fr =
Ageom

Areal

(7)

Onde a área geométrica Ageom foi obtida de acordo com a carga de redução teórica

σt de 390 µC necessária para redução da camada de óxido de ouro e qreal é carga medida

experimentalmente. Por esse procedimento, a média de área eletroativa obtida foi de

1,146 ±0,137 cm2. Considerando que a área geométrica média dos eletrodos foi de 0,220

cm2, o fator de rugosidade (fr) calculado pela equação 6.2 foi de 5,35, o que sugere uma

grande ondulação superficial dos eletrodos de trabalho.

6.3 Cálculo de concentração de Mb eletroativa na superf́ıcie do eletrodo de Mb-

PMMA-b-PDMAEMA

A concentração de Mb na superf́ıcie do eletrodo modificado foi obtida utilizando a

equação 8 abaixo, conforme relatado por Zheng e colaboradores [57]:

ip =
n2F 2νAC

4RT
(8)

Onde n é o número de elétrons, F a constante de Faraday, v a velocidade de varredura,

A a área eletroativa, C a concentração da espécie eletroativa, R a constante geral dos gases

e T a temperatura absoluta.

A média da superf́ıcie de concentração foi de 9,8·10−11±1,13·10−11 mol/cm2, utilizando

valores abaixo da saturação de Mb. Esse resultado está próximo do valor de 7.4 x 10−11

reportado anteriormente [9], e maior do que o valor teórico previsto de 1.58 x 10−11 para

uma monocamada de mioglobina [58]. Por outro lado, dada a extensão plauśıvel de cober-

tura do dibloco de PDMAEMA na superf́ıcie do eletrodo (PMMA-b-PDMAEMA possui
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uma massa molecular estimada entre 30 a 100 kg·mol−1 [59, 60], e raio hidrodinâmico de

2,2 nm [47]), frente à cobertura de Mb (Mb, uma massa molecular de 17.500 kg·mol−1

[61], e raio hidrodinâmico de 0.21 nm [62]), pode-se sugerir que a monocamada de Mb

esteja, na verdade, embebida na matriz polimérica de PMMA-b-PDMAEMA. Para tanto,

buscou-se avaliar a espessura da camada de PMMA-b-PDMAEMA presente à superf́ıcie

eletródica, conforme a relação 9 que segue [63]:

Cdl =
ε0 · κ
d

(9)

Onde Cdl representa a capacitância da dupla camada elétrica, ε0 a constante de per-

missividade elétrica no vácuo, 8,85 x 10−12 F·m−1, d a espessura de camada poĺımérica

em cm2 e κ a constante de permissividade elétrica do poĺımero (PMMA, 1.08 [64]). O

valor de Cdl, por sua vez, foi determinado segundo a Eq. 6.5 abaixo [65]:

ia − ic
2

= Cdl · ν (10)

Onde ia e ic representam, respectivamente, a corrente anódica e catódica ao centro

do ciclovoltamograma de tampão somente (Figura 12), descontada a linha de base. Com

base nesse formalismo, foi encontrado um valor de Cdl de 5,3 x 10−7 F·cm−2. Pela Eq. 9,

o valor da espessura polimérica de cobertura do eletrodo foi de 180,3 nm. Considerando o

raio hidrodinâmico de PMMA-b-PDMAEMA acima, pode-se concluir que uma plauśıvel

monocamada de Mb encontra-se à superf́ıcie do eletrodo imersa numa matriz polimérica

possuindo várias camadas de PMMA-b-PDMAEMA.

Dessa forma, o copoĺımero PMMA-b-PDMAEM pode ter aumentado a densidade

funcional de grupos eletroativos à superf́ıcie do eletrodo. A integração dos picos resultou

em pouca variação da superficie eletroativa do complexo em função da velocidade de

varredura (1,5·10−11 a 3,5·10−11 cm2), o que está de acordo com um comportamento de

eletro-transferência confinada à superficie, ou a um comportamento eletroqúımico em

camada delgada [66, 19].

6.4 Efeito da velocidade de varredura
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A Figura 12 apresenta os ciclovoltamogramas de tampão e mioglobina imobilizada.

