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Biossensores sdo uma classe de sensores destinados a realizar medi¢des envolvendo substancias organicas.
Esses sensores apresentam inUmeras vantagens de utilizacdo, que vdo desde a miniaturizagdo até a
portabilidade do equipamento, possibilitando assim sua utilizac&o de forma facil e em uma gama muito
ampla de locais. Este trabalho tem como foco avaliar o funcionamento de um biossensor amperométrico
enziméatico de monocamada através de um processo de modelagem matematica de seu principio de
funcionamento a partir de Equacdes Diferenciais Parciais (EDP) e das condiges de contorno/iniciais que
regem e caracterizam este tipo de equipamento, os sistemas de equaces criadas foram resolvidas com base
nas técnicas do Método das Diferencas Finitas (MDF) e com o auxilio de um cédigo computacional para
fornecer a solucéo do sistema avaliado. Por fim, foram simulados testes para avaliar os impactos que cada
pardmetro exerce na resposta do sistema, foram realizados testes de sensibilidade para cada um de seus
pardmetros, por meio de um biossensor amperométrico enzimatico de monocamada. Com os resultados, foi
possivel observar os impactos que fatores como a taxa enzimatica maxima (Vwmax), a espessura da camada
enzimaética (d) e a concentracdo inicial do substrato (So) tém na resposta do sistema, que sdo considerados
importantes em um projeto de biossensores.
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Biosensors are a class of sensors aimed at carrying out measurements involving organic substances. These
sensors have many advantages for use, ranging from miniaturization to portability of the equipment, thus
enabling their use in an easy way and in a very wide range of locations. This work has the focus of
evaluating the functioning of a monolayer enzymatic amperometric biosensor through a process of
mathematical modeling of its working principle from Partial Differential Equations (PDEs) and the
boundary/initial conditions that govern and characterize this type of equipment, the systems of equations
created were solved based on the Finite Difference Method (FDM) techniques and with the aid of a
computer code to provide the solution for the evaluated system. Finally, tests were simulated to evaluate
the impacts that each factor plays on the system response, sensitivity tests were performed for each of its
parameters, by means of a monolayer enzymatic amperometric biosensor. With the results, it was possible
to observe the great impacts that factors such as the maximum enzymatic rate (Vmax), the enzymatic layer
thickness (d) and the initial concentration of the substrate (So) have on the system response, which are
considered crucial in a project of biosensors.

Key words: amperometric biosensor, finite difference method, modeling.

1. INTRODUCAO

Biossensores sdo sensores que utilizam componentes bioldgicos, geralmente enzimas, que
catalisam reacOes para um analito especifico, e o transdutor, que traduz as mudancas na
biomolécula em um sinal elétrico. Os biossensores exibem capacidades de desempenho que
incluem simplicidade, alta especificidade e sensibilidade, resposta rapida, baixo custo,
portabilidade, tamanho relativamente compacto, operacao amigavel e analise continua em tempo
real [1-3].
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As aplicagdes de biossensores incluem as areas de medicina [2, 4], meio ambiente [5],
seguranca publica e seguranca alimentar [6]. Para aplicagdes médicas, existem clinicas [3],
produtos farmacéuticos [7], dispositivos e fabricacdo e pesquisa. O diagnoéstico rapido baseado
em biossensor pode facilitar a triagem de pacientes, melhorar as taxas de deteccdo precoce e 0s
prognosticos. Essa tecnologia pode ser de grande utilidade para melhorar a prestacdo de cuidados
de salde em ambientes comunitarios e para as populacdes mais necessitadas. Aplicacbes
ambientais podem incluir: limpeza de derramamento; monitoramento [8] e 6rgdos reguladores.
Para a seguranga publica, as aplicagfes incluem: atividade de socorristas civis e militares; e
monitoramento autdbnomo da populacdo. As aplicacdes de seguranca alimentar incluem:
monitoramento da producdo de alimentos [7], monitoramento regulatério e diagndstico de
intoxicacdo alimentar. Os biossensores permitem analise multialvo, automacéo e custos de teste
reduzidos.

