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RESUMO

Este trabalho relata o desenvolvimento de dois diferentes
biossensores  enzimaticos construidos a partir de materiais
nanoestruturados (nanoparticulas metalicas e nanotubos de argila) e
liquido i6nico. O primeiro biossensor foi construido com nanoparticulas
de platina dispersas em liquido iénico hexafluorofosfato de 1-butil-3-
metilimidazolio e peroxidase de broto de trevo (Trifolium) imobilizada
sobre nanotubos de haloisita. Esse biossensor foi otimizado para a
determinacdo de catecolaminas por voltametria de onda quadrada,
apresentando os seguintes limites de detec¢do: 0,05, 0,06, 0,07, 0,12
umol L™ para dopamina, isoproterenol, dobutamina e epinefrina,
respectivamente. O biossensor demonstrou alta sensibilidade,
repetibilidade e reprodutibilidade, e adequada estabilidade (reducéo de
apenas 18% nas respostas analiticas no decorrer de 180 dias de
avaliacdo). Um estudo de recuperacdo de dopamina em amostras
farmacéuticas resultou em valores 97,5-101,4%. O biossensor proposto
foi aplicado com sucesso na determinacdo de dopamina em amostras
farmacéuticas, com um erro relativo maximo de +1,0%, em relagdo a um
método comparativo espectrofotométrico. Ja o segundo biossensor foi
construido com lacase de Aspergillus oryzae imobilizada sobre
nanoparticulas de ouro revestidas com polietilenoimina. A ocorréncia de
transferéncia eletrénica direta entre o centro eletroativo da lacase e a
superficie do biossensor foi observada por voltametria ciclica, sugerindo
gue as nanoparticulas de ouro estariam contribuindo para tal processo. A
resposta do biossensor indicou um processo controlado por transferéncia
de carga, com constante aparente de velocidade de transferéncia de
elétrons (k;) de 0,4 s, coeficiente de transferéncia de carga (o) de 0,5, e
concentragdo de espécies eletroativas na superficie do eletrodo (I') de
3,45x10™° mol cm™. O biossensor otimizado mostrou o0s seguintes
limites de deteccéo para os compostos fendlicos testados: 0,03 umol L™
para o catecol e o guaiacol, 0,14 pmol L™ para o pirogalol e 0,21 pmol
L™ para a hidroguinona, utilizando voltametria de onda quadrada. O
biossensor proposto demonstrou elevada sensibilidade, adequada
repetibilidade e reprodutibilidade, e satisfatéria estabilidade (decréscimo
de apenas 20% na resposta analitica apds 90 dias). Este biossensor foi
aplicado com sucesso na quantificacdo de catecol em amostras de agua
fortificadas.

Palavras-chave: Biossensores. Materiais nanoestruturados. Liquidos
ibnicos. Compostos fendlicos.



ABSTRACT

This study reports the development of two different enzyme
biosensors constructed from nanostructured materials (metallic
nanoparticles and clay nanotubes) and ionic liquid. The first biosensor
was constructed with platinum nanoparticles dispersed in 1-butyl-3-
methylimidazolium hexafluorophosphate ionic liquid and enzyme
peroxidase from clover sprouts (Trifolium) immobilized on halloysite
nanotubes. This biosensor was optimized for the determination of
catecholamines by square-wave voltammetry, with the following
detection limits: 0.05, 0.06, 0.07, 0.12 pmol L™ for dopamine,
isoproterenol, dobutamine and epinephrine, respectively. The biosensor
demonstrated high sensitivity, repeatability and reproducibility, and
adequate stability (reduction of only 18% in the analytical responses
during 180 days of evaluation). A recovery study of dopamine in
pharmaceutical samples gave values from 97.5 to 101.4%. The proposed
biosensor has been successfully applied in the determination of
dopamine in pharmaceutical samples, with a maximum relative error of
+1.0% compared to the spectrophotometric official method. The second
biosensor was constructed with laccase from Aspergillus oryzae
immobilized on polyethyleneimine-coated gold nanoparticles. The
occurrence of direct electron transfer between the electroactive center of
laccase and the electrode surface was observed by cyclic voltammetry,
suggesting that the gold nanoparticles would be contributing to this
process. The biosensor response indicated a process controlled by
charge transfer with an apparent electron transfer rate constant (ks) of
0.4 s*, charge transfer coefficient (o) of 0.5, and surface coverage
concentration (I') of 3.45x107° mol cm™. The optimized biosensor
showed the following limits of detection for the phenolic compounds
tested: 0.03 umol L™ for catechol and guaiacol; 0.14 umol L™ for
pyrogallol and 0.21 pmol L™ for hydroquinone, using square-wave
voltammetry. The proposed biosensor demonstrated high sensitivity,
adequate repeatability and reproducibility, and satisfactory stability
(decrease of only 20% in analytical response after 90 days). This
biosensor was successfully applied to catechol quantification in spiked
water samples.

Keywords: Biosensors. Nanostructured materials. lonic liquids.
Phenolic compounds.
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APRESENTACAO

Neste trabalho de Tese sdo apresentados dois diferentes
biossensores enzimaticos desenvolvidos a partir da utilizacdo de
materiais nanoestruturados (nanoparticulas metélicas e nanotubos de
argila) e liquido idnico, visando contribuir com o desenvolvimento de
novas metodologias para a determinacdo de compostos fenolicos.

Esta tese € composta de quatro capitulos, sendo o primeiro uma
fundamentacdo tedrica sobre biossensores, enzimas (peroxidase e
lacase), imobilizacdo enzimatica, liquidos ibnicos, nanoparticulas
metalicas e nanotubos de haloisita. O segundo capitulo trata dos
objetivos do trabalho, dividido em 2 partes, as quais se referem aos 2
biossensores  propostos. No terceiro capitulo € descrito o0
desenvolvimento do biossensor contendo nanoparticulas de platina
dispersas em liquido ibnico e peroxidase de broto de trevo (Trifolium)
imobilizada em nanotubos de haloisita, o qual foi aplicado na
determinacédo de catecolaminas. O quarto capitulo descreve a construgdo
do biossensor contendo nanoparticulas de ouro revestidas com
polietilenoimina e decoradas com lacase (Aspergillus oryzae), sendo
este aplicado na determinacdo de compostos fendlicos toxicos efou
potencialmente poluentes. Por Gltimo, sdo apresentadas as conclusdes e
as referéncias citadas neste trabalho.
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CAPITULO 1 - FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1. BIOSSENSORES

De acordo com a definicdo proposta pela Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure Apllied
Chemistry — IUPAC), biossensor é um dispositivo integrado que € capaz
de fornecer uma informacdo analitica especifica (qualitativa ou
guantitativa) através do uso de um elemento de reconhecimento
bioldgico (receptor bioquimico), o qual ¢ mantido em contato direto
com um transdutor (THEVENOT et al., 2001; IUPAC, 2011).

Varios elementos de reconhecimento bioldgico (também
chamados de biorreceptores), incluindo enzimas, anticorpos,
oligonucleotideos, organelas, tecidos, células e microorganismos, tém
sido utilizados na constru¢do de biossensores (MELLO e KUBOTA,
2002; D’ORAZIO, 2003; CAMPAS et al., 2008; SOLANKI et al.,
2011). Além disso, alguns autores incluem os materiais biomiméticos
como potenciais biorreceptores sintéticos (CAMPAS et al., 2008;
VELASCO-GARCIA, 2009). A finalidade principal do biorreceptor é
fornecer ao sensor um alto grau de seletividade e/ou especificidade para
o composto (ou classe de compostos) de interesse (THEVENOT et al.,
2001). O processo de reconhecimento pode acontecer de duas formas
principais, de acordo com o elemento biolégico empregado, sendo elas:
interacdo por afinidade (ex.: oligonucleotideos — reconhecimento das
sequéncias complementares) e reacdo biocatalitica (ex.: enzimas -
reconhecimento de substrato especifico ou classe de compostos e
catalise das reacOGes correspondentes). A interacdo do elemento de
reconhecimento com o “analito-alvo” resulta na variagdo de alguma
propriedade fisico-quimica (transferéncia de elétrons, variacdo de pH ou
de massa, absorcdo e emissdo de radiacdes eletromagnéticas, alteracdo
de temperatura, etc.) que é reconhecida por um transdutor, o qual a
converte em um sinal elétrico. Entdo, este sinal ¢ amplificado e
processado para fornecer uma medida que corresponde a concentracdo
do analito na amostra (MELLO e KUBOTA, 2002; D’ORAZIO, 2003;
CAMPAS et al., 2008; GRIESHABER et al., 2008; SOLANKI et al.,
2011). A Figura 1 ilustra a estrutura e o principio operacional de um
biossensor.

O componente do biossensor responsavel pela conversdo da
variagdo da propriedade fisico-quimica em um sinal elétrico
quantificavel é o transdutor, o qual é também chamado de detector,
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sensor ou eletrodo; contudo, o termo “transdutor” é o mais recomendado
(THEVENOT et al., 2001). Existem varios tipos de transdutores, os
quais podem ser classificados em quatro grupos: eletroquimicos,
opticos, piezoelétricos ou calorimétricos. Os transdutores eletroquimicos
sd0 0s mais empregados, 0S quais podem ser amperométricos,
potenciométricos, impedimétricos ou condutimétricos (FATIBELLO-
FILHO e CAPELATO, 1992; CAMPAS et al., 2008; GRIESHABER et al., 2008).

Os biossensores eletroquimicos enzimaticos sdo 0s mais
amplamente explorados em aplicacdes analiticas, devido a possibilidade
de se combinar a seletividade da enzima com a sensibilidade,
simplicidade e relativo baixo custo de um transdutor eletroquimico
(PEREIRA et al., 2002; XU et al., 2006; SU et al., 2011; SASSOLAS et
al., 2012).

Analitos : &
Biomoléculas

@ Colesterol imobilizadas
@ Polifenol
Glicose .

' Y Anticorpo

Q Uréia, etc.

‘ Antigeno &% Enzima

5> ~

< DNAalvo < Sondade DNA
~

Potencial

Microorganismos,
células, etc.

Figura 1. Esquema da estrutura e principio operacional de um biossensor
(adaptada de SOLANKI et al., 2011).

Mesmo ap6s décadas de pesquisa, uma das principais
preocupagdes na construcdo de biossensores continua sendo a
velocidade de transferéncia de elétrons do sitio ativo da enzima para a
superficie do eletrodo. As caracteristicas dos biossensores foram
intensivamente melhoradas desde o desenvolvimento do primeiro
dispositivo (CLARK e LYONS, 1962), sempre em busca de uma maior
seletividade e eficiéncia na transferéncia de elétrons. Os biossensores
desenvolvidos durante este periodo de evolucdo (mais de 50 anos) foram
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classificados em gerac@es de acordo com o principio de transdugdo do
sinal eletroquimico. A primeira geracdo (Figura 2-A) é composta
principalmente por biossensores de oxigénio, os quais sdo baseados na
eletroatividade do substrato ou produto da reacdo enzimatica, sendo o
sinal amperométrico produzido pela oxidacdo ou reducdo do substrato
sobre a superficie do eletrodo. A glicose oxidase foi uma das enzimas
mais utilizadas na construcdo desses biossensores, monitorando-se o
consumo de oxigénio ou a producdo de peréxido de hidrogénio. A
desvantagem dessa configuracdo é a dependéncia da concentracdo de
oxigénio que ¢ dificil manter a um nivel constante durante as analises,
além de apresentar problemas de interferéncia devido & necessidade de
potenciais muito elevados (SOTOMAYOR e KUBOTA, 2002;
GRIESHABER et al., 2008; GALLLI, 2009; YOO e LEE, 2010).

Na tentativa de solucionar estes problemas, surgiram 0s
biossensores de segunda geracdo (Figura 2-B), onde o oxigénio foi
substituido por outros reagentes oxidantes (aceptores de elétrons),
conhecidos como mediadores de elétrons. Alguns exemplos de
mediadores comumente utilizados sdo: ferroceno e seus derivados,
ferrocianeto, azul de metileno, benzoquinona, entre outros.
(GRIESHABER et al., 2008). O funcionamento dos biossensores
“mediados” envolve basicamente as seguintes etapas: primeiro ha uma
reacdo redox entre a enzima e o substrato, subsequentemente a enzima
catalisa a oxidacdo ou reducdo do mediador, e por fim a transformacéo
redox (regeneracdo) do mediador ocorre na superficie do eletrodo
(MEHRVAR e ABDI, 2004; GRIESHABER et al., 2008). Os
mediadores sdo utilizados livres em solucdo ou imobilizados juntamente
com a enzima, auxiliando no transporte de elétrons entre a enzima € o
eletrodo. Entretanto, esses biossensores podem apresentar problemas de
interferéncia, uma vez que, esse arranjo pode facilitar também a
transferéncia de elétrons proveniente de reac6es redox paralelas a reacdo
entre a enzima e o substrato (FREIRE et al., 2003).

Com o intuito de suprimir a interferéncia causada pelo uso de
mediadores e melhorar o desempenho analitico, foi proposta uma nova
categoria de biossensores, chamada de terceira geracdo (Figura 2-C).
Essa é baseada na transferéncia eletronica direta (direct electron transfer
— DET) entre o sitio ativo das enzimas e a superficie do eletrodo,
dispensando o uso de mediadores. Essa auséncia de mediadores redox é
a principal vantagem, ja que proporciona uma seletividade superior, pois
0s biossensores operam em potenciais mais préximos ao da prépria
enzima e, portanto, as reagdes interferentes sdo bastante reduzidas
(SOTOMAYOR e KUBOTA, 2002; HU et al., 2008).
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Figura 2. Representacdo esquematica do principio de transducdo do sinal
eletroquimico em diferentes geracBes de biossensores. (A) Primeira geracao;
(B) Segunda geracdo e (C) Terceira geracao (adaptada de FREIRE et al., 2003).

1.2. ENZIMAS

As enzimas sdo importantes catalisadores dos sistemas
bioldgicos, as quais determinam o perfil de transformagdes bioquimicas.
Essas biomoléculas sdo responsaveis por acelerar varios tipos de reacdes
de converséo de substratos em produtos, na maioria das vezes superando
em eficiéncia os catalisadores sintéticos. Dentre as caracteristicas mais
impressionantes dessas biomoléculas destaca-se a sua especificidade ou
seletividade frente a um determinado substrato ou uma classe de
substratos, respectivamente. Desta forma, uma enzima geralmente
catalisa uma reacdo quimica Unica ou um conjunto de reacdes
estreitamente relacionadas, evitando reacdes colaterais (STRYER, 1996;
CHAMPE e HARVEY, 1996; LEHNINGER et al., 2006).
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Todas as enzimas conhecidas sdo proteinas, com exce¢do de um
pequeno grupo de moléculas de RNA cataliticamente ativas, conhecidas
como ribozimas (nome derivado da combinacdo das palavras éacido
ribonucleico e enzima). As enzimas proteicas sdo altamente eficientes
na catalise de inimeras reagdes, por causa da sua capacidade de interagir
seletivamente a uma ampla variedade de substratos. Por meio de
diversas forcas intermoleculares, as enzimas aproximam-se dos
substratos em uma orientacdo favoravel com o proposito de quebrar e
formar ligagGes quimicas. Essencialmente, elas catalisam reacdes pela
estabilizacdo dos estados de transic¢do, oferecendo um caminho reacional
alternativo (de menor energia de ativagdo), e fazendo isso de forma
seletiva (STRYER, 1996; LEHNINGER et al., 2006).