Pelo perfil ciclovoltamétrico, pode-se observar que o sinal amperométrico resultou em picos

significativos, tanto anódico como catódico, apenas quando foi adicionada Mb. Ensaios

de adsorção de Mb sobre a superf́ıcie do eletrodo não resultaram em potenciais de pico

detectáveis.

A Figura 13 apresenta o voltamograma ćıclico de Mb/PMMA-bloco-PDMAEMA em

diversos valores de taxa de varredura. Os ciclovoltamogramas resultantes evidenciam um

deslocamento observado no potencial de pico catódico para valores mais negativos com

o aumento da velocidade de varredura, o mesmo ocorrendo no processo inverso. Como

explicitado no caṕıtulo de referencial teórico deste trabalho, processos eletrocataĺıticos po-

dem ser classificados como reverśıveis, irreverśıveis e quase-reverśıveis [16] (cap. 3). Esse

diagnóstico é essencial para a eletroanálise de mecanismos de transferência de carga em

estudos de voltametria, e precede a determinação de parâmetros eletrocinéticos, base da

elucidação mecańıstica interfacial. O grau de reversibilidade de um sistema eletroqúımico,

melhor definido termodinamicamente, leva em conta as taxas de transferência de carga

em que o processo redox ocorre em ambas as direções (anódico e catódico). Nesse caso,

uma reação reverśıvel segue a equação de Nernst ( comportamento nernstiniano, equação

3), em que as transferências de carga à superf́ıcie do eletrodo são suficientemente rápidas,

mantendo as taxas das espécies redox a valores fornecidos por essa relação. A Figura 13

parece não apresentar um comportamento puramente reverśıvel, posto que os potenciais

de pico parecem depender da velocidade de varredura [18] (cap. 9). Além disso, o valor

da razão entre as correntes de pico, ipa/ipc, foi de 0,84±0,08, não condizente com o valor

unitário previsto para sistemas reverśıveis puros [18] (cap. 9).

Em eletroanálise diversas relações entre grandezas são utilizadas para a extração de

parâmetros eletroanaĺıticos por meio de equações de reta ou linearizações [16] (cap. 3).

As vantagens em se trabalhar com a estratégia acima resume-se: 1) na convergência de

apenas dois parâmetros de estimativas (inclinação ou coeficiente angular, e intercepto),

2) na facilidade de ajustes lineares por métodos correntes, como quadrados mı́nimos, 3)

na necessidade de poucas medidas experimentais para estabelecer a relação linear, 4) na

robustez do tratamento estat́ıstico do modelo linear, 5) no alto grau de confiabilidade
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Figura 12: Voltamograma ćıclico de tampão fosfato e Mb/PMMA-b-PDMAEMA em eletrodo Au. Velo-
cidade de varredura 100 mV.s−1.

Figura 13: Voltamograma ćıclico de Mb/PMMA-b-PDMAEMA em tampão fosfato 0,1 mol.L−1 pH 7,4
nas velocidades de varredura de 20; 40; 60; 80; 130; 160; 180; 200 mV.s−1.
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na interpolação de dados, 6) no reduzido número de premissas que satisfazem o método

(igualdade de variâncias, normalidade de dados obtidos independentemente) [67]. Na in-

vestigação de estudos voltamétricos avalia-se a relação linear entre grandezas puras ou

transformadas, tais como a corrente, o potencial de pico, ou a velocidade de varredura, na

busca de modelos mecańısticos do processo de transferência de carga, o grau de reversibi-

lidade do sistema, bem como de parâmetros termodinâmicos e eletrocataĺıticos [18] (cap.

9). Dessa forma, a equação de Randles-Sevcic ( 4) exemplifica o formalismo que relaciona

a corrente de pico com o quadrado da velocidade de varredura.

