AYY
CONGRESSO BRASILEIRO A& AAAAA AA

DE ENGENHARIA QUIMICA EM A AA_ Y
INICIACAO CIENTIFICA i % “‘
21-24 Julho de 2019 ?x &
Uberlandia/MG X

v AATV VY

INVESTIGACAO DO SINAL AMPEROMETRICO NA
PAREDE EXTERNA DE UM BIOSSENSOR DO TIPO DISCO
DE BIOFILME POROSO

E.C.S. SANTOS!, L. S. GOMES?!, M. V. SOUZA JUNIOR?Y, S. A. CARDOSO!

! Universidade Federal do Para, Faculdade de Biotecnologia
E-mail para contato: ecsantos20@gmail.com

RESUMO - Foi realizada a investigacdo computacional do desenvolvimento de
um biossensor amperométrico em formato de disco, acoplado a um biofilme a
base de amido de mandioca (Manihot esculenta), utilizando enzimas imobilizadas
do tipo tirosinase para o auxilio no processo de reacdo da membrana com o
substrato. O software COMSOL MULTIPHISICS foi utilizado na simulagdo com
0 intuito de estudar as equacbes provenientes dos balancos realizados no
biossensor. O dispositivo foi estudado contendo duas membranas, uma sem
enzima, contendo apenas o biofilme poroso, e na segunda membrana a presenca
de um biofilme poroso contendo a enzima imobilizada, representando um
processo difusivo sem reacdo e com reacdo, respectivamente. Os resultados
obtidos a partir dos estudos feitos no software se demonstraram satisfatorios
quanto a influéncia da porosidade no processo de difusdo do substrato na
membrana biopolimérica porosa, contendo a enzima imobilizada, além de
contribuir para o estudo futuro de outros parametros, que venham contribuir na
otimizagdo do sinal de detecgdo do biossensor.
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1. INTRODUCAO

Os biossensores sdo dispositivos nos quais uma enzima ou uma proteina séo utilizadas
para medir de modo seletivo determinadas substancias em um meio especifico (OLIVEIRA,
RIBEIRO, et al, 2015), ou seja, sdo pequenos dispositivos que utilizam reacdes bioldgicas
para deteccdo de analitos alvo, combinando um componente bioldgico que interage com um
substrato-alvo a um transdutor fisico, convertendo os processos de reconhecimento em sinais
mensuraveis (CALIL, et al, 2015). A utilizacdo desse tipo de sensor traz muitas vantagens,
entre elas a alta sensibilidade e seletividade destes, como também a facilidade em termos de
desenvolvimento do sensor, sendo assim acessiveis e prontos para o uso. Além disso, no
processos de simulacdo realizada no software COMSOL Multiphisics, foram utilizadas as
reacdes de Langmudiir, Lei de Fick, Lei de Faraday, cinética enziméatica de Michaeles-Menten,
além dos balangos de substrato e produto para a realizacdo desse processo.

Portanto, o referido estudo trata da simulacdo de um biossensor, que tem como enzima a
tirosinase, obtida de diversas fontes como o buriti, que catalisa etapas de oxidagédo sequenciais
na presenca de varios substratos fendlicos (CARDOSO, 2014), junto a um biofilme poroso
gerado a partir do amido da mandioca (Manihot esculenta), com o intuito de analisar os fendis
presentes em efluentes urbanos utilizando nano particulas de cobre como eletrodo de trabalho.

2. MODELAGEM MATEMATICA DO PROBLEMA

Um processo tipico de transferéncia de massa em um biossensor é apresentado na
Figura 1.1. No esquema da figura abaixo, a enzima escolhida foi a tirosinase, que sera
utilizada para a deteccdo de compostos fenolicos em efluentes urbanos.