A maioria das enzimas possui apenas um sitio ativo (centro
ativo), local onde se processam as rea¢fes com os substratos, levando a
formagdo de produtos. Em geral, o sitio ativo é constituido de alguns
residuos de aminoacidos da cadeia proteica e um ou mais componentes
ndo proteicos, sendo responsavel pela atividade biol6gica da enzima. Os
componentes ndo proteicos podem ser de fons inorganicos (ex.: Fe*,
Mg”, Mn*, zn®**, Cu*), denominados de cofatores, ou complexos
organicos ou moléculas organometalicas, denominados de coenzimas. O
complexo cataliticamente ativo enzima-cofator/coenzima é denominado
de holoenzima. A parte proteica de tal enzima ¢ chamada de apoenzima.
Em certas enzimas, a coenzima ou o ion metalico esta ligado fracamente
ou apenas de forma transitdria a parte proteica, enquanto que em outras
se ligam permanentemente. Neste Gltimo caso, recebe a denominacédo de
grupo prostético (VOET e VOET, 1995; STRYER, 1996; LEHNINGER
et al., 2006; DEVLIN, 2007).

As caracteristicas do ambiente onde a enzima se encontra, tais
como temperatura, pressdo, pH, concentracdo de sal, entre outros
influenciam enormemente na sua atividade catalitica, bem como na
manutencdo da sua estrutura nativa. A estrutura proteica é mantida
através de um conjunto de forcas, tais como ligacdes de hidrogénio,
pontes de dissulfeto, interacdes idnicas e efeito hidrofobico (Figura 3).
Uma enzima submetida a agentes como calor, solventes organicos,
acidos e bases fortes, entre outros, pode sofrer desnaturacdo, ou seja,
essas interacBes que estabilizavam sua estrutura sdo rompidas e sua
conformagdo proteica nativa é perdida, tornando-se inativa (GOMES et
al., 2007; IYER e ANANTHANARAYAN, 2008).
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Figura 3. Mecanismos de estabilizacdo da estrutura de uma proteina (adaptada
de GOMES et al., 2007).

Pelo fato de serem proteinas com estrutura terciaria ou
guaternaria, as enzimas sao dotadas de dobramentos tridimensionais em
suas cadeias polipeptidicas, o que lhes confere uma forma caracteristica
e Unica (STRYER, 1996; LEHNINGER et al.,, 2006). Em 1894,
Hermann Emil Fischer propés um modelo para explicar a especificidade
enzimatica, no qual tanto as enzimas como 0s substatos apresentam
formas complementares, fazendo com que se encaixem de maneira
exata. Entretanto, esta teoria, conhecida como “modelo chave-
fechadura”, falha em explicar a estabilizacdo dos estados de transicao
gue as enzimas apresentam. Posteriormente, em 1958, Daniel E.
Koshland Jr. propds que os formatos dos sitios ativos de muitas enzimas
sdo acentuadamente modificados na interacdo com o substrato. De
acordo com essa teoria, uma vez que as enzimas exibem estruturas
flexiveis, as cadeias laterais dos aminoacidos que formam os sitios
ativos sofrem uma reorientacdo de maneira que as suas posicdes
potencializem a acglo catalitica da enzima. Esse processo de
reconhecimento dindmico é chamado de “encaixe induzido” (Figura 4).

'v'\ Sustrato A enzima altera ligeiramente a sua <> '

Sltlo Ativo forma a medida que o substrato se liga Produtos
Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
sitio ativo da enzima enzima-substrato enzima-produto sitio ativo da enzima

Figura 4. Diagramas que mostram a atividade enzimatica através do modelo do
encaixe induzido.
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Em 1913, Leonor Michaelis e Maud Menten propuseram uma
teoria para explicar as caracteristicas cinéticas apresentadas por muitas
enzimas. De acordo com esta proposta, uma enzima (E) se combina com
um substrato (S), para formar um complexo enzima-substrato (ES), o
qual pode prosseguir para formar um produto (P), ou para se dissociar
emE e S, de acordo com a Equacdo 1.

k1 ks
E+S = [EBS] - E + P (Eq. 1)
k

De acordo com a Figura 5, a velocidade de catélise v varia com a
concentracdo do substrato [S], onde v é definida como o ndmero de
moléculas de produto formadas por segundo. Pode-se observar que v é
quase linearmente proporcional a [S], quando [S] é baixa; porém, em
alta [S], v é quase independente de [S]. A velocidade v de formacédo do
produto é dada pela equacdo de Michaelis-Menten (Equagéo 2):

V= Vi [S] (Eq.2)
Km + [S]

na qual vmax € a velocidade quando a enzima esta totalmente saturada
com substrato, e Ky (constante de Michaelis-Menten) é a concentracdo
de substrato na qual a velocidade de reacdo é metade da méxima
(Vmax/2). Essa constante é caracteristica de um substrato para uma
enzima especifica, fornecendo um parametro de especificidade entre
substrato-enzima. A velocidade maxima, Vimax, € igual ao produto de ks
pela concentracéo total da enzima. A constante cinética ks, chamada de
nimero de renovacdo (turnover number), € o nimero de moléculas de
substrato transformadas por unidade de tempo, em um Unico sitio
catalitico, quando a enzima esta totalmente saturada com o substrato. Os
nlimeros de renovacio para a maioria das enzimas estdo entre 1 e 10* s™*
(STRYER, 1996; LEHNINGER et al., 2006).
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Figura 5. Gréfico da velocidade da reacdo em funcdo da concentragdo do
substrato, para uma enzima que obedece a cinética de Michaelis-Menten
(adaptada de STRYER, 1996).

De acordo com o Comité de Nomenclatura da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology — NC-IUBMB), as enzimas sdo divididas em 6 classes conforme
0 tipo de reagdes que catalisam (Tabela 1).

Tabela 1. Tipo de reagdo catalisada pelas diferentes classes de enzimas*

Classe Tipo de reacéo
Oxidorredutase Transferéncia de elétrons
Transferase Transferéncia de grupos funcionais
Hidrolase Hidrdlise de ligagdes covalentes
Liase Adicao ou remocdo de duplas ligagdes ou grupos
funcionais
AlteracOes geomeétricas ou estruturais dentro de uma
Isomerase .
molécula
Ligase Unido de duas moléculas associada a hidrélise de uma

ligacdo de trifosfato de adenosina (ATP)

*NC-IUBMB, 1992.
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1.2.1. Peroxidase

As peroxidases (PO) pertencem a classe das oxirredutases e séo
amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas em
plantas, fungos, bactérias e animais, onde elas desempenham papéis
importantes. Em plantas, por exemplo, estas enzimas participam do
processo de lignificagdo e no mecanismo de defesa dos tecidos
fisicamente danificados ou infectados (REGALADO et al., 2004). As
PO apresentam massas molares que variam de 30 a 150 kDa (251-726
residuos de aminoacidos). Elas catalisam reacfes de oxidacdo de varios
substratos doadores de elétrons, tais como monofendis, difendis,
polifendis e aminofendis, na presenca de peroxido de hidrogénio ou
perdxidos organicos (aceptor de elétrons). As enzimas PO podem ser
classificadas em relacéo ao seu grupo prostético (sitio ativo) em hémicas
ou ndo-hémicas. As PO hémicas possuem no seu sitio ativo um grupo
Fe(Il) protoporfirina IX (Figura 6), chamado de “grupo heme”. Esse
grupo prostético esta ligado ndo covalentemente a cadeia polipeptidica,
sendo que o ion férrico central da referida protoporfirina esta
coordenado a um residuo de histidina (FREIRE et al., 2003; VEITCH,
2004; BATTISTUZZI et al., 2010; POULOS, 2010).

CH,

CH, CH,

A 7
o OH

OH

Figura 6. Grupo Fe(Ill) protoporfirina IX (“grupo heme”), sitio ativo de
enzimas PO hémicas (adaptada de VEITCH, 2004).

O ciclo catalitico das PO hémicas é composto por 3 etapas
consecutivas de reacdo (Figura 7), envolvendo inicialmente o sitio ativo
da enzima e perdxido de hidrogénio. Nesta primeira etapa (processo de
oxirreducdo envolvendo 2 elétrons), ocorre a oxidacdo do “grupo heme”
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(Fe**) pelo peréxido de hidrogénio para formar um composto
intermediario, chamado de Composto I, consistindo do grupo oxiferril
(O=Fe*") e do cation radical = porfirinico (R**), e, consequentemente, a
reducdo do peréxido a agua. Na etapa seguinte, o cation organico
radicalar (Composto 1) sofre uma reacdo de reducdo pela transferéncia
de um elétron do substrato doador (ex.: catecol), formando um substrato
radicalar e outro composto intermediario (Composto Il1). Na ultima
etapa, outro elétron da molécula do substrato doador é transferido para o
Composto I, o qual é reduzido para a forma nativa da enzima (Fe*"),
com concomitante oxidacdo do substrato (FERAPONTOVA et al,,
2001; REGALADO et al., 2004; VEITCH, 2004; BATTISTUZZI et al.,
2010).

OH

(@]
OH
@l e
Composto |

OH H,0,
@o'
*H CICLODA
PEROXIDASE  __ oo
‘,,»H@ Enzima <:|

|C|) forma nativa
e
Composto Il

OH o° + H,0 0
(o} o* O

Figura 7. Ciclo catalitico das PO hémicas, na presenca de H,O, e catecol
(adaptada de BERGLUND et al., 2002 e BATTISTUZZI et al., 2010).

Quando um eletrodo substitui o substrato doador de elétrons em
um ciclo comum de reacdo do perdxido, o processo € denominado de
transferéncia eletrénica direta (DET). Enzimas imobilizadas em um
eletrodo podem ser oxidadas pelo peréxido de hidrogénio (equacdo 3) e,
em seguida, reduzidas por elétrons fornecidos pelo eletrodo (equacéo 4)
(FREIRE et al., 2003; REGALADO et al., 2004).

[heme(Fe3+)] + HZOZ - [heme(O:Fe4+)‘R+°](Composto 1) + HZO (Eq 3)

[heme(O=Fe*")-R**](composto 1) + 26" + 2H"— [heme(Fe**)] + H,0 (Eq. 4)
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Quando o perdxido de hidrogénio e um substrato doador de
elétrons (ex.: composto fendlico) estdo presentes no sistema eletrodo-PO
(biossensor), os processos de transferéncia de elétrons direta e mediada
podem ocorrer simultaneamente. Nesse caso, 0 substrato pode ser
oxidado enzimaticamente a o-quinona correspondente, e, na sequéncia,
reduzido eletroquimicamente pelo biossensor (Figura 8). Esse sistema
tem sido usado para desenvolver métodos altamente sensiveis para
determinacdo de compostos fendlicos e aminas aromaticas (FREIRE et
al., 2003; REGALADO et al., 2004).

H2O H,0,

PO oxi PO red

Figura 8. Representacdo esquematica da oxidagdo de um composto fendlico
(&cido rosmarinico) catalisada pela PO, na presenca de H,0,, e subsequente
reducdo eletroquimica da quinona formada na superficie do biossensor
(adaptada de BRONDANI et al., 2011).

H& um amplo interesse pelas PO, devido as suas multiplas
aplicagbes industriais e analiticas, especialmente em inddstrias de
alimentos, de papel e celulose, e tratamentos de daguas residuais
(REGALADO et al., 2004; HAMID e KHALIL-UR-REHMAN, 20009).
Além disso, existe uma grande utilizagdo destas enzimas em
laboratérios de pesquisa para o desenvolvimento de biossensores.
Tecidos e extratos de vegetais tém sido usados como catalisadores na
construcdo destes bioeletrodos, em substitui¢do as enzimas purificadas,
apresentando resultados analiticos satisfatorios e reduzindo o custo de
producédo (FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2002).
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1.2.2. Lacase

As lacases (LAC) pertencem a classe das oxirredutases, mais
especificamente a familia das oxidases “multicobre”, e sdo amplamente
distribuidas na natureza, podendo ser encontradas em plantas, bactérias,
insetos e, principalmente, fungos (MAYER e STAPLES, 2002;
GIARDINA et al., 2010; FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2012). As
LAC fdngicas apresentam massas molares que variam de 50 a 130 kDa,
e estdo envolvidas principalmente no processo de degradagéo da lignina
(MOROZOVA et al., 2007; FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2012).
Em geral, as LAC séo capazes de catalisar a oxida¢do de uma variedade
de compostos, incluindo orto- e para-difendis, polifendis, aminofendis,
poliaminas e alguns ions inorganicos, com a reducdo simultanea de
oxigénio molecular & 4gua (RIVA, 2006; GIARDINA et al., 2010;
SANTHANAM et al., 2011). Os substratos potencialmente oxidaveis
pela LAC, bem como as propriedades termodinamicas e cinéticas,
variam em funcdo da origem da enzima (RIVA, 2006; MADHAVI e
LELE, 2009).

O sitio ativo tipico das LAC contém 4 atomos de cobre, que
desempenham um papel fundamental nos mecanismos cataliticos. Estes
adtomos slo distribuidos em diferentes sitios de ligacdo e sdo
classificados em trés tipos, de acordo com caracteristicas funcionais e
espectroscopicas especificas (Figura 9). O cobre Tipo 1 (T1) ou azul
(sitio mononuclear) est4d envolvido em captura e transferéncia de
elétrons, portanto, é onde a oxidacdo do substrato acontece. Os cobres
Tipo 2 e 3 (T2/T3 — sitio ou cluster trinuclear) estdo envolvidos na
ligagdo com o oxigénio, ou seja, sdo responsaveis pela redugdo do
oxigénio molecular e liberacdo da dgua (RIVA, 2006; GIARDINA et
al., 2010; SANTHANAM et al., 2011).

A figura 10 mostra uma representacdo esquematica do ciclo
catalitico da LAC, onde uma molécula de oxigénio é reduzida
diretamente a agua, e 4 moléculas de substratos doadores de elétrons
(Sub — compostos fendlicos, por exemplo) sdo oxidadas a sua forma
radicalar (Sube), em um processo que envolve quatro elétrons. Nessa
proposta, inicialmente, a enzima completamente reduzida interage com
0,, formando o intermediario perdxido. Subsequentemente, a ligacdo
peroxido (O—O) é quebrada para produzir o intermedidrio nativo
(enzima totalmente oxidada). Entdo, o sitio T1 do intermediario nativo
recebe elétrons dos substratos, transferindo-os para o cluster trinuclear
T2/T3, onde o oxigénio molecular é reduzido a agua (RIVA, 2006;
SOLOMON et al., 2008; JENSEN et al., 2012).
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Figura 9. Representacdo estrutural do sitio ativo das lacases. Tipo 1 ou azul
(T1); Tipo 2 (T2) e Tipo 3 (T3) (reproduzido de RIVA, 2006).

Completamente Intermediario
Reduzida Peroxido
Hz? H,O
T2 AUk, *\
T3 /Cu cu'™ cu” Tcut
T1 cu Ccu

+4e" (4Sub — 4Sube)
+4H* (-2H,0)

Intermediario
Nativo

Figura 10. Representacdo esquematica do ciclo catalitico da lacase. Sub:
substrato; Sube: substrato oxidado radicalar (adaptado de JENSEN et al., 2012).
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O potencial padrdo de reducéo (E°) de cada um dos 3 sitios de
cobre das LAC (T1, T2, T3) é uma caracteristica importante dessas
enzimas. As LAC podem ser classificadas em funcéo do E° do sitio T1
como enzimas de baixo (< 500 mV vs. NHE (normal hydrogen
electrode)) e alto (700-800 mV vs. NHE) potencial de redugdo. O E° do
T1 determina a eficiéncia da atividade catalitica das LAC, ou seja,
guanto maior é o potencial, melhor é o desempenho catalitico da enzima
(XU et al., 1996; FRASCONI et al., 2010).