A modelacdo, pela sua natureza, revela-se extremamente Util para a criacdo e manipulacdo de
sistemas especificos, devido a utilizacdo do modelo geral criado e utilizando os dados pretendidos
com o modelo fisico e matematico do mesmo, podemos atribuir valores especificos a fim de
estudar e avaliar assim o comportamento do sistema em diferentes cenarios [5].

Quanto ao funcionamento dos biossensores, eles sdo dispositivos analiticos que operam pela
reacdo quimica entre substancias e algum transdutor que ira traduzir essa reagdo em algum sinal
manipulavel e detectavel [9]. Os biossensores usam substancias como enzimas, anticorpos,
tecidos ou subdivisdo de tecidos em seu funcionamento [9].

Neste trabalho, um modelo numérico foi desenvolvido para analisar a resposta amperométrica
do biossensor amperométrico enziméatico de monocamada em relagdo aos seus parametros. O
modelo é baseado em equaces de difusdo contendo um termo néo linear relacionado a cinética
enzimatica. A simulacéo da resposta do biossensor foi realizada utilizando técnicas de diferencas
finitas e os resultados obtidos com o modelo computacional foi comparado com dados obtido por
outros pesquisadores por meio de uma validacao direta e por meio de um teste de paridade. Como
objetivo central do trabalho esta a testagem do modelo e obtencgdo da relacdo que os parametros
do modelo tém com a resposta de saida do sistema e investigar a possibilidade de limites e valores
ideias para o exemplo tratado pelo meio de testes de sensibilidade.

2. MODELAGEM

A modelagem do sistema do biossensor foi feita usando as equacfes das leis de Fick para
difusdo, a equagdo de Michaelis e Menten para reagdo enzimética e a lei de Faraday para corrente
eletroquimica. O biossensor modelado € do tipo de monocamada amperométrica sendo esse uma
camada enzimatica/difusdo. O processo de modelagem foi dividido em duas partes, a de difusdo
e outra da resposta elétrica. Na Figura 1 é apresentada a representacéo fisica conceitual do modelo
utilizado, onde E representa a enzima, P o produto, P’ o produto pds o processo de oxirredugéo,
S o substrato e ‘e’ representa o elétron proveniente da reacao de oxirreducao do produto.

2.1 Modelo de difusao

Para a modelagem da difusdo do sistema foi utilizada a combinag&o da segunda lei de difuséo
de Fick [10],

op(z.Y) _ . 0%0(z,Y)
ot oz°

@)

onde ¢(z, t) € a concentracdo do elemento ao longo do tempo t e a distancia axial z dentro da
camada enzimatica a partir da face do eletrodo (na Figura 1, z pode variar dentro do intervalo
[0;d]); e D é o coeficiente de difusdo para ¢.

e equacdo de Michaelis e Menten para reagdo enzimatica [11],
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V(S) :M 2)
Ky +S

onde V(S) é a taxa da reacdo enzimatica, Ky é a constante de Michaelis e Mente, S é o substrato
da reacdo e Viuax € a taxa maxima da reacao enzimatica. A mesma (V/(S)) foi acoplada a segunda
lei de difusdo de Fick para representar o consumo e criacdo de substrato e produto no modelo
matematico da Equacdo 1. Portanto, acoplando a Equacdo 2 na Equacdo 1, o seguinte sistema foi
gerado para modelar o comportamento mostradona Figural:

oS _ 0°S(2,1)  VuaxS

ot S a2 Ky +S -
oP(z,t) ?P(z,t)  Viyax S
=Dy ——

QO 0 O
o

0

>

d
Figura 1: Modelo fisico do biossensor.

Onde S é a concentragdo do substrato, P é a concentragdo do produto, Ds é o coeficiente de difusdo
do substrato e Dr € 0 coeficiente de difusdo do produto. No sistema da Equacdo 3, a equagdo
superior a parcela de Michaelis e Menten (Equac&o 2) é subtraida pelo fato de que o substrato é
consumido e na equacao inferior do sistema da Equagdo 3 a parcela de Michaelis e Menten
(Equacdo 2) é somada devido ao fato oposto, o produto é gerado pelo consumo do substrato.