AYY
CONGRESSO BRASILEIRO A& AAAAA AA

DE ENGENHARIA QUIMICA EM AA_ Y
INICIACAO CIENTIFICA A “‘
21-24 Julho de 2019 ?x &
Uberlandia/MG X

v AATV VY

Figura 1.1 — Representacdo de um biossensor poroso esquematizado.
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A substéncia fendlica presente no substrato (S) migra por difusdo através da membrana
circular porosa 1, até encontrar a superficie da membrana circular porosa 2, a qual apresenta
enzimas imobilizadas em sua estrutura (E). A substancia fendlica reage com a enzima
conforme a reacdo abaixo:

S+E—P (Eq. 1.1)

O produto (P1) formado na membrana circular porosa 2, migra por difusdo até a
superficie do eletrodo de trabalho, formado por nano particulas de cobre, onde reage com as
nano particulas através de uma reacao de oxirreducdo para formar o produto (P2) e elétrons
livres (€), reacdo abaixo:

P+Cu’—>P,+€ (Ea. 1.2)

Os elétrons produzidos irdo migrar devido um gradiente de elétrons através de um
circuito eletrdnico simples, até a extremidade onde se encontra um medidor de corrente
elétrica, amperimetro. Esse sinal elétrico sentido pelo amperimetro sera convertido em
concentracdo de fendis através de relacfes matematicas do balanco de espécies do processo de
difusdo presente no biossensor. Dessa forma, foram balancos de espécies nas membranas
circulares porosas 1 e 2 para as espécies substrato e produto.

2.1. Balango na Membrana circular 1: Substrato

P oC
ot

-V(D,C,)=0 t>0 0<r<g

oC,

Cy(r,t=0)=S, t=0 0<r<g; P Ly
r

_0 r=t; (Eq. 1.3)

=0 r=9, t>0

P=¢g +pkp1

onde Cs(r,t) € o perfil de concentracdo de efluente ao longo do raio da membrana circular
porosa 1 e ¢ medida por mol.m3; Sp é a concentragdo inicial de efluente e medida por mol.m-
3 51 € o raio da membrana circular porosa 1 e medido em m; D« € o coeficiente de difusdo do
efluente na membrana circular porosa 1 e é medido em m2.s*; P; representa a porosidade na
membrana 1; €1 € também a porosidade na membrana 1, é medido em 1um; e p é a massa
especifica do biofilme, que equivale a 1400 kg/m3. A equacio de Langmuir é ser definida
como:

*

_ Csl,maxKL,sl E . 14
q“(r’t)_1+c;(r,t)|<L,sl (F6- 1.4
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onde, gs1(r,t) € a concentracdo de substrato adsorvido por unidade de massa de adsorvente, em
g/g; Cs1'(r,t) é a concentragdo no equilibrio do substrato em solugdo, em mol.m3; C’s1max € 0
pardmetro que representa a concentracio maxima de adsorcdo na monocamada, em mol.m 3;
Kis1 € 0 parametro relacionado com a energia de adsor¢do e dependente da temperatura,
medido em 1.g™%.

2.2. Balango na Membrana circular 2: Substrato

p, Ca
at

-V(D,C,)=-R, t>0 &,<r<s,

S

Co,(r,t=0)=0t=0 51<r<52;6§52:o r=6; agszzo r=5, t>0 (Eq. 1.5)
r r

P, =g, +pkp2

2.3. Balango na Membrana circular 2: Produto

aC
P,—2-V(D,,C,)=R, t>0 §<r<s,

ot (Eq. 1.6)
aC,, (1)

Y o FxnxD,,

oC,,
C,,(r,t=0)=0t=0 5l<r<52;7=0 r= =65, t>0

onde Cp(r,t) é o perfil de concentracdo de produto ao longo do raio da membrana circular 2 e
é medido por mol.m=; &, é o raio externo da membrana circular porosa 2, r = &,, e é medido
em m; Ds, é o coeficiente de difusdo do efluente na membrana circular porosa 2 e ¢ medido
em m2s?t; Dp, € o coeficiente de difusdo do produto na membrana circular porosa 2 e é
medido em m2.s; I(t) é a densidade de corrente de saida do eletrodo de trabalho A/m?; F é a
constante de Faraday em C.mol™?, n é o nmero de elétrons; Rs é a lei de velocidade de reacéo
de reacdo conforme o modelo de reacdo enzimética de Michaeles-Menten, e é dada pela Eq.
1.7, e ¢ medida como mol.m3.s?:

Rs ::umax& (Eq 17)
K, +C,,

no qual pUmax é a constante de velocidade maxima dada por s, Km € constante de Michaelis
dada por mol.m™,

2.4. Balango de carga no eletrodo de nanoparticula de cobre:

A densidade de corrente de saida do eletrodo de trabalho | (t) depende do fluxo de
elétrons da reacdo de oxi-reducdo que acontece na interface entre membrana circular porosa 2
e o eletrodo de trabalho em r = &,. Nessa interface, também ha interferéncia da espécie
mediadora, produto Py, 0 qual é eliminado na superficie do eletrodo. Utilizou-se a lei de
Faraday e a lei de Fick para expressar a densidade de corrente de saida, I (t), do fluxo de
elétrons no eletrodo quando este é oxidado no eletrodo de trabalho:

plm2

I(t)=n><F><D x% (Eq- 1-8)
194

X=6,
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados foram obtidos através das simula¢cbes com o COMSOL MULTIPHISICS
e foram utilizados os valores apresentados na Tabela 1 para as simulagdes.