Resultados publicados recentemente mostraram uma rapida
DET entre enzimas LAC e eletrodos modificados com materiais
nanoestruturados, tais como nanoparticulas (NP) de ouro (DAGYS et
al., 2010) e silicio nanoestruturado (RESSINE et al., 2010). No entanto,
0s mecanismos de transferéncia eletrénica intramolecular (intramolecular
electron transfer — IET) e heterogénea (heterogeneous electron transfer —
HET) entre enzima e eletrodo ainda ndo sdo bem compreendidos, e ha
diferentes propostas publicadas na literatura. Por exemplo, Shleev et al.
(2005) propdem que a transferéncia de elétrons entre a superficie do
eletrodo e o sitio T1 da enzima ocorra por tunelamento. Ja a IET do sitio
T1 até o cluster trinuclear T2/T3 ocorre através das cadeias peptidicas
(cisteina e histidina), segundo proposto por Frasconi etal. (2010) (Figura
11). Em uma revisdo sobre mecanismos de transferéncia de elétrons em
biossensores, Habermiller et al. (2000) discutem que o tipo de
mecanismo depende da forma que a enzima encontra-se imobilizada
sobre o eletrodo (ex.: orientacdo, ligacBes), bem como o material/reagente
usado para a “arquitetura” do biossensor.

Figura 11. Representagdo de mecanismo hipotético para a transferéncia
eletronica intramolecular (IET) do sitio T1 para o sitio T2/T3 através das
cadeias peptidicas (cisteina e histidina). HET: transferéncia eletronica
heterogénea (reproduzida de FRASCONI et al., 2010).
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As enzimas LAC sdo extensamente usadas nas indlstrias de
papel, tecidos, alimentos e cosméticos, bem como em areas
biotecnoldgicas, em especial, biorremediacdo de aguas e solos
contaminados (RIVA, 2006; MADHAVI e LELE, 2009; FERNANDEZ-
FERNANDEZ et al., 2012). Além destas aplicacdes, essas enzimas vém
sendo empregadas com sucesso na construcdo de biossensores para
determinacdo de compostos fenolicos (SHIMOMURA et al., 2011;
MOCCELINI et al., 2011; WANG et al., 2012; SHERVEDANI e
AMINI, 2012; BRONDANI et al., 2013).

1.3. IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A imobilizagdo de enzimas desempenha um papel fundamental
na construcdo de biossensores enziméticos, tendo em vista que as
enzimas estdo sujeitas a perda de sua atividade por fatores quimicos,
fisicos e/ou bioldgicos, durante sua utilizacdo ou até mesmo estocagem.
Por essas razdes, diferentes métodos de imobilizagdo enzimatica tém
sido propostos com o objetivo de manter a atividade desses
biocatalisadores durante 0s processos em que sdo empregados,
possibilitando o desenvolvimento de biossensores com um tempo de
vida util satisfatério e elevada sensibilidade (MATEO et al., 2007,
FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2012; SASSOLAS et al., 2012).

Conforme ilustrado na Figura 12, os principais métodos
existentes para a imobilizacdo de biocatalisadores sdo: o confinamento
em matrizes e a ligagdo a um suporte (por adsor¢do ou ligacdo
covalente) (CABRAL et al., 2003; FERNANDEZ-FERNANDEZ et al.,
2012; SASSOLAS et al.,, 2012). A escolha da metodologia mais
apropriada depende da natureza da enzima, do transdutor e do modo de
deteccdo empregado, sendo que cada método de imobilizacdo apresenta
vantagens e desvantagens (SASSOLAS et al., 2012).

O confinamento é definido como a retencéo fisica de enzimas
em uma matriz sélida porosa, tal como poliacrilamida, colageno,
alginato, ou gelatina (FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2012). No
caso da construcgdo de biossensores, as enzimas podem ser imobilizadas
em matrizes tridimensionais, tais como filmes eletropolimerizados,
silica sol-gel, polissacarideos ou pasta de carbono. Esta imobilizacdo é
facil de realizar, e ndo ha alteracdo das biomoléculas, de modo que a
atividade enzimatica é geralmente preservada. Os biossensores baseados
em enzimas fisicamente confinadas exibem frequentemente adequada
estabilidade, contudo estdo sujeitos a lixiviacdo das biomoléculas, bem
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como a possiveis barreiras de difusdo que podem prejudicar o
desempenho do sistema (SASSOLAS et al., 2012).

E I
‘ &
_ - / E
A E
E
Confinamento Adsorc¢édo Ligacdo covalente

Figura 12. Principais métodos de imobilizagdo de enzimas (adaptado de
SASSOLAS et al., 2012).

A imobilizacdo por adsor¢do da enzima sobre um suporte
insollvel é um método amplamente empregado no desenvolvimento de
biossensores, especialmente por ser simples, rapido e de baixo custo. Os
mecanismos de adsorcdo sdo baseados em ligacGes fracas, tais como
interacdes de van der Waals, interacdes eletrostaticas (ou ibnicas) e
ligagdes de hidrogénio. Varios materiais tém sido explorados para esse
tipo de imobilizacdo, tais como biopolimeros, silica mesoporosa, NP
metalicas e poliméricas, e argilominerais. Contudo, uma das principais
desvantagens desse método € a possibilidade de dessor¢do da
biomolécula, devido a sua fraca ligacdo com o suporte (SASSOLAS et
al., 2012; FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2012; ANSARI e
HUSAIN, 2012).

No método de ligacdo covalente, os grupos funcionais
disponiveis na superficie do suporte sdo ativados e reagem com grupos
nucleofilicos da proteina, os quais sdo geralmente grupos aminos
altamente reativos presentes na superficie da enzima e que ndo séo
essenciais para a sua atividade catalitica. A ativacdo da superficie do
suporte é realizada geralmente com reagentes multifuncionais (ex.:
glutaraldeido e carbodiimida). Diferentes materiais tém sido
empregados nesse processo, incluindo biopolimeros, polimeros
sintéticos, nanotubos de carbono, NP metalicas e poliméricas. Na
imobilizagdo por ligacBes covalentes, dificilmente a enzima ird
desprender-se do suporte. Contudo, esse tipo de ligacdo pode afetar a
estrutura nativa da enzima e causar diminuicdo ou perda total de sua
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atividade (SASSOLAS et al., 2012; FERNANDEZ-FERNANDEZ et
al., 2012; ANSARI e HUSAIN, 2012).

O resultado do processo de imobilizagcdo e estabilizacdo de
enzimas estd diretamente relacionado as caracteristicas estruturais da
biomolécula, bem como dos materiais empregados para esta finalidade.
Desta maneira, uma adequada selecdo do material/suporte é essencial
para que seja possivel a obtencdo de um biossensor estavel e com o
desempenho desejado. Nos Ultimos anos, novos materiais tém sido
investigados para esse fim, em especial 0s nanomateriais. O emprego de
enzimas imobilizadas em materiais nanoestruturados para a construcao
de biossensores tem resultado em grandes avancos em termos de
estabilidade e sensibilidade dos dispositivos analiticos (ANSARI e
HUSAIN, 2012; SASSOLAS et al., 2012; DORIA et al., 2012). Outro
material que tem se destacado na modificacdo de eletrodos e que
também tem contribuido na estabilizagdo de enzimas € o liquido ibnico,
0 qual vem sendo empregado com sucesso no desenvolvimento de
biossensores (FRANZOI et al, 2011). Tratam-se de materiais
promissores e ainda pouco explorados, motivo pelo qual se optou em
utilizar liquido iénico e nanomateriais (NP metalicas e nanoargilas) no
desenvolvimento dos biossensores apresentados neste trabalho (Capitulos 3
e ).

1.4. LIQUIDOS IONICOS

Os liquidos idnicos (ionic liquids — IL) sdo sais com ponto de
fusdo abaixo de 100 °C (algumas vezes tdo baixo como -96 °C),
mantendo-se liquidos sob uma ampla faixa de temperatura, em alguns
casos suportando temperaturas acima de 400 °C. Estes sais apresentam
fracas interagcdes interidnicas, baixa energia de reticulo cristalino,
densidades elevadas, baixa volatilidade (pressdo de vapor desprezivel),
boa estabilidade quimica e térmica, habilidade catalitica, alta
condutividade e ampla janela eletroquimica de potencial (>7,0 V, em
alguns casos) (DUPONT, 2004; LIU et al., 2005a; WEI e IVASKA,
2008; O’MAHONY et al., 2008; SUN e ARMSTRONG, 2010;
SHIDDIKY e TORRIERO, 2011).

Os IL sdo formados por cétions organicos e anions organicos
ou inorganicos, sendo que esta combinacdo define as propriedades
fisico-quimicas desses compostos. Na Figura 13 sdo mostrados alguns
exemplos de estruturas quimicas de cations e anions comumente
empregados na sintese de IL (DUPONT, 2004; LIU et al., 2005a; WEI e
IVASKA, 2008; SUN e ARMSTRONG, 2010). A grande diferenca no
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tamanho dos ions que formam os IL (em geral, cation volumoso e &nion
pequeno) ndo permite a formagcdo de um arranjo estrutural rigido
(empacotado), como acontece com muitos sais inorganicos (ex.: NaCl).
Isso explica o fato de muitos IL apresentarem-se na forma liquida a
temperatura ambiente (WEI e IVASKA, 2008).

Céations organicos R, Ry23,4= cadeias alquilicas
o R R
+ ) — 3 3
@ N ‘\ + N Rzu,,..F|)+ Rz::,,. 'L+
) RY 7 R, 7 g 7
R Ry R1
Piridinio Imidazélio Tetraalquilfosfonio Tetraalquilamonio
Anions organicos ou inorganicos
F E O, (e}
| F |l ¥ \ Ny
\\\\\\ B P R AN -
F / ~ F F/‘ S FiC \\O O// CFs C
= F
Tetrafluorborato Hexafluorfosfato Bis(trifluormetilsulfonil)imida  Cloreto

Figura 13. Estrutura quimica e nomenclatura de cations e &nions comumente
empregados na sintese de IL (adaptada de SUN e ARMSTRONG, 2010).

E importante destacar que os IL ndo s&o formados por espécies
idnicas isoladas, mas sim por sequéncias dessas espécies organizadas
por diferentes tipos de interagdes, dentre as quais predominam as for¢as
de atracdo coulémbicas (interacbes eletrostaticas), ligagdes de
hidrogénio entre cation e anion, intera¢des do tipo empilhamento & entre
0s anéis aromaticos e interacBes do tipo van der Waals entre as cadeias
alifaticas (CONSORTI et al., 2001; DUPONT e SUAREZ, 2006). A
Figura 14 ilustra como estariam organizados os cations e anions de um
tipico IL imidazolio.

A miscibilidade do IL em &gua é controlada principalmente
pelo seu anion, devido as fortes ligacbes de hidrogénio que sé&o
formadas com as moléculas de 4gua. Deste modo, 0 anion exerce um
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efeito primario sobre essa propriedade e o cation exerce um efeito
secundario (WELTON, 2004). Por exemplo, IL constituidos pelos
anions cloreto (CI"), brometo (Br), iodeto (I), nitrato (NO3'), acetato
(CHsCO,) e trifluoracetato (CF;CO,) sdo misciveis em 4&gua
(hidrofilicos), por outro lado IL formados pelos anions hexafluorfosfato
(PFg") e bis(trifluormetilsulfonil)imida ((CFsSO,),N") sdo imisciveis em
agua (hidrofébicos). Ja a miscibilidade dos IL compostos pelos anions
tetrafluorborato (BF,) e trifluormetilsulfonato (CFsSOj37) é dependente
da estrutura do cation, ou seja, a miscibilidade diminui com o aumento
do comprimento da cadeia alquilica do cation (SEDDON et al., 2000;
WEI e IVASKA, 2008).

Figura 14. Esquema tridimensional dos arranjos dos cétions 1,3-
dialquilimidazolio, mostrando os canais em que os anions "esféricos" sdo
acomodados (reproduzida de DUPONT e SUAREZ, 2006).

O efeito de impurezas e/ou aditivos (ex.: cloreto, agua ou
solventes organicos) sobre as propriedades dos IL tem sido investigado
(SEDDON et al., 2000; O’MAHONY et al., 2008). A presenca de agua
e solventes organicos causa uma diminuicdo da viscosidade dos IL
hidrofdbicos, enquanto a presenca de cloreto aumenta a viscosidade.
Ressalta-se que dentre as impurezas, a dgua é considerada uma das mais
significativas em IL, tendo em vista que até mesmo os IL hidrofdbicos
absorvem um pouco de 4gua da atmosfera, fato que causa muitas
discrepancias em medicGes experimentais de viscosidade. Além disso,
presenca de agua causa um estreitamento na janela eletroquimica,
devido provavelmente a eletrolise da agua.
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Estudos realizados com IL imidaz6lios mostraram que a
estrutura do céation influencia significativamente na viscosidade. Por
exemplo, mantendo-se 0 mesmo anion e variando-se apenas o0
substituinte alquila do cation imidazélio, verificou-se um aumento na
viscosidade, fato que esta relacionado com o aumento das intera¢des do
tipo van der Waals entre as cadeias alquilicas. Por outro lado, os anions
também exercem certa influéncia sobre esta propriedade, por exemplo,
considerando-se as viscosidades a 30 °C dos IL 1-butil-3-metilimidazdlio
(BMI.X), para X = BF,4 (2,33 P), PFg (3,12 P) e CF3SO5 (1,27 P), pode-
se observar que os anions fluoretados BF, e PFs sdo mais viscosos
(forte interacdo H--F) do que aqueles formados pelo anion triflato
CFsSO; (presenca de carga negativa deslocalizada no sulfonato).
Portanto, quanto maior a intensidade das interacGes do tipo ligacdo de
hidrogénio, as espécies estardo mais fortemente coordenadas,
acarretando em uma maior dificuldade de difusdo das espécies ao longo
da rede cristalina, fazendo com que a viscosidade aumente (CONSORTI
etal., 2001; O’MAHONY et al., 2008).

Em eletroquimica, a condutividade do eletrdlito é de extrema
importancia. Neste caso, os IL apresentam vantagens sobre 0s solventes
tradicionais, pois sua condutividade é intrinseca, podendo ser utilizados
como eletrélito suporte. A condutividade de um IL puro depende da
mobilidade dos seus ions, fato que é influenciado pelo tamanho e
interacdes destes ions. A condutividade nos IL é prejudicada devido aos
fons que os compBem serem grandes, fato que diminui a mobilidade dos
fons e eleva a viscosidade. Esta diminuicdo da condutividade pode ser
explicada pelo aumento nas interagdes do tipo van der Waals entre as
cadeias alquilicas e ligagdes de hidrogénio entre as regides polares dos IL
(CONSORTI etal., 2001; O'MAHONY et al., 2008).

Nos ltimos anos, os IL tém ganhado notavel espaco em
eletroquimica e eletroanalitica, destacando-se a sua aplicacdo no
desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos (WEI e
IVASKA, 2008; FRANZOI et al., 2011; OPALLO e LESNIEWSKI,
2011; SHIDDIKY e TORRIERO, 2011; SILVESTER, 2011). Diferentes
sensores tém sido desenvolvidos utilizando o IL como material
modificador, resultando em dispositivos com desempenho analitico
superior aos eletrodos ndo modificados, especialmente em relacdo a
ganho de sensibilidade, seletividade, tempo de resposta e estabilidade
(WEI e IVASKA, 2008; FRANZOI et al., 2011; OPALLO e LESNIEWSKI,
2011; SHIDDIKY e TORRIERO, 2011; SILVESTER, 2011).
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1.4.1. Eletrodo de pasta de carbono modificado com IL

O eletrodo de pasta de carbono (carbon paste electrode — CPE),
tradicionalmente formado pela mistura de pé de carbono (grafite) e um
aglutinante ndo condutor (6leo mineral), é amplamente utilizado em
eletroanalitica (SVANCARA et al., 2009); e, recentemente, tem sido
construido com a substituicdo (total ou parcial) do éleo mineral por um
IL (em geral, hidrofobico). O CPE modificado com IL (carbon ionic
liquid electrode — CILE) tem apresentado propriedades melhoradas,
incluindo aumento da reversibilidade das reacdes eletroquimicas e da
sensibilidade analitica (WEI e IVASKA, 2008; FRANZOI et al., 2011,
OPALLO e LESNIEWSKI, 2011; SHIDDIKY e TORRIERO, 2011;
SILVESTER, 2011).