Para 0 modelo de difusdo, usando na Figura 1, foram atribuidas as seguintes condigdes de
contorno, ja que na regido de Buffer o substrato é abundante, na face do eletrodo (z = 0) ndo
apresenta as espécies S e P por conta da reacdo de oxirreducdo e no instante inicial o substrato
ainda ndo esté presente na camada enzimatica:

P(O,t)=0; P(dt)=0; S(0,t) =0; S(d,t) =So t>0 (@)
Onde d é a espessura da camada enzimatica e So € a concentracao inicial do substrato.
Para as condicdes iniciais, foram usadas as seguintes:

S(z,0)=0; S(d,0)=S0;ze]0,d) 5)
P(z,0)=0; P(d,0)=0
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2.2 Resposta elétrica

O modelo elétrico foi modelado de acordo com uma resposta elétrica de um eletrodo metélico.
Para esse tipo de eletrodo, a resposta € do tipo:

oP
R(t)=C o (6)

z=0
Usando a lei de Faraday,
I (t) =nAFJ (1) @)

onde I(t) é a resposta em corrente elétrica; n € o ndmero de elétrons transferidos na reacéo
eletroquimica de oxirredugdo (P — P’); F € 0 numero de Faraday; A €é a area superficial do
eletrodo; e J(t) é o fluxo de difusdo da primeira lei de difusdo de Fick [12],

P
I)=-D ©)

onde D ¢ a difusdo da espécie estudada. Modelou-se a resposta elétrica do sistema como sendo:

oP

|(t) =nAFD, — 9)

z=0

Normalizando a Equagdo 9 com relagdo a area, a resposta final do sistema fica no formato, onde
ia(t) representa a resposta R(t) e nFDp representa a constante C, ambos da Equacéo 6:

oP

() =nFD, = (10)

z=0

3. SIMULACAO

O sistema de equacdes apresentado na Equacdo 3 e na Equacdo 10 foi resolvido utilizando-se
0 Método das Diferentes Finitas (MDF). O método especifico utilizado foi o semi-implicito,
devido ao seu melhor critério de estabilidade e melhor acomodag&o ao termo ndo linear presente
nas equacgdes. A solucdo do sistema utilizando o MDF semi-implicito foi executada em um
programa de computador criado pelos autores utilizando as linguagens como MATLAB, Scilab e
GNU Octave. Todos os dados foram armazenados e utilizados no software ORIGIN para criacdo
de graficos e analises estatisticas.

As equac0es utilizadas nas simulagdes foram:

A-S(i,m)+B-S(@i—1,m)+B-S(i+1 m) =S(i,m-1), (11)

A= l+2Am_E)S + AmV_MAX
Al Ky +S(i,m-1)

B|_ AmDq
Ai?

(12)
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AMV, 0y S(i,m)

C-P(@i,m+D-P>i-1,m)+D-P(i+Lm)=P(i,m-1)+ K. +S(i.m—1) (13)
C ={1+2Am_?ﬂ
Al (1)
b :[_ AmDP}
Ai®
i, (t)=nFD, @ (15)

Onde m ¢ a variavel auxiliar para o tempo (que pode variar no intervalo aberto de 0 até o valor
de t), i é a variavel auxiliar para o espaco (que pode variar no intervalo aberto de O até d) et é o
tempo absoluto.

As Equacges 11-15 foram obtidas segundo o método das diferencas finitas aplicadas [13-16]
a Equacdo 3 (Equagdes 11 — 14) e a Equacdo 10 (Equacéo 15).

4. RESULTADOS

4.1 Validacéo

O modelo criado na secéo 2 foi validado com base nos valores descritos por Baronas et al.
(2021) [9]. Para tal, alguns pontos foram tracados no grafico disponibilizado por Baronas et al.
(2021) [9] e seus valores aproximados foram utilizados. Na Tabela 1 s&o mostrados os valores
dados no estudo de Baronas et al. (2021) [9] e uso como base de dados de entrada para a validagéo
do modelo neste trabalho.

Tabela 1: Valores de entrada utilizados.