O resultado apresentado à Figura 14 mostra que as correntes de pico de oxidação

e redução aumentaram linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura no

intervalo de 20 a 200 mV.s−1. Acima dessa taxa de varredura, contudo, o gráfico parece

apresentar um desvio da linearidade, marcadamente no processo de oxidação. Por esse

razão, o ajuste de quadrados mı́nimos para os picos de oxidação foi conduzido excluindo-se

os dois últimos pontos, em todas as velocidades. Ainda assim, os coeficientes de deter-

minação, que espelham a proporção de variância na ordenada explicada pela variância

na abscissa, segundo o modelo linear aplicado [68], resultaram em um valor inferior para

o processo de oxidação no eletrodo. Em śıntese, esses dados sugerem que o processo

aproxima-se de uma transferência de carga difusional [14], embora tenha havido desvios

do modelo em taxas maiores de velocidade de varredura.

A fuga à linearidade do modelo difusional de Randles-Sevcic pode ter sido originada

frente a um comportamento de transferência de carga confinada à superf́ıcie [69, 19, 16] ou

à estrutura de uma camada delgada formada pelo poĺımero junto ao eletrodo [70, 19, 16].

Assim, os dados de taxa de varredura contrastados pelos valores de corrente de pico,

apresentados à Figura 15 apresentaram também um perfil linear. Esse resultado reforça

que a cinética de transferência eletrônica seja dirigida mais pela teoria de voltametria de

camada delgada (ou filme fino) [70, 19, 16], do que controlada por difusão simples.

Em outro tratamento empregando-se os mesmos dados, o gráfico de duplo logaritmo

de velocidade de varredura por corrente de pico também resultou em uma linha reta para

ambos os processos anódico e catódico, e com valores de inclinação de 0,72 para a redução

(preto) e 0,90 para a oxidação (branco). Esse valor encontra-se em uma faixa intermediária
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Figura 14: Efeito da variação do quadrado da taxa de velocidade de varredura na intensidade de corrente
de pico de Mb/PMMA-b-PDMAEMA em tampão fosfato 0,1 mol.L−1 pH 7,4.

Figura 15: Efeito da taxa de velocidade de varredura na corrente de pico de Mb/PMMA-b-PDMAEMA
em tampão fosfato 0,1 mol.L−1 pH 7,4.
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reportada na literatura entre um processo puramente difusional (valor de 0,5) e 1,0 para

processo puramente adsortivo [71]. Dessa forma tem-se que processo sugerido para a

transferência de carga à superf́ıcie do eletrodo modificado com o filme polimérico de Mb-

PMMA-b-PDMAEMA possa ter sido decorrente de uma camada delgada ou filme fino

[19] (Cap. 10) como suporte eletrônico à essa transferência dos grupos redox proteicos

[70].

Figura 16: Representação duplo-logaritmo de velocidade de varredura e corrente de pico, para a cinética
de transferência eletrônica em Mb-PMMA-b-PDMAEMA.

6.5 Determinação dos parâmetros cinéticos de transferência de carga

Tendo em vista um mecanismo de quase-reversibilidade para a transferência de carga

no sistema Mb/PMMA-b-PDMAEMA, procurou-se estabelecer os parâmetros eletroca-

taĺıticos de transferência de carga (α) e de coeficiente de heterogeneidade padrão (KS),

a fim de auxiliar na elucidação do mecanismo reacional à superf́ıcie do eletrodo. Esses

parâmetros eletrocataĺıticos foram obtidos a partir do tratamento de Laviron, conside-

rando valores ∆Ep maiores que 200 mV, como segue [72]:

Epc = E0 − RT

αnF
· logν (11)



41

Epa = E0 +
RT

(1− α)nF
· logν (12)

Dessa forma, a partir de uma representação linear de log ν versus Ep, pode-se deter-

minar E0 por extrapolação infinita ao eixo da ordenada, e α a partir da inclinação. O

valor do coeficiente de heterogeneidade padrão pode então ser obtido por [69]:

log(Ks) = α · log(1− α) + (1 + α) · logα− logRT
Fν
− (1− α)αnF

∆Ep

2.3RT
(13)

A Figura 17 apresenta os resultados do tratamento de Laviron para modelos de trans-

ferência de carga confinados à superf́ıcie, conforme as equações acima. Por esse trata-

mento, foram encontrados valores de nα de 0,81±0,08 e Ks de 0,055±0,01 s−1. O baixo

valor para o coeficiente Ks reforça a natureza quase-reverśıvel do processo eletrocataĺıtico.