Estudos voltamétricos realizados com os CILE tém
demonstrado uma diminui¢do da separacdo entre os potenciais de pico
catddico e anodico (AEp), proporcionando um aumento na
reversibilidade eletroquimica de reacBes envolvendo compostos redox
(ex.: compostos fendlicos), bem como a elevacdo das densidades de
correntes obtidas, contribuindo para a melhoria da sensibilidade
analitica, em comparacdo ao CPE (SUN et al., 2008; SHIDDIKY e
TORRIERO, 2011). Além do aumento das correntes faradaicas, as
respostas dos CILE também apresentaram uma maior corrente
capacitiva em relacdo ao CPE (SUN et al., 2008; FRANZOI et al.,
2011; SHIDDIKY e TORRIERO, 2011).

De acordo com Opallo e Lesniewski (2011), esse aumento nas
correntes faradaica e capacitiva é causado pela condutividade ibnica do
IL, que fornece uma maior &rea eletroativa ao eletrodo, aumentando a
taxa de transferéncia de elétrons. Isto porque, antes da transferéncia de
elétrons ocorrer, algumas fracdes do analito polar podem difundir
através da interface IL/eletr6lito aquoso e, entdo, a reacdo com O
eletrodo ocorre na interface carbono/IL dentro do CILE (representada
como setas arqueadas na Figura 15-B), bem como na interface
liquido/liquido (representada como setas retas na Figura 15-B). Isto ndo
é possivel no CPE com aglutinante apolar, onde a rea¢do ocorre apenas
sobre a superficie das particulas de carbono em contato direto com o
eletrolito aquoso (representado como setas arqueadas na Figura 15-A).
Este efeito de pré-concentracdo pode superar a difusdo lenta do analito
no IL (aglutinante), causada por sua alta viscosidade. Ja a corrente
capacitiva elevada nos CILE é causada pela eletroatividade da fracéo de
particulas de carbono que estdo em contato com IL. Fato que é diferente
nos CPE a base de 6leo mineral, onde a atividade eletroquimica é
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limitada a superficie das particulas de carbono que fazem interface com
o eletrdlito aquoso, 0 que explica os baixos valores de corrente
capacitiva obtidos com estes eletrodos.

A CPE

Carbono \ Eletrélito Carbono Eletrélito
aquoso aquoso

Analito
polar

Figura 15. Representacdo dos possiveis processos de um analito polar na
superficie de (A) CPE e (B) CILE. Setas arqueadas marcam a transferéncia de
elétrons heterogénea, enquanto setas retas a transferéncia na interface
liquido/liquido (adaptado de OPALLO e LESNIEWSKI, 2011).

Varios IL tém mostrado uma boa compatibilidade com
biomoléculas, destacando-se as enzimas, podendo melhorar a atividade
e estabilidade desses biocatalisadores em comparagdo aos solventes
organicos convencionais ou solugBes aquosas. Supde-se que as
interacdes entre enzima e IL, tais como ligacdo de hidrogénio e
interacdo eletrostatica, resultam em uma alta barreira cinética para o
desenovelamento de enzimas. Desta forma, a estrutura da enzima pode
ser protegida de riscos de desnaturacdo (MONIRUZZAMAN et al.,
2010; BIAN et al., 2012; NAUSHAD et al., 2012). Além de fornecer
um microambiente adequado para as biomoléculas, muitos dos IL
empregados na modificacdo de biossensores tém contribuido para
facilitar a transferéncia de elétrons entre o centro ativo das enzimas e 0
eletrodo (SHIDDIKY e TORRIERO, 2011; RUAN et al.,, 2012).
InvestigacOes de biossensores modificados com IL tém demonstrado a
capacidade do aumento de estabilidade do material bioldgico na
presenca destes compostos e o significativo aumento de sensibilidade
obtido devido a alta condutividade dos IL, tornando essa associacdo
muito promissora do ponto de vista analitico (SHIDDIKY e
TORRIERO, 2011; FRANZOI et al., 2011; GALHARDO et al., 2012).
Além disso, recentemente, a utilizacdo de IL em conjunto com
nanomateriais, tais como nanotubos de carbono, grafeno, nanoargilas e
NP metalicas, também tem sido alvo de estudos promissores para o0
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desenvolvimento de dispositivos analiticos cada vez mais seletivos e
sensiveis (SHIDDIKY e TORRIERO, 2011; FRANZOI et al., 2011,
ZHANG et al., 2012; RUAN et al., 2012; WANG et al., 2013).

1.5. NANOPARTICULAS METALICAS

As nanoparticulas (NP) metalicas estdo entre as nanoestruturas
mais extensivamente estudadas e usadas na construcdo de biossensores,
especialmente devido as suas caracteristicas eletrdnicas, magnéticas,
oOpticas e eletroquimicas Unicas. As propriedades e aplicacfes das NP
metélicas em eletroandlise tém sido discutidas intensivamente em
diversas revisfes publicadas nos ultimos anos (KERMAN et al., 2008;
PINGARRON et al, 2008; CAMPBELL e COMPTON, 2010;
MERKOGCI, 2010; WILLNER et al., 2011; TOKONAMI et al., 2012;
DORIA et al., 2012). Nestas revisdes sdo destacadas algumas das
propriedades inigualaveis desses nanomaterias, principalmente a grande
area superficial ativa e a extraordinaria atividade catalitica associada
com seu tamanho controlado e composicdo. As NP metélicas
(especialmente de ouro) podem fornecer um microambiente
biocompativel para imobilizacdo de biomoléculas, mantendo sua
atividade catalitica e aumentando significativamente a quantidade de
biomoléculas imobilizadas sobre a superficie do eletrodo. Além destas
vantagens, uma orientacdo favoravel das enzimas sobre as NP metalicas
pode facilitar DET entre enzima e eletrodo, especialmente por reduzir a
distancia entre o grupo prostético e a superficie eletrodica e permitir o
tunelamento eletronico (GUO e WANG, 2007; ANSARI e HUSAIN,
2012; DORIA et al., 2012).

Neste sentido, sensores e biossensores construidos com estes
nanomateriais tém apresentado resultados promissores, como aumento
na sensibilidade, estabilidade e velocidade de resposta, trazendo
vantagens significativas para aplicacdo destes dispositivos em andlises
clinicas, monitoramento ambiental, seguranca alimentar e controle de
qualidade de produtos. Tais avangos representam o grande potencial
destes dispositivos analiticos, que sdo uma alternativa interessante para
andlises rapidas, e de facil utilizacdo para aplicagdes em amostras reais
(MERKOCI, 2010; FRANZOI et al., 2011; DORIA et al., 2012; SAEI
etal., 2013).

Na sintese de NP metédlicas, o controle do tamanho das
particulas é um fator de grande importancia, visando garantir as
propriedades desejadas destes nanomateriais. Desta forma, a
estabilizacdo das NP de metais é imprescindivel para evitar aglomeracéo
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(coalescéncia) que leva a formagao do metal “bulk” (macroscopico) e,
portanto, perda das dimensbes nanométricas. Diferentes agentes
estabilizantes tém sido usados para evitar a aglomeracdo das NP
metalicas, tais como polimeros e IL, 0s quais fornecem protecéo estérica
e/fou eletrobnica (ROZENBERGA e TENNE, 2008; DUPONT e
SCHOLTEN, 2010; HUANG et al., 2012).

1.5.1. NP metadlicas estabilizadas em polimeros

Um método geral para a preparacdo de NP metalicas envolve o
tratamento de uma solugdo diluida do sal de metal (ex.: HAuUCI,,
AgNO3) com um agente redutor quimico (ex.: borohidreto, hidrazina,
ascorbato), juntamente com um agente estabilizador para evitar a
aglomeracdo das particulas nanométricas. Polimeros tém se mostrado
uma matriz excelente para estabilizagdo de NP metélicas, os quais
podem combinar os efeitos de protecdo estérica e eletrostatica (NOTE et
al., 2006; HUANG et al., 2012; JIN et al., 2013). Diferentes tipos de
polimeros tém sido wusados com essa finalidade, tais como
polietilenoimina (PEI) (NOTE et al., 2006; CEBRIAN et al., 2011),
polivinilpirrolidona (PVP) (ZAKARINA e BEKTUROV, 2008) e
polietilenoglicol (PEG) (SHAMELI et al., 2012), além de polimeros
naturais como a goma arabica (MEDINA-RAMIREZ et al., 2009) e a
quitosana (JIN et al., 2013).

Alguns polimeros contendo grupos amino em sua cadeia, tais
como PEI e quitosana, tém sido usados como matriz na sintese de NP
metalicas ndo sé como agentes estabilizadores, mas também como
agentes redutores, dispensando a adi¢do de um terceiro reagente (NOTE
et al., 2006; CEBRIAN et al., 2011; JIN et al., 2013). Essas sinteses s&o
realizadas em meio aquoso, e se encaixam na proposta da Quimica
Verde, pois dispensam 0 uso de solventes organicos e reagentes toxicos,
resultando em materiais com excelente biocompatibilidade e
biodegradabilidade (CEBRIAN et al., 2011; JIN et al., 2013).

1.5.1.1. Polietilenoimina

A PEI é polimero catidnico amplamente empregado em diversas
areas, tais como em metodologias de imobilizacdo de enzimas
(ROCHEFORT et al., 2008; ZHANG e ROCHEFORT, 2010;
BRONDANI et al., 2013), como agente de liberacdo (ex.: drogas e
material genético) (RAJESH et al., 2012), sintese e/ou estabilizacdo de
NP metalicas (NOTE et al., 2006; CEBRIAN et al., 2011; BRONDANI
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et al., 2013). Sua estrutura contém grupos aminos, e apresenta-se de
duas formas: linear ou ramificada (Figura 16). A PEI linear € sélida a
temperatura ambiente, enquanto a PEI ramificada é liquida em todas as
massas molares (SEGUT et al., 2010).

(B) S U

HoN N\/\N/\/N\/\N/\/N NH,

A \ )
Tﬂut HaNT SN, ;

Figura 16. Estrutura quimica da polietilenoimina (A) linear e (B) ramificada
(adaptado de INTRA e SALEM, 2008).

1.5.2. NP metalicas estabilizadas em IL

IL tém sido empregados com sucesso como solvente para a
sintese e estabilizacdo de diversas NP metalicas, em especial os IL
derivados do 1-n-butil-3-metilimidazélio (MIGOWSKI e DUPONT,
2007; SCHEEREN et al., 2008; DUPONT e SCHOLTEN, 2010).
Estudos demonstraram que os IL apresentam estrutura polimérica de
interacdes fracas, que sdo capazes de criar uma protecdo estérica e
eletrbnica em torno da NP, evitando dessa forma a agregacdo
(MIGOWSKI e DUPONT, 2007; DUPONT e SCHOLTEN, 2010).
Outra vantagem da utilizacdo dos IL é a possibilidade de empregar a
solucdo idnica contendo as NP dispersas diretamente em reacles
organicas e na modificacdo de sensores e biossensores. Assim, a
combinacdo do IL com as NP de metais normalmente exibe um efeito
sinérgico excelente que aumenta atividade e robustez do catalisador
(MIGOWSKI e DUPONT, 2007; DUPONT e SCHOLTEN, 2010).

1.6. NANOTUBOS DE HALOISITA

Haloisita (halloysite), um argilomineral do grupo da caulinita, é
um nanomaterial economicamente vidvel, que ocorre amplamente em
solos de regides tropicais e subtropicais e rochas desgastadas, sendo
formado pelo intemperismo de muitos tipos de rochas igneas e nao
igneas. As particulas de haloisita podem adotar uma variedade de
morfologias (ex.: tubular, esférica, pseudo-esférica, prismética, etc.),
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conforme as condic@es de cristalizacdo e ocorréncias geoldgicas, dentre
as quais a forma tubular é a mais encontrada, sendo denominada de
nanotubo de haloisita (halloysite nanotube — HNT). Predominantemente,
a haloisita pode ser encontrada na forma hidratada, denominada de
haloisita-10 A (Al,Si,05(0OH).-2H,0; distancia basal de 10 A (1,0 nm))
ou na forma anidra, haloisita-7 A (Al,Si,O5(0OH),; distancia basal de 7
A (0,7 nm)), com composicao idéntica a caulinita (JOUSSEIN et al.,
2005; NAKAGAKI e WYPYCH, 2007; LVOV et al., 2008; SANTOS et
al., 2009). Apenas se conhece a ocorréncia natural dos HNT, sendo que
este nanomaterial ainda ndo foi sintetizado em laboratério (WHITE et
al., 2012). Atualmente, o maior pais exportador de HNT é a Nova
Zelandia, mas existem depdsitos expressivos também em outros paises,
como por exemplo: Australia, Franca, Marrocos, Filipinas, Coréia do
Sul, China, Japdo, USA, Guiana, México e Brasil (JOUSSEIN et al.,
2005; COELHO et al., 2007).

A estrutura cristalina dos HNT é formada por camadas
enroladas, as quais sdo compostas por folhas tetraédricas de SiO, e
octaédricas de AlOg, constituindo um aluminossilicato em camadas do
tipo 1:1 (Figura 17). Em cada nanotubo, a superficie externa é composta
de grupos siloxanos (Si-O-Si), enquanto a superficie interna consiste de
grupos hidroxilas (Al-OH). Predominantemente, os HNT sdo formados
de multicamadas, apresentando mais de dez camadas. As dimensdes
deste material variam de 500-1000 nm de comprimento e de 15-100 nm
de didmetro interno, sendo estas caracteristicas dependentes do depdsito
de origem (JOUSSEIN et al., 2005; NAKAGAKI e WYPYCH, 2007,
YUAN et al., 2008; WHITE et al., 2012).

Na Figura 18 (A e B) sdo apresentadas imagens de microscopia
eletronica de varredura (scanning electron microscopy — SEM) e
microscopia eletrdnica de transmissdo (transmission electron
microscopy — TEM) de amostras de HNT com diferentes ampliagdes. A
imagem de microscopia eletrbnica de transmissdo de alta resolugdo
(high-resolution transmission electron microscopy — HRTEM) de um
corte transversal de um nanotubo (Figura 18-C), em conjunto com a
representacdo esquematica das paredes multiplas de HNT tipicos,
auxiliam na compreenséo da estrutura desses nanomateriais.
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Figura 17. Representacfes esquematicas da (A) estrutura cristalina da haloisita
(10 A) e da (B) estrutura de um HNT (reproduzido de YUAN et al., 2008).