Dado Valor Unidade Referéncias
So 1 uM [9]
Po 0 uM [9]
Ds 300 um?/s [9]
De 300 um?/s [9]
VMAX 100 MM/ S [9]
Kwm 100 uM [9]
d 100 um [9]
n 2 - [9]

Na Figura 2 sdo demonstrados os resultados obtidos pela simulacdo do sistema criado
utilizando-se os valores contidos na Tabela 1 e séo representados pela curva em preto, 0s pontos
marcadores em vermelhos séo os resultados que Baronas et al. (2021) [9] obtiveram em seu
trabalho. A Figura 2 demonstra que os resultados obtidos neste estudo coincidem com resultados
de Baronas et al. (2021) [9] para valores tendendo a estabilidade do sinal (10 ou mais segundos)
e para outros valores apresentam desvios como descritos na Figura 3.

A Figura 3 representa o grafico de paridade dos valores da corrente do sistema deste trabalho e
os valores que Baronas et al. (2021) [9] obtiveram em seu trabalho. O grafico compara quao
préximosos valores do modelo deste estudo estdo de Baronas et al. (2021) [9], comparando 0s
valores nomesmo ponto no tempo para ambas as obras. Os valores de a e b sendo 1 e 0
consecutivamente indicam que os valores em ambos os trabalhos sdo idénticos, portanto, valores
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préximos de 1 e O para a e b indicam o quao proximos os valores obtidos pelo modelo deste
trabalho séo dos valoresobtidos por Baronas et al. (2021) [9]. Os valores estatisticos de Person's
r (r de Person) e R- SQUARE (R?) sédo muito préximos de 1, mostrando que o que foi dito antes é
verdadeiro e valido.
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Figura 2: Resposta em corrente do sistema.
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Figura 3: Grafico de paridade entre este estudo e o de Baronas et al. (2021) [9].

4.2 Teste de sensibilidade

Os testes de sensibilidade foram realizados para avaliar a sensibilidade da resposta do sistema
relativo as suas variaveis. Para esses testes foram utilizados os valores apresentados na Tabela 1,
apenas a variavel testada em cada simulag&o foi diferente.

A Figura 4a mostra a sensibilidade da saida do sistema em relag&o a De. E possivel perceber
gue Dp néo tem efeitos em ia para valores de Dp superiores a 0. Na Figura 4b demonstra-se a
sensibilidade de saida do sistema (i) em relacdo a Ds, e diferentemente de Dp, a corrente de saida
é sensivel a variacdes em Dse possui uma tendéncia a saturagcdo para valores elevados de Ds
(potencialmente valores superiores a 10.000 pm?/s). Os valores do sinal de saida do sistema (ia)
tendem a ter uma relacdo de proporcionalidade direta com, caso os valores de Ds estejam dentro
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de uma faixa inferior ao ponto de saturacdo (a regido linear do sistema se encontra no intervalo
de Ds [0 pm?/s, 2.000 um?/s]).

60 T T T T

50 A

10 4

T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000
Dp(um?/s)
@
T T T T
400 + o
300 o
&
IS
s
c 200 L
=
100 o
O T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000
D(um?/s)
(b)

Figura 4: (a) Corrente x De. (b) Corrente x Ds.

A Figura 5a demonstra um comportamento inverso ao apresentado na Figura 4b para os valores
de Kw, onde valores elevados de Ku tendem a atenuar 0 médulo da corrente de saida do sistema,
e assim como Ds possui um valor de saturagdo. O valor ideal para esta configuragdo ¢ de 40 uM,
gerando uma resposta em corrente de 57,74 nA/mm? Porém, diferentemente de Ds, Km néo
apresenta uma regido linear com a corrente de saida do sistema em nenhum ‘grande’ intervalo
(salvo pequenos intervalos aproximados de linearizagdo da curva onde a diferenca entre dois
valores de Ky tendem a 0). Acrescenta-se ainda o fato de que a curva ia X Kutendera a 0 quando

Kwm tender a infinito,

(16)

lim,, . i,(K,)=0,

—>0

0 que implicard no fato de que a enzima utilizada no processo de rea¢do enzimatica nao é
‘compativel’ com o substrato utilizado.
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A Figura 5b apresenta um comportamento semelhante ao da Figura 4b, porém atinge o ponto
de saturacdo mais ‘rapidamente’. Os valores 6timos para esta configuragdo sdo na regido de
saturacdo do sistema onde Vmax >200 pM/s. Dessa forma a escolha de menor custo dentro dessa

regido € justamente no ponto de saturacdo onde Vmax = 200 uM/s.