A pequena variação de Ks com a velocidade de varredura também reforça um quadro ad-

sortivo para a transferência de carga [16, 19].

Figura 17: Dependência do potencial de pico Ep com o logaritmo da taxa de velocidade de varredura (ν)
de Mb 15 µmol.L−1 em tampão fosfato 0,1 mol.L−1 pH 7,4.

O valor elevado para nα sugere a existência de dois elétrons envolvidos na transferência

de carga à superf́ıcie do eletrodo modificado. A fim de validar esse resultado, buscou-se
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uma determinação alternativa para o valor do coeficiente de transferência de carga por

extrapolação linear de Tafel à equação de Buttler-Volmer, conforme segue [16] (cap. 3):

η =
2.3RT

αnF
· logi0 −

2.3RT

αnF
· logi (14)

Onde η representa a sobretensão (potencial aplicado acima do potencial de equiĺıbrio),

e i0 a corrente de troca, conforme mencionado anteriormente (2), e representada pela

faixa de corrente gerada quando o potencial aplicado iguala-se ao potencial de equiĺıbrio

da reação (η ' 0). Dessa forma, uma representação linear do logaŕıtmo da velocidade de

varredura versus potencial de pico (Ep) pode fornecer o valor de b da inclinação de Tafel,

como segue [73]:

Ep =
b

2
· E + constante (15)

A Figura 18 apresenta os resultados do tratamento. A partir desse, o valor nα foi de

0,77, condizente com o esperado acima para a transferência de dois elétrons durante um

processo quase-reverśıvel (0,3 < α < 0,7) [18] (cap. 9).

Figura 18: Dependência do potencial de pico com logaritmo da corrente de pico de Mb 15 µmol.L−1 em
tampão fosfato 0,1 mol.L−1 pH 7,4.
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A Tabela 1 evidencia um sumário dos resultados obtidos da eletroanálise. O po-

tencial de oxidação formal (E0) para Mb indica valores obtidos com reprodutibilidade,

porém difere dos valores da literatura. Isto pode ser devido à interação entre a protéına e

o poĺımero, como relatado em [9, 66]. O valor αn reflete a quase-reversibilidade da reação

[14].

Tabela 1: Parâmetros eletroanaĺıticos encontrados para a resposta ciclovoltamétrica de Mb/PMMA-b-
PDMAEMA (n=3.).

Parâmetros média±sd

E0 (V) 0,18±0,03
αn 0,80± 0.27
KS (s−1) 0,055±0,01

O coeficiente de transferência de carga, que mede o potencial da interface eletrodo-

solução, assumiu um valor médio aproximado para α de 0,40 em um processo quase-

reverśıvel, com o número de elétrons envolvidos na reação sendo igual a dois. O coeficiente

de heterogeneidade padrão, Ks, que sinaliza a facilidade cinética da reação, sugere que

a cinética foi de natureza lenta. Essa taxa reduzida de transferência pode ter sido de-

vida à complexidade das moléculas submetidas à transferência de elétrons, e ao rearranjo

molecular que pode suceder essa transferência [57]. Resultados aproximados também fo-

ram reportados ([5, 57]). Complementarmente, o parâmetro Ks, tal como determinado

pelo modelo proposto por Laviron, utilizando-se ∆Ep maior que 200 mV/s [69], sofreu

variação significativa com a velocidade (0,03-0,10 s−1), o que também reforça a quase-

reversibilidade da reação [16] (cap. 3).

6.6 Efeito da variação de pH

A eletrotransferência de Mb também foi analisada pela variação de pH, no intuito

de se obter informações mecańısticas sobre o processo de transferência do complexo Mb-

poĺımero. Os experimentos foram conduzidos na faixa de pH 4,0-7,5 em tampão fosfato

por voltametria ćıclica com taxa de varredura de 100 mV.s−1. Os resultados apresentados

à Figura 19 mostram um comportamento linear, com inclinação de -0,025±0,001 para

Mb/PMMA-b-PDMAEMA. Esse valor aproxima-se do valor teórico -0,029 V/pH, sugerido
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para reações de transferência de carga acopladas a um processo qúımico envolvendo um

próton H+ e dois elétrons [16] (cap. 3).