Figura 18. Imagens de (A) SEM (reproduzida de SHCHUKIN et al., 2005) e
(B) TEM (reproduzida de VERGARO et al., 2010) de HNT. (C) Representagdo
esquematica das paredes mdaltiplas dos HNT, juntamente com imagem de
HRTEM de um corte transversal (reproduzida de WHITE et al., 2012).
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Em virtude do expressivo progresso alcangado através da
nanotecnologia, os HNT, recentemente, tém recebido atencdo de
pesquisadores, sendo investigados como materiais promissores para
aplicacdes em diversas areas, tais como na formagdo de nanocompdsitos
com matrizes poliméricas (WAGNER et al., 2005; YANG et al., 2010),
imobilizacdo de enzimas (SHCHUKIN et al., 2005; SUN et al., 2010;
ZHANG et al., 2012) e complexos metalicos (NAKAGAKI e
WYPYCH, 2007; MACHADO et al., 2008), liberacdo controlada de
farmacos (LVOV et al., 2008), remogdo de metais (WANG et al., 2010),
suporte para nanoparticulas metalicas (LIU e ZHAO, 2009; CAI et al.,
2011) e construcdo de sensores e biossensores (XING e YIN, 2009;
SUN et al., 2010; ZHANG et al., 2012).
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CAPITULO 2 — OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo principal aplicar materiais
nanoestruturados (NP metélicas e HNT) e IL na construcdo de
biossensores eletroquimicos para determinacgdo de compostos fendlicos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Biossensor contendo NP de platina (PtNP) dispersas em IL e
PO imobilizada em HNT

e Obter um extrato vegetal (broto de trevo) contendo a enzima PO e
determinar a atividade enzimatica por método espectrofotométrico;

e Imobilizar a PO através de adsorcdo fisica sobre os HNT;

e  Construir um biossensor a base de pasta de carbono modificada com
PtNP dispersas em IL e PO imobilizada nos HNT;

e Otimizar as quantidades dos modificadores (PO, HNT, IL e PtNP)
utilizados na construcdo do biossensor;

e Otimizar os parametros experimentais (pH e natureza do eletrélito
suporte, concentracdo de perdxido de hidrogénio) e os parametros
da técnica de voltametria de onda quadrada (square-wave
voltammetry — SWV) (frequéncia, amplitude e incremento);

e Investigar a contribuicdo de cada material modificador sobre o
desempenho analitico do biossensor;

e Realizar estudos de repetibilidade, reprodutibilidade e estabilidade
do biossensor;

e Construir curvas de calibracdo para os compostos fenolicos
previamente selecionados (catecolaminas: dopamina, isoproterenol,
dobutamina e epinefrina) usando o biossensor e determinar os
limites de detecc¢do (limit of detection — LOD) e quantificac¢do (limit
of quantitation — LOQ) do método proposto;

e Aplicar o biossensor desenvolvido na determinacdo de dopamina
em amostras de solucdo injetavel, bem como realizar estudos de
recuperacdo, usando SWV;

e Comparar o teor de dopamina nas amostras determinado através do
biossensor proposto em relacdo ao método oficial espectrofotométrico.
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2.2.2. Biossensor a base de NP de ouro (AuNP) revestidas com PEI e
decoradas com LAC

e Extrair a enzima LAC de microcapsulas comerciais e determinar a
atividade enzimaética do extrato por método espectrofotométrico;

e Imobilizar a LAC através de interagdes eletrostaticas sobre as AUNP
revestidas com PEI;

e Construir um biossensor a base de um filme de AuNP revestidas
com PEI e decoradas com LAC sobre um eletrodo de carbono vitreo
(glassy carbon electrode — GCE);

e Realizar estudos eletroquimicos para caracterizacdo do biossensor,
utilizando voltametria ciclica (cyclic voltammetry — CV) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (electrochemical
impedance spectroscopy — EIS);

e Otimizar as quantidades dos modificadores (LAC, AuNP, PEI)
utilizados na construcéo do biossensor;

e Otimizar os parametros experimentais (pH e natureza do eletrélito
suporte) e os parametros da técnica de SWV (frequéncia, amplitude
e incremento);

e Investigar a contribuicdo de cada material modificador sobre o
desempenho analitico do biossensor;

e Realizar estudos de repetibilidade, reprodutibilidade e estabilidade
do biossensor;

e Construir curvas de calibragdo para os compostos fendlicos
previamente selecionados (catecol, guaiacol, pirogalol e
hidroguinona) usando o biossensor e determinar 0 LOD e 0 LOQ do
método proposto;

e Aplicar o biossensor desenvolvido na determinagdo de catecol em
amostras de &guas fortificadas, bem como realizar estudos de
recuperacao, usando SWV.
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CAPITULO 3 - BIOSSENSOR CONTENDO PtNP
DISPERSAS EM IL E PO IMOBILIZADA
EM HNT

Publicado em: Analyst, 137, 3732-3739, 2012.

3.1. INTRODUCAO

Catecolaminas, tais como a dopamina, isoproterenol
(isoprenalina), dobutamina e epinefrina (adrenalina) (Figura 19), sdo
farmacos amplamente utilizados em tratamentos de doengas do corag&o,
asma bronquica, emergéncias alérgicas e também em cirurgia cardiaca e
infarto do miocardio (SOLICH et al., 2000; CHEN e LIU, 2005;
GOYAL e BISHNOI, 2011). As catecolaminas também séo produzidas
pelos humanos através da ativagdo do sistema nervoso simpatico, e
desempenham importante papel como horménios e neurotransmissores,
atuando, por exemplo, sobre a pressao arterial, a frequéncia cardiaca, a
glicogendlise, a lipdlise e a temperatura do corpo (SILVA et al., 2009;
GOYAL e BISHNOI, 2011). Dopamina, um dos mais importantes
neurotransmissores, esta envolvida no controle das fungdes motorora,
enddcrina, de recompensa e de cognicdo. Desordens no sistema
dopaminérgico estdo diretamente ligadas as doencas de Parkinson, de
Alzheimer e esquizofrenia (OAK et al., 2000).

Diferentes técnicas analiticas tém sido utilizadas no
desenvolvimento de véarias metodologias para a determinacdo de
catecolaminas em produtos farmacéuticos e fluidos biol6gicos,
incluindo espectrofotometria (SOLICH et al., 2000), cromatografia
(FERREIRA et al., 2009), quimioluminescéncia (LIU et al., 2005b),
eletroforese capilar (WEI et al., 2005) e voltametria (CHERNYSHOQV et
al., 2008; 1IZAOUMEN et al., 2009; ENSAFI et al., 2011; GOYAL e
BISHNOI, 2011). No entanto, algumas dessas técnicas requerem longos
periodos para a execucdo das analises, além de apresentarem elevados
custos de instrumentacdo e reagentes. O desenvolvimento de
biossensores eletroquimicos, especialmente aqueles que empregam
técnicas voltamétricas, tem se destacado por ser uma alternativa
eficiente para a determinacdo de compostos fendlicos em diversos tipos
de amostras. Algumas vantagens das andlises utilizando voltametria, em
relagdo as técnicas cromatogréaficas, por exemplo, sdo a sua resposta
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rapida, uma boa sensibilidade, baixo custo de equipamento e reagentes,
e geralmente ndo ha necessidade de pré-tratamento da amostra.

Hoj@/\/ Nz
HO )
Dopamina

Epinefrina
H
HO N._H _~CHs
C
CH,
HO
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OH
H
HO N \(\/O/
:©/\/ CHs
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Figura 19. Estruturas quimicas de algumas catecolaminas.

Neste contexto, a utilizacdo de biossensores para determinagéo
de compostos fendlicos baseados em enzimas oxirredutases, tais como
tirosinase (APETREI et al., 2011; JANEGITZ et al., 2012), LAC
(MOCCELINI et al., 2011; WANG et al., 2012) e PO (SUN et al.,
2010; GRANERO et al., 2010), vém sendo amplamente explorada. PO
sdo enzimas heme encontrados em varias plantas, microorganismos e
animais, que exploram a reducdo do peroxido de hidrogénio para
catalisar reacdes de oxidacdo de uma variedade de substratos, tais como
0s compostos fendlicos (BATTISTUZZI et al., 2010; POULOS, 2010).

A imobilizacdo de enzimas pode melhorar a estabilidade dessas
biomoléculas, mantendo sua atividade catalitica durante um periodo de
tempo maior, em comparagdo com enzimas livres (MATEO et al.,
2007). Entre os varios métodos disponiveis para a imobilizacdo de
biomoléculas, a adsorcédo se destaca pela sua simplicidade e baixo custo
(SASSOLAS et al., 2012). Vérios materiais nanoestruturados, os quais
dispGem de uma grande area superficial para interagdes enzima-suporte,
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tém sido utilizados nesse processo, tais como nanotubos de carbono
(FENG e JI, 2011), nanofibras e nanofios poliméricos (KIM et al., 2006;
XIA et al., 2010), NP metélicas ou poliméricas (KIM et al., 2006;
ANSARI e HUSAIN, 2012), silica mesoporosa (KIM et al., 2006;
ANSARI e HUSAIN, 2012) e nanoargilas (TZIALLA et al., 2010; SUN
et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012; ZHANG et al., 2012).

Recentemente, IL tém sido utilizados na estabilizacdo de
enzimas, podendo inclusive contribuir para o aumento da atividade
catalitica dessas proteinas (BIAN et al., 2012; NAUSHAD et al., 2012).
Os IL também tém sido empregados na construcdo de biossensores
eletroquimicos, possibilitando um aumento no desempenho analitico
desses dispositivos (FRANZOI et al., 2011; GALHARDO et al., 2012).
Além disso, os IL tém sido usados juntamente com nanomateriais (ex.:
NP metalicas, nanotubos de carbono e grafeno) em sistemas de
biossensoriamento, proporcionando um microambiente adequado para a
atividade enzimética e transferéncia de elétrons entre o centro ativo da
enzima e o eletrodo (SHIDDIKY e TORRIERO, 2011).

Neste estudo, HNT foram utilizados como suporte para a
imobilizacdo da enzima PO obtida a partir de uma nova fonte
enzimatica, brotos de trevo (Trifolium), e empregados em conjunto com
NP de platina dispersas em IL hexafluorfosfato de 1-butil-3-
metilimidazélio (Pt-BMI.PFs) no desenvolvimento de um biossensor
para a determinagéo de catecolaminas por SWV.

3.2. PARTE EXPERIMENTAL
3.2.1. Instrumentacgéo

O extrato enzimatico foi obtido utilizando-se um liquidificador
Black & Decker modelo IB900 para homogeneizacdo do material
vegetal. Um espectrofotdmetro Micronal modelo B572 e cubeta de
guartzo (1,00 cm de caminho 6ptico) foram usados para a determinacédo
da atividade do extrato enzimatico.

Um banho ultrassénico Unique 1400A foi utilizado para auxiliar
no preparo das solugdes.

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato/
galvanostato Autolab PGSTAT101 (Metrohm Autolab, Holanda)
interfaceado a um microcomputador, sendo o processamento de dados
feito através do software NOVA (versdo 1.6.013). Para execucdo das
andlises, utilizou-se uma célula de vidro (capacidade maxima
aproximada de 15 mL) sem compartimento divisdrio e com tampa de
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resina de acetal provida de orificios circulares para encaixe dos
eletrodos e adigdo das solugbes. Foi utilizado um sistema de trés
eletrodos: o biossensor desenvolvido no laboratério aplicado como
eletrodo de trabalho, um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) como
eletrodo de referéncia e uma placa de platina (aproximadamente 0,5
cm?) como eletrodo auxiliar.

As quantificacdes de dopamina pelo método comparativo
espectrofotométrico foram realizadas em um espectrofotdémetro UV-vis
Hewlett-Packard (Boise, 1D, USA), modelo 8452A, com cubeta de
quartzo de 1,00 cm de caminho dptico.

3.2.2. Reagentes, solugdes e amostras

HNT (Al,Si,05(0H),4.2H,0) foram obtidos da Sigma-Aldrich,
sendo que este material apresenta didmetro médio do tubo de 50 nm
(externo) e 15 nm (interno), com area superficial média de 65 m? g~ e
volume do poro de ~1,25 mL g™.

Enzima PO foi obtida de brotos de trevo (Trifolium), os quais
foram obtidos frescos em um supermercado local (Florianépolis — SC) e
armazenados em refrigerador a 4 °C. Na determinacdo da atividade
enzimatica da PO do extrato vegetal foram utilizados guaiacol (Aldrich,
98%) e perdxido de hidrogénio (Vetec, 30%), sendo este Ultimo
padronizado através de titulagdo permanganométrica.

O IL BMI.PFg e as PtNP dispersas em IL (Pt-BMI.PFg) foram
sintetizados e caracterizados conforme previamente descrito na literatura
(SCHEEREN et al., 2006 e 2008) pela Dr.2 Carla Weber Scheeren no
Laboratério de Catalise Molecular (LAMOCA), da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS, Porto Alegre — RS), coordenado
pelo Prof. Dr. Jairton Dupont, e fornecidos para o presente trabalho. As
NP metalicas caracterizadas por TEM e difracdo de raios-X (X-ray
diffraction — XRD) apresentaram um tamanho médio de 2,3+0,4 nm.

Para construcdo dos biossensores a base de pasta de carbono foi
usado pd de grafite (Acheson 38) da Fisher Scientific e Nujol (6leo
mineral purificado) obtido da Aldrich.

Os reagentes de grau analitico de dopamina, isoproterenal,
dobutamina, epinefrina, acido ascorbico e &cido Urico foram obtidos da
Sigma-Aldrich. Solucdes tampédo fosfato (0,1 mol L™) de diferentes
valores de pH (6,0-8,0) foram preparadas a partir de Na,HPO, e
NaH,PO,, ajustando o pH com H3PO4 ou NaOH quando necessario, e as
solucdes tampdo acetato (0,1 mol L™; pH 4,0-5,0) foram preparadas
similarmente usando CH3;COOH e CH;COONa (ajustando o pH com
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CH3COOH ou NaOH). Essas solugdes tampédo foram preparadas com
reagentes obtidos da Vetec, e usadas como eletrélito suporte nos estudos
de otimizacdo do biossensor.

Amostras de solucdes injetaveis de cloridrato de dopamina (5 mg
mL™) de diferentes marcas (identificadas como A, B e C) foram
fornecidas pelo Hospital da Universidade Federal de Santa Catarina
(Floriandpolis — SC), e foram analisadas empregando-se o biossensor
proposto e 0 método comparativo espectrofotométrico.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, e todas as
soluctes foram preparadas com agua deionizada.

3.2.3. Obtengdo do extrato vegetal e determinacdo de atividade
enzimatica da PO

O extrato vegetal contendo PO foi obtido a partir da
homogeneizacdo de 25,0 g de brotos de trevo juntamente com 50 mL de
tampéo fosfato (0,1 mol L™; pH 7,0), com auxilio de um liquidificador.
O extrato bruto vegetal (homogenato) foi rapidamente filtrado em quatro
camadas de gaze e, subsequentemente, passou por filtracdo em holder
com membrana 0,45 pm (Millipore, Bedford, USA) para eliminagdo dos
residuos solidos de tecido vegetal. O extrato enzimatico filtrado foi
armazenado em frascos &mbar, sob refrigeracdo (4 °C), e usado como
fonte da enzima PO.

A atividade da PO no extrato de broto de trevo foi determinada
medindo-se a variagdo de absorbancia referente ao tetraguaiacol
produzido durante a reacdo enzimatica. Essa determinacdo foi realizada
em triplicata, misturando-se 0,2 mL do extrato vegetal filtrado, 2,7 mL
de uma solucdo 0,05 mol L™ de guaiacol e 0,1 mL de uma solucéo 9,8
mmol L™ de peréxido de hidrogénio para cada analise. Apés a
homogeneizacdo dessas solucdes, foi acompanhada espectrofotométrica-
mente a variacdo da absorbancia em um comprimento de onda de 470
nm, durante cerca de 2 min, a temperatura ambiente (OLIVEIRA, 2007;
FERNANDES et al., 2007).

A atividade enziméatica — unidade mL™ — definida como a
guantidade de enzima que causa o aumento de 0,001 unidades de
absorbancia por minuto, sob as condi¢cdes mencionadas, foi determinada
pela Equagdo 5 (OLIVEIRA, 2007; FERNANDES et al., 2007).