60 r T r T v T v T

50 -

40 1 -

i,(NA/mm?)
w
o
1
T

20 4 -
104 o
0 . . . . . . . . .
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&
£
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<
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=
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0 . . . . . . . . .
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Viax(uM/s)
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Figura 5: (a) Corrente x Km. (b) Corrente x Vmax.

A Figura 6 demonstra a sensibilidade da saida do sistema em relacdo a d. Neste grafico sao
mostradas duas regifes separadas pelo ponto de inflex&o o qual representa o valor maximo da
fun¢do quando d é igual a 40 pm e a corrente de resposta do sistema ¢ igual a 104,45 nA/mm?.
Valores elevados de d, superiores a 1600 um, estabilizam a saida do sistema em valores proximos
a 0 (zero) nA/mm?. Na Figura 7 é demonstrado o comportamento da saida do sistema em relacéo
a variagdo da concentracdo inicial do substrato. Esse grafico mostra que corrente de saida tem
uma regido linear e tendéncia a saturacdo em elevados valores de Sy (no caso simulado, valores
superiores a 6.000 pM). Para valores de Sg entre 0 e 1.000 pM a fung@o apresenta um
comportamento linear, para valores entre 1.000 e 6.000 uM tem um comportamento transitorio.
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Na regido linear, pode ser aproximado a uma curva ia = 4,5877 + 0,5482-So com valores de y? e
r de Person de 0,99959 e 0,9998, respectivamente.
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Figura 6: Corrente x d.
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Figura 7: Corrente x So.

5. CONCLUSAO

A difusdo do produto, De, ndo apresentou impacto significativo na resposta do sistema,
portanto seus valores podem ser negligenciados ao analisar a saida do sistema. Por outro lado, a
difusdo do substrato, Ds, tem um impacto importante na saida, fazendo com que a escolha da
composi¢édo da substancia na camada enzimatica ou qualquer outra que seja adicionada a ela possa
ser considerada importante para projetos de biossensores. Como esperado, a constante de
Michaelis-Menten, Km, tem um impacto importante na corrente elétrica de um biossensor, valores
altos de Km levam a valores baixos de corrente, indicando que a escolha da enzima para um
biossensor é muito importante. Neste estudo, o valor 6timo para o esquema apresentado é o valor
de 40 uM, embora isso possa ndo vir a ser possivel devido a inexisténcia de uma enzima que
apresente tal valor. Vmax tem uma conclusdo semelhante a Ds, mostrando que a concentracdo de
enzima dentro da camada enziméatica é muito importante, baixa concentracdo de enzima leva a
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um baixo mddulo de corrente de resposta, porém uma supersaturagdo em sua concentragdo nao
apresenta beneficios com relacdo a amplificacdo do sinal de resposta do sistema. Para Vmax, 0
valor 6timo foi de 200 uM/s, que pode ser projetado devido ao fato de Vmax ~ E (concentracdo
enzimatica).

A concentracgdo inicial do substrato, So, ndo é apenas o objetivo principal de um biossensor,
mas também mostra que o biossensor possui uma regido linear adequada para sistemas de medicao
e uma regido de saturacdo que deve ser evitada. Para uma regido de medigédo, o biossensor
simulado pode trabalhar para uma faixa entre 0 e 1.000 uM e ter seu Socalculado de acordo com
a equacao ia=4,5877 + 0,5482-So em conjunto com a medi¢do de sua corrente de saida.

Os resultados obtidos neste trabalho levam a uma necessidade de maiores investigacdes sobre
a relacédo entre Vmax e seus efeitos, Ds e seus efeitos, e testes praticos com seus valores.
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