Figura 19: Efeito da variação de pH no potencial formal padrão encontrado para Mb/PMMA-b-
PDMAEMA. Velocidade de varredura de 100 mV.s−1, eletrólito suporte de tampão fosfato de sódio
0,1 mol.L−1.

Houve também uma variação no valor do coeficiente de heterogeneidade padrão Ks

com pH, reforçando também a existência de prótons H+ durante a eletrotransferência,

sendo encontrado um valor de 0,33 s−1/pH para a inclinação linear de Ks com pH.

6.7 Determinação da atividade eletrocataĺıtica de Mb sobre H2O2

Com o objetivo de explorar a atividade cataĺıtica de Mb imobilizada no eletrodo, foram

conduzidos ensaios para verificar uma plauśıvel atividade pseudocatalase para o composto

Mb-poĺımero. Neste trabalho, o aumento do pico da corrente de redução, caracteŕıstico

da atividade cataĺıtica, ocorreu com o aumento da concentração de H2O2 em uma série

crescente de concentrações de 0,03 µmol · L−1 a 0,4 µmol · L−1 (Figura 20). Por essa

Figura pode-se observar um platô do substrato H2O2 de 0,27 mmol · L−1,na resposta

cataĺıtica , devido à saturação na atividade pseudoperoxidase de Mb, demonstrando um

mecanismo cinético t́ıpico de Michaelis-Menten, conforme já reportado [72].

Tem sido relatado na literatura que, com a adição de H2O2, o pico de redução de
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Figura 20: Resposta da variação da concentração de H2O2 sobre o eletroo de Mb/PMMA-b-PDMAEMA.
Velocidade de varredura de 100 mV.s−1, eletrólito suporte de tampão fosfato sódio 0,1 mol.L−1, pH 7,4.

ferroprotéınas tende a aumentar e o de oxidação desaparece por completo, o que demons-

tra um t́ıpico processo eletrocataĺıtico de redução de H2O2. Dessa forma, a constante

cataĺıtica (Km) pode ser expressa por uma adaptação da equação de cinética enzimática

de Lineweaver-Burk como segue [74]:

1

Iss
=

1

Imax

+
Km

Imax

.
1

C
(16)

Onde Iss é a corrente medida após a adição de H2O2; C é a concentração de H2O2 e Imax

é o valor máximo de corrente medida abaixo das condições de saturação de H2O2, e Km é a

constante aparente de Michaellis-Mentem para a eletrocatálise. O resultado apresentado à

Figura 21 mostrou fuga à linearidade prevista pela equação acima. Esse comportamento

curvilinear de Lineweaver-Burk sugere que apenas em altas concentrações do substrato o

modelo foi controlado por catálise simples; em baixas concentrações, contudo, a resposta

parece ter sido decorrente de um modelo controlado por transporte de massa [74], com

desvios posśıveis pelo confinamento de Mb na estrutura polimérica. Esse desvios poderiam

também ter decorrido do próprio copoĺımero, reduzindo a difusibilidade do substrato até

a Mb imobilizada, e configurando um processo limitado por difusão.



46

Figura 21: Representação de Lineweaver-Burk da resposta da variação de H2O2 sobre o eletrodo de
Mb/PMMA-b-PDMAEMA. Velocidade de varredura de 100 mV.s−1, eletrólito suporte de tampão fosfato
sódio 0,1 mol.L−1, pH 7,4.

Com o desvio da linearidade na representação de Lineweaver-Burk, procedeu-se um

ajuste não linear da equação de Michaelis-Mentem aos dados por algoritmo de Gauss-

Newton [68], conforme a seguinte relação:

Iss =
Imax · [H2O2]

Km + [H2O2]
(17)

O resultado está apresentado na Figura 20. De acordo com este método, o valor de

Vm aparente calculado foi de 207,5±38,2 µmol.L−1, e Km aparente de 114,7±58,7 µM.