A = AAbs x 1000 (Eq. 5)
At XV
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A = atividade da enzima (unidade mL™)
AAbs = variacdo da absorbancia (A = 470 nm)
V = volume do extrato enzimatico (mL)

At = variacdo do tempo (min)

3.2.4. Imobilizacdo de PO sobre HNT

A enzima PO foi imobilizada sobre HNT por meio de adsorcéo
fisica, utilizando a seguinte metodologia: uma aliquota de extrato
vegetal contendo enzima PO (500-2000 unidades) foi adicionada sobre
20 mg de HNT. Uma pasta foi obtida apds homogeneizacdo com uma
espatula (por cerca de 5 min), sendo essa mistura seca a temperatura
ambiente. O material resultante contendo enzima adsorvida (PO-HNT)
foi utilizado para a construgdo do biossensor.

3.2.5. Construgdo do biossensor

O procedimento usado para construir o biossensor seguiu a
metodologia desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa (BRONDANI
et al., 2009). Primeiramente, 140 mg de po de grafite (70%, em massa) e
20 mg de HNT contendo 1500 unidades de PO imobilizada (10%, em
massa ) foram homogeneizados durante 15 min, com o auxilio de um
almofariz e um pistilo. Subsequentemente, 20 mg de Nujol (10%, em
massa) € 20 mg de Pt-BMI.PFg (10%, em massa), foram adicionados a
mistura, que foi entdo homogeneizada durante mais 15 min. Apos a
homogeneizacdo completa, a pasta obtida foi compactada em ponta de
uma seringa de plastico (capacidade: 1 mL; diametro interno: 1,0 mm).
Finalmente, um fio de cobre (dimensdes: 0,4 cm x 10,0 cm) foi inserido
para obter o contato elétrico, e o biossensor foi entdo utilizado como o
eletrodo de trabalho.

Para fins comparativos, sensores com ou sem PO contendo
HNT, HNT-BMI.PFs e HNT-Pt-BMI.PF¢ foram preparados seguindo os
mesmos procedimentos. Um CPE ndo modificado foi preparado de um
modo semelhante através da mistura de apenas p6 de grafite e Nujol.

3.2.6. Medidas eletroquimicas
Todas as medidas de SWV foram realizadas a temperatura

ambiente numa célula eletroquimica contendo uma aliquota de 10,0 mL
de eletrolito suporte e aliquotas conhecidas de uma solugdo padréo de
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dopamina (ou de outras catecolaminas: dobutamina, epinefrina ou
isoproterenol) ou uma amostra de formulacéo farmacéutica, transferidas
com auxilio de um micropipetador automatico. Para otimizagdo do
método proposto, os pardmetros de SWV foram investigados nas
seguintes faixas: frequéncia de 10-100 Hz, amplitude de pulso de 10—
100 mV e incremento de 1-10 mV. Os valores de potencial séo
reportados vs. Ag/AgCI (3,0 mol L™ KCI), e um tempo de agitacdo de
60 segundos foi usado para homogeneizar a solugdo entre as adi¢es.
Todas as medidas foram realizadas em ftriplicata, e as barras de erro
representam o desvio padrdo da média aritmética de trés repeticdes.

3.2.7. Preparacdo das amostras farmacéuticas e quantificacdo da
dopamina

As amostras injetaveis de cloridrato de dopamina (A, B e C)
foram adequadamente diluidas em solucéo tampao fosfato (0,1 mol L™;
pH 7,0), e quantificadas usando o biossensor proposto através do
método de adicdo de padrdo. A quantificacdo foi realizada sob as
condi¢Bes otimizadas, em quintuplicata, da seguinte maneira: uma
aliquota da amostra previamente diluida foi transferida para a célula
eletroquimica contendo eletrdlito suporte, sendo realizada a medida de
SWV, na sequéncia, aliquotas de solugdo padrdo de dopamina foram
adicionadas, sendo realizadas as medidas voltamétricas apés cada adi¢do
e homogeneizagdo da solucéo.

Para verificar a exatiddo da metodologia proposta, as amostras
farmacéuticas também foram quantificadas através do método
comparativo espectrofotométrico (FARMACOPEIA AMERICANA,
1995).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Determinacéo da atividade enzimatica da PO

O extrato vegetal enzimatico foi obtido de brotos de trevo
(Trifolium) e utilizado como fonte da enzima PO para a construcéo do
biossensor. A atividade da PO foi investigada, em triplicata, por
espectrofotometria em um comprimento de onda de 470 nm,
acompanhando-se a absorbancia do tetraguaiacol formado na reagdo
enzimatica (Figura 20), conforme descrito anteriormente (item 3.2.3).
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Figura 20. Reacédo de formagdo do tetraguaiacol a partir do guaiacol, catalisada
pela enzima PO, na presenca de peroxido de hidrogénio.

De acordo com o grafico da variacdo da absorbancia vs. tempo de
reacdo (Figura 21), pode-se calcular a atividade da PO através da
Equagdo 5 (item 3.2.3), utilizando a parte linear do grafico, obtendo-se
um valor médio de atividade enzimatica igual a 52.000 unidades por
mililitro do extrato vegetal.
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Figura 21. Variagdo da absorbancia (A = 470 nm) do tetraguaiacol formado na
reacdo com a enzima PO de brotos de trevo (Trifolium) em fungdo do tempo.

Absorbancia

O valor de atividade da enzima PO obtido para o extrato de
brotos de trevo foi significativamente elevado, se comparado a outras
fontes vegetais estudadas anteriormente, tais como: grdos de ervilha
(16.660 unidades mL™) (BRONDANI et al., 2011), grios de milho
verde (8.570 unidades mL™) (BRONDANI et al., 2009), batata doce
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(8.688 unidades mL™) e abobrinha (6.726 unidades mL™)
(FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2002). Além disso, o extrato de
brotos de trevo apresenta baixo custo, facilidade de obtengdo, e ainda
ndo tem sido explorado como fonte enzimatica para construcdo de
biossensores.

3.3.2. Imobilizacdo de PO em HNT

Neste estudo, a imobilizacdo da PO foi realizada por adsor¢do
fisica utilizando os HNT como suporte sélido. O mecanismo proposto
para a imobilizacdo da enzima sobre os HNT é baseado em interagdes
ndo covalentes, principalmente interacfes eletrostaticas e ligacdo de
hidrogénio entre os aminoacidos da estrutura enzimatica e a superficie
da nanoargila. A imobilizacio foi eficiente, principalmente, devido as
caracteristicas do suporte escolhido, tais como biocompatibilidade e
grande area superficial. Os resultados experimentais sugerem que a
enzima manteve a sua atividade quando imobilizada e aplicada na
construcdo do biossensor, como pode ser observado no estudo sobre a
contribuicdo dos materiais modificadores sobre a resposta do biossensor
proposto (item 3.3.4), qaue serd apresentado a seguir. Além disso, a
imobilizagdo enzimética, em geral, contribui para o aumento da
estabilidade do biossensor e, por conseguinte, permite a sua aplica¢do
por um longo periodo de tempo.

3.3.3. Principio de funcionamento do biossensor proposto

A Figura 22-A mostra os componentes usados na constru¢ao do
biossensor, com destaque para as PtNP dispersas em IL e 0s HNT
contendo PO imobilizada, sendo que a PO atua como catalisador na
reacdo enzimatica que ocorre na superficie do biossensor.
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Figura 22. Representagdo esquemética de (A) pasta de carbono modificada com
Pt-BMI.PF¢ e PO imobilizada em HNT, e (B) reacdo enzimatica entre dopamina
e PO, na presenca de H,0,, com redugdo eletroquimica da o-quinona formada
na superficie do biossensor.

Como pode ser observado na representacao esquematica (Figura
22-B), o processo tem inicio com a oxidagdo da PO na presenga de
peréxido de hidrogénio, e subsequente reducdo das enzimas na presenca
de dopamina. Essa catecolamina é entdo convertida & o-quinona
correspondente através da reacdo com a PO, sendo essa quinona
reduzida eletroquimicamente sobre a superficie do biossensor a um
potencial aproximado de 0,14 V vs. Ag/AgCI. A corrente resultante do
processo de reducédo é proporcional a concentragdo de dopamina, sendo
usada para a quantificacdo do analito. O mesmo processo pode ser
estendido para as outras catecolaminas estudadas (dobutamina
isoproterenol e epinefrina), mudando apenas o potencial de pico.
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3.3.4. Estudo sobre a contribui¢do dos modificadores utilizados na
construcédo do biossensor

Eletrodos com diferentes composi¢des foram utilizados em um
estudo realizado para avaliar a contribuicdo dos materiais modificadores
(PO, HNT, IL e PtNP) sobre a resposta analitica do biossensor proposto.
A Figura 23-A mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos
utilizando o (a) CPE ndo modificado e os CPE modificados: (b) CPE-
PO, (c) CPE-HNT, (d) CPE-HNT-PO, () CPE-HNT-BMI.PF, (f) CPE-
HNT-BMI.PFs-PO, (g) CPE-HNT-Pt-BMIL.PFs e (h) CPE-HNT-Pt-
BMI.PFs-PO. Todas as medidas de SWV foram realizadas em solugéo
tampéo fosfato (0,1 mol L™; pH 7,0) contendo 98,0 umol L™ de H,0, e
18,87 umol L™ de dopamina com uma frequéncia de 50 Hz, amplitude
de 100 mV e incremento de 5 mV. Na Figura 23-B séo apresentados 0s
valores médios de corrente obtidos com cada um dos diferentes
eletrodos, sendo este estudo realizado em triplicata.

De acordo com os resultados obtidos, a adicdo sucessiva de
materiais modificadores a pasta de carbono provocou alteragdes no
desempenho dos eletrodos, conduzindo a um aumento da resposta
analitica. A adicdo de PO ao eletrodo (biossensor "b") provocou um
aumento significativo na corrente de pico para a dopamina, a qual foi de
aproximadamente oito vezes maior do que a corrente obtida com o CPE
ndo modificado (eletrodo “@™). Isto se deve a enzima estar atuando como
um catalisador na oxidacdo desta catecolamina, na superficie do
eletrodo. A adicdo de HNT no eletrodo (sensor "c") também
proporcionou um aumento significativo na corrente da dopamina (cerca
de seis vezes maior do que o CPE ndo modificado), sugerindo um
possivel aumento na area superficial ativa do sensor, tendo em vista a
elevada porosidade deste nanomaterial, o que também favorece a "pré-
concentracdo” de moléculas do analito sobre a superficie do eletrodo. O
biossensor (d), construido com PO imobilizada na nanoargila,
apresentou uma corrente de pico maior do que as obtidas com os
eletrodos (b) ou (c), que contém apenas a enzima ou HNT; e,
adicionalmente, sugere-se que o processo de imobilizacdo também
contribui para aumentar a estabilidade da enzima.
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Figura 23. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando diferentes
eletrodos: (a) CPE sem modificagdo, (b) CPE-PO, (c) CPE-HNT, (d) CPE-
HNT-PO, (e) CPE-HNT-BMI.PF, (f) CPE-HNT-BMI.PFs-PO, (g) CPE-HNT-
Pt-BMI.PFg, (h) CPE-HNT-Pt-BMI.PFs-PO em solucéo tampéo fosfato (0,1 mol
L% pH 7,0) contendo 98,0 pmol L™ de H,0, e 18,87 umol L™ de dopamina em
frequéncia de 50 Hz, amplitude de 100 mV e incremento de 5 mV. (B) Valores
médios de corrente obtidos com cada um dos diferentes eletrodos (n=3).
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Conforme esperado, os eletrodos (e) e (f) apresentaram uma
melhoria significativa na resposta analitica, promovida provavelmente
pela elevada condutividade do IL, o que diminui a resisténcia a
transferéncia de carga. Um ganho importante na resposta foi obtido
também com a adicdo de PtNP (sensor "g"), as quais contribuem para o
aumento na taxa de transferéncia de elétrons, que surge a partir dos
processos redox. Além disso, a utilizagdo de enzima imobilizada (PO-
HNT) para a construcdo do biossensor (h) causou um aumento
expressivo na corrente de pico para a dopamina, devido a elevada
atividade catalitica da PO, a qual foi preservada através da eficiente
imobilizagdo. Sun e coautores (2010) sugerem que a utilizacdo de HNT
na imobilizacdo enziméatica pode facilitar a HET entre a enzima e a
superficie do eletrodo, devido ao microambiente biocompativel
disponivel e a uma possivel orientacdo favoravel das biomoléculas.
Além disso, a combinacdo das NP metalicas com o IL pode também
contribuir na estabilizacdo de enzimas, prolongando a sua vida util
(FRANZOI et al., 2011).

Para complementar esse estudo, uma investigagdo utilizando a
técnica de CV também foi realizada para avaliar a resposta voltamétrica
de diferentes composicOes eletrodicas. Os eletrodos usados foram os
seguintes: (a) CPE sem modificacdo, (b) CPE-HNT, (c) CPE-HNT-
BMI.PFg, (d) CPE-HNT-Pt-BMI.PF; e () CPE-HNT-Pt-BMI.PF4-PO; e
0s voltamogramas ciclicos foram obtidos em solucdo tampdo fosfato
(0,1 mol L™; pH 7,0) contendo 98,0 umol L™ de peroxido de hidrogénio
e 0,90 mmol L de dopamina. Através dos voltamogramas ciclicos
apresentados na Figura 24, foi possivel observar que as sucessivas
adicbes de modificadores aos eletrodos causaram uma diminuicéo
significativa da separacdo entre os potenciais de pico anddico e catédico
(AEp = |Epa - Epc]), especialmente em relacdo ao CPE ndo modificado,
ao mesmo tempo em que as correntes de pico também sofreram um
significativo aumento.

Portanto, com base nos resultados obtidos usando SWV e CV, o
presente estudo confirma as vantagens da utilizacdo dos materiais
modificadores investigados para o desenvolvimento de biossensores
com desempenho analitico melhorado, especialmente em termos de
reversibilidade, sensibilidade e estabilidade.
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Figura 24. Voltamogramas ciclicos obtidos usando diferentes eletrodos: (a)
CPE sem modificacdo, (b) CPE-HNT, (c) CPE-HNT-BMI.PFg, (d) CPE-HNT-
Pt-BMI.PF; e (e) CPE-HNT-Pt-BMI.PF-PO, em solucdo tampéo fosfato (0,1
mol L™; pH 7,0) contendo 98,0 pmol L™ de peréxido de hidrogénio e 0,90
mmol L™ de dopamina, com velocidade de varredura de 100 mV s™.

3.3.5. Efeito do pH sobre a resposta voltamétrica

O pH da solucdo do eletrolito suporte tem uma influéncia
significativa sobre o comportamento eletroquimico da dopamina,
podendo levar a variagbes de corrente de pico e de potencial de pico.
Portanto, uma investigacdo sobre o efeito do pH da solucdo do eletrélito
sobre a corrente e potencial de pico da dopamina foi realizada por SWV,
em triplicata, utilizando o biossensor proposto em uma série de solucées
tampao com diferentes valores de pH, variando de 4 a 8 (acetato pH 4-5
e fosfato pH 6-8), contendo 3,92 umol L™ de dopamina e 98,0 pmol L™
de H,0,. De acordo com o0s resultados mostrados na Figura 25 (a), o
potencial de pico para a dopamina apresentou uma variagao linear com o
pH, sendo observado um deslocamento do pico para potenciais mais
negativos conforme elevou-se o pH. Existe uma relagdo linear entre o
potencial de pico e o pH da solugdo com uma inclinagdo de
aproximadamente -57,4 mV/pH (r* = 0,9984), que é muito préxima do
valor esperado, conforme a equacgdo de Nernst (59,2 mV/pH), para uma
reacdo que envolva igual nimero de elétrons e prdtons, o que sugere que
a reacdo redox da dopamina é um processo desse tipo, tal como descrito
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em varios estudos relatados na literatura (HOSSEINI et al., 2010;
MANJUNATHA et al., 2010; MAHSHID et al., 2011).