Tabela 1 — Pardmetros utilizados na simulagéo.

Ds2 o1 52 Mmax Km n
m?2/s m m 1/s mol/m? s.u.
0,1xDg 5x107 1x1072 4,83x10* 2,99 x 10* 2

A simulagdo foi dividida em trés estudos baseados em distintos valores de porosidade &>
na membrana porosa 2, e apresentados no Quadros 1 a 3. A porosidade na primeira e na
segunda membrana variou em g1=g>= 0.1; 0.5 e 0.9. Todos o0s ensaios, representados pelas
curvas presentes nos graficos, foram feitos na faixa de tempo de 0 a 1 segundos. Os valores de
kp1 € kp2 foram 10% e 1073, respectivamente; e os valores de K. foram considerados: Kis2 =
KLs1=0,001 m3.mol? e K_p1=0,1 mmol™,

No primeiro estudo (Quadro 1), a porosidade adotada para a membrana 2, que possui a
enzima imobilizada, foi de &2 =0.1xeq, a partir das simulagdes para esse caso, observou-se que
a porosidade influenciou de maneira satisfatoria quanto a adsor¢do do efluente, onde a
concentracdo diminui & medida que se expande ao longo do raio da membrana externa. A
concentragio de 10 mol/m? se mostrou com resultados mais satisfatorios.

No segundo estudo (Quadro 2), foram realizados 0s mesmos testes, porém utilizando a
porosidade &2 = 0,5xg;1. Nesse estudo, da mesma forma em relagéo ao anterior, a concentragao
de So =10 mol/m?® se mostrou mais satisfatdria, enquanto que a concentragdo de 0,1 mol/m3
teve um pico negativo proximo da posicdo de 0,055m do raio externo, demonstrando que a
concentracdo diminuiu a medida que se expandiu radialmente na membrana biopolimérica
com enzima imobilizada.

No terceiro, e Gltimo (Quadro 3), estudo, a porosidade foi &2 = 0,75xe1, e realizou-se 0s
mesmo estudos, observando a maneira que a reagdo se comporta no processo de reacdo do
efluente com a membrana biopolimérica. Embora os valores utilizados tenham sido
diferentes, os resultados se mantiveram num padrdo, demonstrando que a porosidade
influencia de maneira significativa na reagdo a medida que o efluente avanca através das
membranas 1 e 2. Nesse caso, a concentracdo de efluente So = 10 mol/m® foi a melhor
observada ao serem analisados os graficos, sendo que a maior concentracdo inicial
demonstrada pela reacéo entre substrato e membrana € representada pelo processo em que €1 é
0,1, e a concentracéo é de 0,85 mol/m?3.
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Figura 2 — Simulacdes da influéncia da concentracao de efluentes no processo difusivo
poroso na membrana circular porosa 2 (g2 = 0.1x€1).
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na membrana circular porosa 2 (€2 = 0.5x€1).
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Figura 4 — Simulacdes da influéncia da concentracao de efluentes no processo difusivo poroso
na membrana circular porosa 2 (g2 = 0.75g1)
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5. CONCLUSOES

A partir do estudo realizado observou-se que a porosidade ¢ influencia diretamente no
processo de reacdo enzimatica entre o substrato e a enzima para a detec¢do do fenol. Sendo
assim, comprovou-se a interferéncia da porosidade nesse processo, onde a reacdo entre
enzima e substrato na membrana porosa apresenta a concentracdo de efluente decrescendo a
medida que se expande de maneira radial na superficie do biossensor, justificando que a
porosidade auxilia no processo de adsorcéo do efluente (necessario para a identificacdo dos
compostos fendlicos), junto & camada biopolimeérica com enzima imobilizada e apresentando
poros em sua extensao no biossensor.
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