Esse último, que representa o equiĺıbrio de formação do complexo Mb-H2O2, foi similar ao

reportado na literatura (137 µM [9], 140 µA [75], 88 µA [72]). Esses resultados indicam

que o complexo Mb/PMMA-b-PDMAEMA formado forneceu um ambiente favorável para

imobilização de Mb, e preservou a atividade cataĺıtica de Mb para H2O2.

6.8 Efeito da temperatura

A fim de se obter informações acerca do equiĺıbrio termodinâmico do complexo, foram

realizados ensaios não-isotérmicos com variação de temperatura da célula eletroqúımica,

contudo sem alteração térmica do eletrodo de referência, que permaneceu em contato
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com a solução por ponte elétrica de Pt [76, 52, 50]. Os ensaios termodinâmicos foram

conduzidos com o complexo Mb/PMMA-b-PDMAEMA com o aumento progressivo de

temperatura (20 a 55 0C), em tampão fosfato 0,1 mol L−1, pH 7,4. Os parâmetros ter-

modinâmicos do processo redox da mioglobina foram calculados seguindo o procedimento

proposto por Tanigushi e colaboradores [77], pelas relações que seguem [52]:

∆S0 = nF (
d∆E0

dT
) (18)

∆H0 = −nF (
d∆E0/T

d( 1
T

)
) (19)

Dessa forma, a inclinação de um gráfico de T por E0 pode fornecer a variação de

entropia da transferência de carga (∆S0), ao passo que 1/T por E0/T, a variação de

entalpia envolvida na transição de trocas de carga (∆H0) [78], ocorrendo uma mudança

da inclinação com a alteração de temperatura. Portanto estes parâmetros são constantes

nesta faixa de temperatura. A variação de energia livre do processo, que é proporcional

ao potencial, é composta por contribuições entálpicas e entrópicas, pode então ser obtida,

seguindo a equação de Gibbs-Helmholtz [18] (cap. 9), ou por:

∆G0 = −nF∆E0 (20)

Assim, os valores de ∆S0, ∆H0, e ∆G0 podem ser extráıdos, respectivamente, das

Figuras 22 e 23. Os valores encontrados para ∆S0 (18) e ∆H0 (19) foram respectiva-

mente, 351,34 ± 0,0002 J mol−1 K−1 e -76831,90 ± 0,78 J mol−1. Esses valores indicam

uma variação de entropia baixa, porém positiva, em contraposição a uma grande variação

negativa de entalpia. A variação positiva de entropia é creditada na literatura a processos

de reorganização de solvente, em particular próxima ao grupo prostético metálico de Mb

[76], expondo esses śıtios àquele. Por outro lado, o alto valor negativo para ∆H0 pode ter

sido devido à hidrofobicidade do grupo heme de Mb, juntamente com uma estabilização

de interações eletrostáticas em torno desse [50]. Essa última hipótese fundamenta-se par-

cialmente no efeito eletrostático da atmosfera iônica negativa em torno do grupo metálico,
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Figura 22: Gráfico de E0 vs temperatura (K) para Mb/PMMA-b-PDMAEMA em ensaio termodinâmico
não-isotérmico. Velocidade de varredura de 100 mV.s−1, eletrólito suporte de tampão fosfato 0,1 mol.L−1,
pH 7,4.

Figura 23: Gráfico de Gibbs-Helmholtz (E0/T vs 1/T (K)) para Mb/PMMA-b-PDMAEMA/GLU em
ensaio termodinâmico não-isotérmico. Velocidade de varredura de 100 mV.s−1, eletrólito suporte de
tampão fosfato 0,1 mol.L−1, pH 7,4.
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dado o valor do ponto isoelétrico (pI) para Mb em torno de 7,0 [6]. Um perfil similar aos

resultados apresentados foi obtido com Mb em filme de didodecildimetilamônio [79].

6.9 Determinação da Estabilidade do Biossensor Para verificar a precisão, a reprodu-

tibilidade, e o tempo de vida do biossensor Mb/PMMA-b-PDMAEMA, foram realizadas

medidas diárias utilizando sempre o mesmo eletrodo de trabalho. O biossensor foi esto-

cado em temperatura ambiente por 4 semanas, em solução tampão fosfato de sódio 0,1

mol.−1, pH 7,4. Os resultados estão apresentados na Figura 24.