Além disso, este estudo foi utilizado para selecionar a melhor
solucdo de eletrdlito suporte para 0 método proposto. A corrente de pico
obtida para diferentes valores de pH é mostrada na Figura 25 (b). A
intensidade da corrente para a dopamina foi maior em pH 7, diminuindo
gradualmente com o aumento ou diminui¢do do pH. Portanto, a solucéo
tampéo fosfato (0,1 mol L™ pH 7,0) foi selecionada como eletrélito
suporte para este trabalho.
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Figura 25. Influéncia do pH sobre o potencial de pico (a) e a corrente de pico
resultante (b) do biossensor proposto em solucéo de eletrélito suporte (0,1 mol
L™ solugdo tampéao de acetato pH 4-5 e 0,1 mol L™ solugdo tamp&o fosfato pH
6-8) contendo 98,0 umol L™ de peréxido de hidrogénio e 3,92 pmol L™ de
dopamina, investigada por SWV.

3.3.6. Otimizacdo da construcdo do biossensor e das condigdes
experimentais

A fim de otimizar a construcdo do biossensor e as condicdes
experimentais do método proposto, varios pardmetros foram
investigados utilizando SWV. Inicialmente, o efeito da concentracdo de
enzima (2,5-10,0 unidades de PO por miligrama de pasta de carbono)
foi estudada em eletrodos com uma composicdo de p6 de grafite,
aglutinante e PO imobilizada em HNT de 70:20:10% (em massa),
respectivamente. As respostas analiticas do biossensor em solucéo
tampao fosfato (0,1 mol L™; pH 7,0) contendo 3,92 umol L* de
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dopamina e 98,0 pmol L™ de H,O, aumentaram com concentracdes de
enzima até 5,0 unidades de PO por miligrama de pasta de carbono,
sendo esta concentracdo selecionada (Figura 26).
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Figura 26. Estudo da concentracdo de enzima no biossensor proposto (em
unidades por mg de pasta de carbono) realizado em 0,1 mol L™ solucéo tamp&o
fosfato (pH 7,0) contendo 98,0 umol L™ de peréxido de hidrogénio e 3,92 umol
L de dopamina, utilizando SWV.

O uso de IL como aglutinante para substituir os 6leos minerais
(ndo condutores) na construcdo de eletrodos & base de pasta de carbono
tem sido investigado em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo
(FRANZOI et al., 2009a; BRONDANI et al., 2009). De acordo com as
investigacdes, a propor¢do de Nujol:IL de 50:50% (em massa) tem
resultado na melhor resposta analitica, e esta composicao foi, portanto,
utilizada para a construgdo do biossensor. De acordo com os relatos na
literatura (FRANZOI et al., 2009a e 2011; BRONDANI et al., 2009;
SHIDDIKY e TORRIERO, 2011), a adi¢do de IL a um CPE modifica a
microestrutura da pasta e aumenta a velocidade de transferéncia
eletrénica, principalmente devido a elevada condutividade do IL em
comparagdo com outros aglutinantes (ex.: Nujol e parafina). Além disso,
a presenca de NP metalicas dispersas em IL tém potencializado os
efeitos de melhoria do desempenho analitico de biossensores
eletroquimicos (FRANZOI et al.,, 2009b e 2011; SHIDDIKY e
TORRIERO, 2011; BRONDANI et al., 2011).

A presenca de perdxido de hidrogénio é essencial para a
resposta do biossensor, pois é o substrato natural da enzima PO. No
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entanto, concentragcBes elevadas de per6xido podem provocar a
inativacdo da enzima e, consequentemente, diminuir a sensibilidade e
tempo de vida do biossensor (CASTILHO et al., 2005). Portanto, a
influéncia da concentracdo de peroxido de hidrogénio (9,8-192,0 umol
L™) sobre a resposta do biossensor proposto foi investigada, e a
concentracdo 6tima foi encontrada como sendo 98,0 pmol L™ (Figura
27).
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Figura 27. Estudo do efeito da concentragéo do perdxido de hidrogénio sobre a
resposta do biossensor, realizado em solugdo tamp&o fosfato (0,1 mol L™; pH
7,0 contendo 3,92 pmol L™ de dopamina, utilizando SWV.

Os parametros de SWYV também foram investigados na busca de
uma melhor definicdo de pico e sensibilidade na determinagdo da
dopamina. Os parametros e faixas investigados foram: frequéncia (10—
100 Hz), amplitude de pulso (10-100 mV) e incremento (1-10 mV).
Este estudo foi realizado em solugéo tampéo fosfato (0, 1 mol L™; pH
7,0) contendo 15,24 pmol L™ de dopamina e 98,0 umol L™ de peréxido
de hidrogénio, e a melhor resposta analitica foi obtida utilizando uma
frequéncia de 50 Hz, amplitude de pulso de 100 mV e incremento de 5
mV, conforme mostrado na Figura 28. Assim, estas condigdes
instrumentais foram selecionadas para todas as determinagdes de
dopamina e outras catecolaminas.
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Figura 28. Investigacdo dos parametros de SWYV sobre a resposta analitica do
biossensor proposto em 0,1 mol L™ de solucdo tampdo fosfato (pH 7,0)
contendo 98,0 umol L™ de peréxido de hidrogénio e 15,24 pmol L™ de
dopamina. (A) Estudo da frequéncia; (B) Estudo da amplitude; (C) Estudo do

incremento.
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3.3.7. Desempenho analitico do biossensor

Sob as condi¢es anteriormente otimizadas, usando SWV, o
biossensor proposto mostrou uma resposta linear de 0,40 a 18,87 pumol
L™ de dopamina, a qual pode ser expressa de acordo com a seguinte
equacdo de regressao: -Ai = 0,93 (+ 0,04) + 2,44 (x 0,02) [dopamina],
com um coeficiente de correlacéo (r%) de 0,9990 para n =3, onde Ai é a
corrente resultante (WA) e [dopamina] é a concentracdo de dopamina
(umol L™). O LOD (3 x desvio padréo do intercepto / inclinagéo) e o
LOQ (10 x desvio padrdo do intercepto / inclinacdo) foram calculados
como 0,05 e 0,18 pmol L™, respectivamente. A Figura 29 mostra 0s
voltamogramas de onda quadrada e a curva analitica para a dopamina. A
reducdo eletroquimica da dopamina foi obtida a um potencial de
aproximadamente 0,14 V vs. Ag/AgCl.

Um estudo de repetibilidade foi realizado através de 10 medidas
sucessivas por SWV, utilizando o biossensor proposto em solugédo
tampao fosfato (0,1 mol L™ pH 7,0) contendo 18,87 umol L™ de
dopamina e 98,0 pmol L™ de peréxido de hidrogénio. Um desvio padrdo
relativo (relative standard deviation — RSD) de 3,9% foi obtido neste
estudo, mostrando uma boa precisdo entre as medidas. A
reprodutibilidade  entre  biossensores também foi investigada
considerando 6 biossensores preparados de forma independente. Uma
boa reprodutibilidade foi obtida, com valores de RSD de 5,5% entre 0s
biossensores analisados.

A estabilidade do biossensor também € um pardmetro
importante na determinacdo analitica. Por isso, o biossensor foi testado
para determinacdo de dopamina durante um periodo de cerca de 180
dias (mais de 600 medidas por biossensor), sendo armazenados a
temperatura ambiente. Estas analises foram realizadas em triplicata, e 0s
resultados obtidos sdo mostrados na Figura 30. Como pode ser
observada, uma resposta relativa de mais de 95% foi obtido para os
primeiros 60 dias de avaliagdo, em relacdo a obtida no dia da
construcdo. Ao atingir 180 dias, o biossensor exibiu uma resposta
relativa de mais de 80%. Esse resultado é considerado satisfatério, e
pode ser atribuido & conservagdo da atividade enzimética, devido a
imobilizacdo eficaz da PO sobre HNT, juntamente com a "esfera de
protecdo” formada pelo IL. O microambiente favoravel formado em
torno da enzima torna este método de imobilizacdo eficiente para a
manutencao da estabilidade do biossensor (FRANZOI et al., 2011).
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Figura 29. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando o biossensor
proposto em (a) solugdo tampéo fosfato (0,1 mol L™, pH 7,0) contendo 98,0
pumol L™ de peréxido de hidrogénio (branco) e diferentes concentragdes de
dopamina: (b) 0,40, (c) 0,79, (d) 1,97, (e) 2,75, (f) 3,92, (9) 7,77, (h) 11,54, (i)
15,24, (j) 18,87 pmol L. (B) Curva analitica para dopamina.
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Figura 30. Estudo da estabilidade do biossensor proposto por SWV em solucéo

tampdo fosfato (0,1 mol L™; pH 7,0) contendo 98,0 umol L™ de peréxido de
hidrogénio e 18,87 pmol L™ de dopamina.

A influéncia das espécies potencialmente interferentes sobre a
resposta do biossensor é outro parametro importante que foi estudado
em relacdo & possibilidade de aplicagdo do biossensor em amostras
bioldgicas. Dopamina, acido ascérbico e &cido Urico coexistem em
fluidos extracelulares do sistema nervoso central, sendo que os niveis de
concentracdo dos acidos ascdrbico e Urico sdo muito mais elevados do
gue os de dopamina. Nesses fluidos biol6gicos, o nivel de concentracéo
de dopamina é muito baixo (0,01-1,00 umol L™), enquanto que o acido
ascarbico, por exemplo, estd presente em concentracdes relativamente
elevadas (cerca de 0,1 mmol L), e é oxidado a um potencial similar ao
da dopamina (ATTA e EL-KADY, 2010). Assim, o efeito da
interferéncia dos acidos ascorbico e Urico sobre a resposta analitica da
dopamina foi investigado, uma vez que estas especies podem ser
diretamente oxidadas na superficie biossensor ou mesmo reagir com o
peréxido de hidrogénio necessario para 0 processo enzimatico,
diminuindo a resposta do biossensor. Os resultados obtidos
demonstraram que os &cidos ascdrbico e Urico ndo apresentaram
interferéncia significativa na determinacdo de dopamina numa razdo
molar de 1:100 (dopamina:composto interferente), conduzindo a
alteragdes no sinal analitico para a dopamina inferiores a £7%. Portanto,
este biossensor pode ser utilizado para a determinagdo da dopamina na
presenca destes compostos potencialmente interferentes com
seletividade adequada.
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3.3.8. Resposta do biossensor para outras catecolaminas

O wuso de enzimas oxirredutases como catalisadores na
construcdo de biossensores com 0 objetivo de determinar compostos
fendlicos tem sido amplamente descrito na literatura (FRANZOI et al.,
2009a e 2009b; BRONDANI et al., 2009 e 2011; GRANERO et al.,
2010; WANG et al., 2012; JANEGITZ et al., 2012). A PO catalisa a
oxidacdo de mono e difendis as suas correspondentes quinonas, na
presenca de perdxido de hidrogénio (BATTISTUZZI et al., 2010;
POULOS, 2010). A este respeito, embora a resposta do biossensor tenha
sido otimizada em funcdo da dopamina, espera-se que 0 biossensor
proposto possa detectar outras catecolaminas, como mencionado
anteriormente. Portanto, o comportamento analitico do biossensor na
determinacdo de outras catecolaminas (além da dopamina), tais como a
dobutamina, o isoproterenol e a epinefrina, foi estudado em detalhes. A
Tabela 2 mostra os parametros analiticos para as catecolaminas
estudadas, incluindo a dopamina. As respostas em termos de
detectabilidade (LOD) seguiram a seguinte ordem: dopamina >
isoproterenol > dobutamina > epinefrina. Como se pode observar, 0s
niveis de sensibilidade das calibragdes (inclinacdo da curva analitica)
obtidas para as catecolaminas analisados foram semelhantes, uma vez
gue as suas estruturas quimicas sdo muito semelhantes.

Tabela 2. Parametros analiticos do método proposto para determinagdo de
catecolaminas

Catecolamina  E? Intercepto” Inclinacao® r*  Faixalinear® LOD®
Dopamina +0,14 0,93+0,04 2,44+0,02 0,9990 0,40-18,87 0,05
Isoproterenol -0,23 -0,12+0,04 2,12+0,01 0,9995 0,79-17,42 0,06
Dobutamina -0,29 1,75+0,05 2,19+0,01 0,9990 0,28-25,93 0,07
Epinefrina -0,24 1,68+0,08 1,97+0,01 0,9992 0,79-17,06 0,12

& Potencial de pico em V vs. Ag/AgCl,
Y Intercepto em pA;

¢ Inclinag&o em pA pmol™ L;

9 Faixa linear e LOD em pmol L.
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3.3.9. Estudo de recuperacao e aplicacao analitica

O estudo de recuperacdo e a determinacdo de dopamina foram
realizados com o método de adicdo de padrdo, em triplicata, usando-se
trés amostras farmacéuticas (A, B e C = cloridrato de dopamina
injetdvel). Medidas de recuperacdo foram obtidas por adicdo de
diferentes concentrac¢Ges de padrdo de dopamina (5,61, 7,34 e 9,01 pumol
L") para cada amostra farmacéutica. Os valores percentuais de
recuperacdo foram calculados pela comparacdo das concentragdes
detectadas nas amostras com e sem a adicdo de concentragdes
conhecidas de solugdo padrdo de dopamina. As recuperacfes de 97,5 a
101,4% obtidas para essas amostras demonstram a exatiddo satisfatoria
do biossensor proposto (Tabela 3).

Tabela 3. Recuperagdo de dopamina em amostras de farmacos usando o
biossensor proposto

Dopamina (umol L)

Amostra® Recuperagio (%)°
Adicionado Encontrado”
5,61 5,47+0,04 97,5
A 7,34 7,34%0,07 100,0
9,01 9,09+0,08 100,9
5,61 5,58+0,04 99,5
B 7,34 7,25+0,08 98,8
9,01 9,10+0,06 101,0
5,61 5,52+0,08 98,4
C 7,34 7,44+0,05 101,4
9,01 8,99+0,06 99,8

2 Solucéo injetavel de cloridrato de dopamina (A, B e C). ® Média + desvio padrao; n=3.
¢ Recuperagéo = (valor médio encontrado / valor adicionado) x 100%.

Além disso, a fim de avaliar a eficiéncia do método
desenvolvido, essas amostras farmacéuticas também foram utilizadas na
guantificacdo de dopamina. As concentracfes de dopamina em trés
amostras de formulagdes injetdveis foram determinadas, em
quintuplicata, usando o biossensor proposto e 0 método comparativo
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espectrofotométrico  (FARMACOPEIA AMERICANA, 1995). Os
resultados das quantificacBes utilizando o biossensor e o método
comparativo, bem como os valores rotulados, sd@o mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Determinagdo de dopamina em amostras farmacéuticas usando um
método comparativo espectrofotométrico (FARMACOPEIA AMERICANA,
1995) e 0 biossensor proposto

Dopamina (mg mL™) Erro relativo (%)°
Amostra® Métod
Rétulo elodo | Biossensor® ER; ER;
comparativo
4,91+0,08
A 5,0 4,94+0,12 -1,8 -0,6
t.=0,42
F.=231
5,16+0,05
B 5,0 5,15+0,03 +3,2 +0,2
t.=0,38
F.=3,26
5,03+0,06
C 5,0 4,98+0,06 +0,6 +1,0
tt=1,25
F.=0,93

2 Cloridrato de dopamina injetavel (A, B e C).

® Média + desvio padrdo; n=5.

t; = valor de t calculado e tr = valor tedrico (2,31), nivel de confianca de 95%;
F. = valor de F calculado e Fr = valor teérico (6,39), nivel de confianca de 95%.
¢ ER; = Biossensor vs. rétulo; ER, = Biossensor vs. método comparativo.