Figura 24: Efeito do tempo de estocagem do biossensor M/PMMA-b-PDMAEMA sobre a corrente de
pico anódica em tampão fosfato sódio 0,1 mol.L−1, pH 7,4. Velocidade de varredura de 100 mV.s−1,
temperatura de ensaio de 25 0C.

Apesar da redução nos valores de corrente de pico anódica, o eletrodo pareceu res-

ponder satisfatoriamente até o 30 dia, a partir do qual passou a apresentar significativa

redução no sinal amperométrico. Mesmo com essa diminuição na resposta, o biosensor

ainda apresentou sensibilidade suficiente para ser utilizado em análises rotineiras, dada

a perda aproximada de 50% do sinal amperométrico somente a partir da 3a. semana de

estocagem.

6.10 Mecanismo proposto de formação do biossensor de PMMA-b-PDMAEMA

Como reportado por Gohy et al. [39], copoĺımeros neutros de PDMAEMA podem
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sofrer associação livre ou mesmo agregação em meio aquoso, devido ao efeito hidrofóbico

de seus blocos neutros. Esse dado é corroborado pelo aumento da solubilidade aquosa

de PMMA-b-PDMAEMA, devido à presença de uma amina terciária em suas unidades

monoméricas. Apesar de PDMAEMA ser considerado um poĺımero catiônico devido à

presença dessas aminas terciárias ( Figura 7), o valor de seu pKa situa-se entre 6,5 [39]

e 8,0 [80]. Apenas em pH abaixo de 4,5 o bloco de PDMAEMA torna-se quase comple-

tamente carregado em solução aquosa [80]. Assim, é posśıvel sugerir um estado parcial

neutro ou levemente protonado para os copoĺımeros dibloco no pH 7,4 dos ensaios de

imobilização utilizados nesta monografia. Dessa forma, os copoĺımeros de PMMA-b-

PDMAEMA poderiam cumprir um papel duplo. Por um lado, a estrutura hidrofóbica de

PMMA-b-PDMAEMA (Figura 7) poderia interagir com a superf́ıcie metálica de ouro dos

eletrodos, reforçado pelo efeito hidrofóbico com o solvente aquoso e, simultaneamente à

interação com grupos carregados positivamente na protéına, tais como reśıduos de histi-

dina (His), lisina (Lys), e arginina (Arg) de Mb. A interação com esses reśıduos poderia

ocorrer devido à rede de grupamentos éter eletronegativos da estrutura do copoĺımero,

reforçando uma interação ion-dipolo entre Mb e estrutura final de PMMA-b-PDMAEMA.

Resultado semelhante foi encontrado por Qiao et al. na produção de um biosensor mo-

dificado com polietilenoglicol depositado em camadas junto à Mb [81]. Essa interação

ion-dipolo é corroborada pela própria agregação de um copoĺımero dibloco semelhante a

PMMA-b-PDMAEMA, metacrilato de poli-(2-(diamino)) etila em bloco com ácido poli-

metacŕılico (PDMAEMA-b-PMAA), em função do aumento nos valores de pH em meio

aquoso [39]. Em pH abaixo do ponto isoelétrico (entre 6 e 9, dependendo da natureza

e tamanho dos blocos), PDMAEMA forma micelas decorrentes da interação de seus blo-

cos hidrofóbicos. Com aumento do pH, parte dos blocos torna-se ionizado, surgindo

interações eletrostáticas entre a estrutura aniônica de PMAA e os blocos catiônicos de

PDMAEMA, originando copoĺımeros dibloco anfif́ılicos. De fato, a estrutura de Mb com-

porta 19 reśıduos de Lys e 2 de Arg, com valores de pK em torno de 10–12 and 12–13,

respectivamente, conferindo à Mb uma rede de carga positiva superficial para interação

com PMMA-b-PDMAEMA no tampão [82], à despeito da proximidade de seu ponto

isoelétrico (7,0; [61]). Os reśıduos de His, em número de 6, encontram-se no cerne hi-

drofóbico da protéına [82], e são considerados menos acesśıveis à interação. A presença
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de aminas primárias na estrutura proteica, principalmente de reśıduos de Lys, poderia

reforçar a interação do complexo, face a ligação covalente (crosslinking) promovida por

gluteraldéıdo. Complementarmente, a interação de Mb com PMMA-b-PDMAEMA po-

deria também ser favorecida pelo efeito ou interação hidrofóbica pertinente a ambas as

estruturas, dada a extensão de cobertura de Mb/PMMA-b-PDMAEMA à superf́ıcie do

eletrodo, como mencionado anteriormente. Dessa forma, os vetores da interação Mb-Mb,

Mb-poĺımero e ouro-poĺımero, em conjunto, poderiam resultar numa maior estabilidade

do filme polimérico de Mb/PMMA-b-PDMAEM cataliticamente ativo e aderido ao sensor.
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7. Conclusões

a. A voltametria ćıclica da interação Mb/PMMA-b-PDMAEMA exibiu um processo

de reação quase-reverśıvel na superf́ıcie do eletrodo de ouro modificado, e distinto do ele-

trodo não modificado de Au, ou tratado apenas com o copoĺımero;

b. A média da área eletroativa obtida foi de 1,146±0,137 cm2;

c. O retorno à integridade eletroqúımica do sinal do eletrodo de Au foi obtido por ex-

tração do copoĺımero ligado por imersão em acetona por 10 s;

d. Melhores resultados da imobilização da protéına na superf́ıcie áurica foram obtidos

com gluteraldéıdo a 3% e copoĺımero a 10 mg · mL−1 em acetona, e Mb a 15 mg · mL−1,

em tampão fosfato de sódio 0,1 mol.L−1, pH 7,4;

e. O potencial padrão (E0) de Mb/PMMA-b-PDMAEMA foi de 180 V (100 mV·s−1);

f. A transferência de carga à superf́ıcie do eletrodo modificado sugeriu um processo con-

trolado por adsorção ou por camada fina;

g. O valor do coeficiente de transferência de carga (α) foi de 0,40;

h. Os valores de Ks obtidos sugerem que a cinética de transferência foi lenta;

i. Houve variação de Ks com pH, reforçando a existência de prótons H+ durante a eletro-

transferência;

j. O processo de transferência eletrônica ocorreu na proporção de 2 elétrons para um

próton;

k. O eletrodo modificado exibiu atividade cataĺıtica sobre H2O2, e com constante aparente

de Michaelis-Menten (Km) de 115µM;

l. A análise termodinâmica por ensaio não-isotérmico revelou valores de ∆S0 e ∆H0 de,

respectivamente, 351,34 ± 0,0002 J mol−1 K−1 e -76831,90 ± 0,78 J mol−1.

m. A interação de PMMA-b-PDMAEMA com Mb permitiu a formação de um biosen-

sor estável com eletrodo de ouro, com prováveis interações eletrostáticas entre reśıduos

expostos da protéına e grupos
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<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468600007787>.

[32] FORERO, C.; ANGELINES, A. M. Immobilization of myoglobin from horse skele-

tal muscle (Mb) and hemoglobin I (HbI) from Lucina pectinata in hydrophilic polymer

networks for H2S biosensor application. Tese (Doutorado) — UNIVERSITY OF PU-

ERTO RICO, 2006.

[33] XIE, Y.; HU, N.; LIU, H. Bioelectrocatalytic reactivity of myoglobin in layer-

by-layer films assembled with triblock copolymer pluronic f127. Journal of Electroa-

nalytical Chemistry, v. 630, n. 12, p. 63–68, 2009. ISSN 1572-6657. Dispońıvel em:
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project.org>.

[54] POSTNIKOVA, G. B.; KOMAROV, Y. E.; YUMAKOVA, E. M. Fluorescence study

of the conformational properties of myoglobin structure. European Journal of Bioche-



59

mistry, Blackwell Publishing Ltd, v. 198, n. 1, p. 223–232, 1991. ISSN 1432-1033.
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