Os resultados obtidos com o biossensor proposto foram
comparados aos obtidos com o método comparativo aplicando-se os
testes t e F (SKOOG et al., 2008). Os valores de F calculado (F.) foram
menores que o F tedrico (Fy) (6,39), demonstrando que o biossensor
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fornece precisdo equivalente ao método comparativo, em um nivel de
confianca de 95%. Os valores de t calculado (t) também foram
inferiores ao valor tedrico (tr) (2,31), em um nivel de confianca de 95%,
indicando que estatisticamente ndo ha diferenca significativa entre os
teores de dopamina determinados pelo biossensor proposto e 0 método
comparativo para a mesma amostra analisada. Além disso, os teores de
dopamina determinados utilizando o biossensor sdo consistentes com o
teor indicado no rotulo das amostras farmacéuticas, com um erro
relativo inferior a £3,3%, e em relagdo ao método comparativo
apresentou um erro relativo maximo de +1,0%. Desta forma, pode-se
concluir que o método proposto € adequado para a determinacdo de
dopamina em produtos farmacéuticos, e também pode ser avaliado para
a quantificacdo de outras catecolaminas (dobutamina, epinefrina e
isoproterenol).
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CAPITULO 4 - BIOSSENSOR CONTENDO AuNP
REVESTIDAS COM PEI E DECORADAS
COM LAC

Publicado em: Biosens. Bioelectron., 42, 242247, 2013.

4.1. INTRODUCAO

Recentes avangos em nanotecnologia tém fornecido uma ampla
gama de novos materiais com potencial para aplicacdo na imobilizacéo e
estabilizacdo de biomoléculas (ANSARI e HUSAIN, 2012). Entre os
nanomateriais mais explorados, as AuUNP se destacam por suas
propriedades intrinsecas que incluem biocompatibilidade, baixa
citotoxicidade e imunogenicidade, boa condutividade eletrbnica e
estabilidade quimica. Além dessas caracteristicas atraentes, sua elevada
area superficial faz desse nanomaterial um excelente suporte para a
imobilizacdo de biomoléculas como DNA (CASTANEDA et al., 2007),
anticorpos (REZAEI et al., 2009) e enzimas (ANSARI e HUSAIN,
2012), especialmente para aplicagio no desenvolvimento de
biossensores. Além disso, a sintese e funcionalizacdo superficial das
AUNP envolvem processos relativamente simples e faceis de executar
(CEBRIAN et al., 2011; ANSARI e HUSAIN, 2012). A modificacio
quimica da superficie de AuNP fornece uma plataforma eficiente para
imobilizagdo de biomoléculas. Por exemplo, AuNP modificadas com
cistamina e glutaraldeido tém sido usadas para a imobilizacdo de
tirosinase (JANEGITZ et al., 2012), e AuNP sintetizadas utilizando PEI
em IL tém sido aplicadas na imobilizacdo de sulfito oxidase,
favorecendo a DET entre essas enzimas e a superficie do eletrodo
modificado (FRASCA et al., 2012).

Nos Ultimos anos, AuNP tém sido amplamente utilizadas como
eficientes promotores de DET entre centros eletroativas de proteinas e
eletrodos. Isto é importante em bioeletrocatalise, que é frequentemente
explorada como um principio basico na construcdo de biossensores,
células de biocombustivel e outros dispositivos baseados em
biomoléculas (HU et al., 2008; DAGYS et al., 2010). Superficies de
eletrodos modificados com AuNP podem proporcionar um
microambiente semelhante ao das enzimas em sistemas nativos,
permitindo mais liberdade na orientagdo das moléculas, diminuindo o
efeito de isolamento causado pela “esfera” de proteina em torno do
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centro ativo, e facilitando assim a DET (GUO e WANG, 2007). Dagys e
coautores (2010) publicaram recentemente um estudo que demonstra a
DET relativamente rapida entre lacase de Trametes hirsuta e eletrodos
modificados com AuNP, permitindo uma eficiente reducdo do oxigénio.

Biossensores vém ganhando importancia no campo do
desenvolvimento de sistemas para monitoramento de poluentes, tais
como os fendis e seus derivados, que sdo compostos potencialmente
perigosos, e estdo frequentemente presentes em residuos de processos
industriais (SHIMOMURA et al., 2011). A determinacdo destes
compostos poluentes é necessaria por causa da sua toxicidade, mesmo
em baixas concentracfes (MICHALOWICZ e DUDA, 2007). Por esta
razdo, 0s hiossensores apresentam-se como importantes dispositivos
analiticos, especialmente por serem rapidos, baratos, precisos, sensiveis
e seletivos para a deteccdo de compostos fendlicos tdxicos efou
potencialmente poluentes, tais como catecol, guaiacol, pirogalol e
hidroquinona (Figura 31).

OH OH
OH OCH;
Catecol Guaiacol
OH
HO OH
HO OH
Pirogalol Hidroquinona

Figura 31. Estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos tdxicos e/ou
potencialmente poluentes.

Neste trabalho, AuNP revestidas com PEI foram usadas na
imobilizacdo de moléculas de LAC de Aspergillus oryzae, sendo obtido
um novo material denominado de AuNP decoradas com enzima (PEI-
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AUNP-LAC). Esse material foi aplicado na construgdo de um biossensor
baseado em um GCE revestido com um filme bio-nanoestruturado,
resultando em uma nova plataforma para a eletroquimica direta de
enzimas oxirredutases. Varios estudos de caracterizacdo foram
realizados, bem como as condi¢des experimentais foram investigadas
para obter o melhor desempenho do método proposto para a
determinacdo dos compostos fendlicos. O biossensor otimizado foi
aplicado na quantificacdo de catecol em amostras de &gua fortificadas,
utilizando SWV.

4.2. PARTE EXPERIMENTAL
4.2.1. Instrumentacéo e eletrodos

As medidas de CV e SWV foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT101 (Metrohm Autolab,
Holanda), e os dados foram processados no software NOVA (versdo
1.6.013). As medidas de EIS foram realizadas em um potenciostato/
galvanostato Autolab PGSTAT128N (Metrohm Autolab, Holanda), com
mbdulo FRA2. Para execucdo das analises, utilizou-se um sistema de
trés eletrodos, conforme detalhado no capitulo anterior. Empregou-se
um GCE (didmetro da area ativa geométrica: 2 mm) produzido pela
Metrohm Autolab para a construcdo do biossensor.

4.2.2. Materiais, reagentes e solucfes

Microcépsulas contendo LAC (Denilite® Il Base) foram
fornecidas pela Novozymes (Dinamarca), sendo essa enzima produzida
por microorganismos geneticamente modificados (Aspergillus oryzae).
A enzima foi extraida das microcépsulas e o extrato obtido foi
armazenado em refrigerador a 4 °C para ser usado como fonte
enzimética. Para determinar a atividade da LAC no extrato enzimatico
foi utilizado ABTS [sal de aménio do 4&cido 2,2’-azino-his(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] adquirido da Sigma. Na determinagédo
da concentracdo de proteina total no extrato utilizou-se albumina de soro
bovino (BSA) (Aldrich) e o reagente de biureto. Esse reagente foi
preparado da seguinte maneira: 1,50 g de sulfato de cobre
(CuS04.5H,0) (Vetec) e 6,00 g de tartarato de sbédio e potassio
(NaKC4H404.4H,0) (Vetec) foram dissolvidos em 500 mL de agua
deionizada. Sob agitagdo constante, adicionou-se 300 mL de solucdo de



78

NaOH (Nuclear) 10% (m/v), e completou-se o volume para 1 L com
agua deionizada.

As AuUNP revestidas com PEI e decoradas com LAC (PEI-
AUNP-LAC) foram sintetizadas e caracterizadas no Laboratério de
Quimica Bioinorganica e Cristalografia pelo doutorando Bernardo de
Souza, com a contribuicdo do Dr. Bruno Silveira de Souza (na parte de
caracterizacdo microscopica realizada no Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME-UFSC)), e fornecidas para o presente
trabalho. AuNP revestidas com PEl foram sintetizadas conforme
metodologia adaptada de Sun et al. (2005), utilizando uma solucéo de
acido clorodurico (HAUCI,) e PEI ramificada (massa molar de 25 kDa)
(BRONDANI et al., 2013). PEI-AuNP foram empregadas na
imobilizacdo de LAC, conforme descrito detalhadamente por Brondani e
colaboradores (2013). As PEI-AuNP-LAC caracterizadas por TEM
apresentaram um tamanho médio de 8,5+2,3 nm.

Os padrbes analiticos de catecol, guaiacol, pirogalol e
hidroquinona, ferrocianeto de potassio e ferricianeto de potassio foram
obtidos da Sigma-Aldrich. Solugdes tampéo fosfato (0,1 mol L™*; pH
6,0-7,0) e acetato (0,1 mol L™; pH 3,0-5,0) foram preparadas conforme
descrito no capitulo anterior, e usadas como eletrélito suporte nos
estudos de otimizagdo do biossensor.

Todos os reagentes eram de grau analitico e foram utilizados sem
purificacdo adicional. Todas as solugdes foram preparadas com agua
deionizada.

4.2.3. Extracdo da LAC e determinacdo de atividade enzimatica e
proteina total

Uma massa de 5,0 g de microcapsulas contendo a enzima LAC
foi macerada por 20 min em almofariz. O pé obtido foi transferido para
um béquer, juntamente com 50 mL de &gua deionizada, e a mistura foi
agitada por 30 min, sendo posteriormente filtrada para eliminar as
particulas sélidas (adaptado de FERNANDES et al., 2008). A solucédo
obtida contendo a enzima LAC foi armazenada em frasco ambar, sob
refrigeracéo, e usada como fonte enzimatica.

A atividade da enzima foi determinada por espectrofotometria,
acompanhando-se a reacdo de oxidacdo do ABTS (coloragdo em
solucdo: levemente verde) pela LAC, com formagdo do cétion radical
ABTS" (coloragio azul-esverdeado intensa), medindo-se o aumento da
absorbancia no comprimento de onda de 420 nm (¢ = 36.000 L mol™
cm™) (BOURBONNAIS et al., 1998). Para isso, inicialmente, realizou-
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se uma diluicdo da solugcdo enzimatica (120 vezes), em tampdao acetato
(0,1 mol L pH 5,0). Logo apés a diluicdo, a atividade enzimatica da
LAC foi determinada, em triplicata, medindo-se a absorbancia em 420
nm do produto formado a partir da reagdo entre 2,8 mL de uma solugéo
0,5 mmol L de ABTS e 0,2 mL da solugdo de LAC previamente
diluida, durante cerca de 3 minutos, a temperatura ambiente.

A atividade enzimética (unidades mL™) da LAC, definida como
a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 umol de ABTS por
minuto (BOURBONNAIS et al.,, 1998), foi calculada através da
Equacéo 6.

Atividade = Appst’ X V; x 1 x 1000 x FD (Eq.6)

€. b Ve

Atividade = atividade enzimética (unidade mL™)

AAbs t* = variac&o da absorbancia com o tempo (min™)
€420nm = absortividade molar (36.000 L mol™ cm™)

b = caminho oOptico (1 cm)

V1 = volume total utilizado no ensaio (mL)

Ve = volume da solucdo enzimética (mL)

FD = fator de diluicdo (diluicdo da solugdo de LAC)

O teor de proteina total do extrato enzimatico foi determinado
de acordo com Gornall et al. (1949), empregando-se albumina de soro
bovino (BSA) como padrdo. A curva de calibracdo externa foi
construida a partir de 8,0 mL do reagente de biureto, variando volumes
de 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,2; 1,6; e 2,0 mL de solucdo padrdo de BSA (10
mg mL™) e completando o volume para 10,0 mL com agua deionizada.
Utilizando 1,0 mL do extrato enzimatico e 4,0 mL do reagente de
biureto, ap6s homogeneizacdo dessas solucdes e repouso durante 30
minutos, as leituras foram feitas em 546 nm. O aparecimento de
coloracéo violeta indica que os fons Cu®* (provenientes do reagente de
biureto) formaram um complexo com as ligacdes peptidicas das
moléculas de LAC, indicando a presenca de proteina.

O teor de proteina total (mg mL™) foi calculado por
interpolacdo na curva de calibracdo obtida com BSA. A atividade
especifica (unidades mg™ de proteina) foi calculada pela razdo da
atividade da enzima (unidades mL™) e o teor de proteina total.
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4.2.4. Preparacéo do biossensor

Antes da preparacdo do biossensor, um GCE foi mecanicamente
polido com uma suspensdo aquosa de alumina (granulometria 0,05 pum)
sobre feltro branco, fazendo movimentos em forma de “oito” para a
limpeza do eletrodo. Para remogdo da alumina residual, o eletrodo foi
lavado com &gua deionizada e, subsequentemente, sonicado em mistura
de etanol:dgua deionizada (1:1) durante 10 minutos. Sobre a superficie
ativa do eletrodo limpo foi gotejada uma aliquota (2 pL) da solugdo de
PEI-AUNP-LAC, o qual foi mantido em dessecador sob vacuo até
secagem do filme (cerca de 1-2 h). Eletrodos contendo apenas PEI-
AUNP, PEI e LAC foram construidos de maneira similar, com o objetivo
de investigar a contribuicdo individual dos materiais modificadores
sobre a resposta do biossensor. Os eletrodos modificados foram
armazenados secos e a temperatura ambiente (cerca de 25 °C), quando
nédo estavam sendo usados.

4.2.5. Medidas eletroquimicas

Todas as medidas de SWV foram realizadas a temperatura
ambiente numa célula eletroquimica contendo uma aliquota de 10,0 mL
de eletrdlito suporte e aliquotas conhecidas de uma solucdo padréo de
catecol (ou de outros compostos fendlicos: guaiacol, pirogalol ou
hidroquinona) ou uma amostra de &gua fortificada, transferidas com
auxilio de um micropipetador automatico. Para otimizacdo do método
proposto, os parametros de SWV foram investigados nas seguintes
faixas: frequéncia de 10-100 Hz, amplitude de pulso de 10-100 mV e
incremento de 1-10 mV. Os valores de potencial sdo reportados vs.
Ag/AgCI (3,0 mol L™ KCI), e um tempo de agitacéo de 60 segundos foi
usado para homogeneizar a solucdo entre as adigdes. Todas as medidas
foram realizadas em triplicata, e as barras de erro representam o desvio
padrdo da média aritmética de trés repeticoes.

4.2.6. Preparacao de amostras de aguas fortificadas

Amostras de &gua de diferentes origens — torneira LaBios (DQ-
UFSC), mineral e de drenagem urbana (cérrego DQ-UFSC) — foram
previamente analisadas usando o biossensor proposto, e ndo indicaram
contaminacdo pelos compostos fendlicos estudados. Entdo, estas amostras
foram transferidas para baldes volumétricos (25,0 mL) e fortificadas
(enriquecidas) com 0,5 mL de uma solugdo de 40,0 pmol L™ catecol.
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Subsequentemente, esses frascos foram agitados vigorosamente a fim de
homogeneizar as amostras, resultando em solugdes com uma concentracéo
de 0,80 pmol L™ catecol. Essas solucdes foram preparadas pouco tempo
antes da realizacdo das medidas e analisadas sem qualquer tratamento
adicional.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Determinacdo de atividade da LAC e concentragdo de
proteina total no extrato enzimatico

A atividade da LAC foi determinada por espectrofotometria, em
triplicata, acompanhando-se a reacdo de oxidagcdo do ABTS pela LAC,
com formagdo do cation radical ABTS"s (Figura 32), medindo-se a
variacdo da absorbancia no comprimento de onda de 420 nm, conforme
descrito anteriormente (item 4.2.3).

® O © ®
NHs O3S s IS SO3 NHg
| |

CoHs CoHs ABTS
Lacase | O,
® O ] ®
NHs O3S s s SO3 NHs
iy I
CaHs CzHs ABTS+'

Figura 32. Reacdo de oxidacdo do ABTS pela enzima LAC, com a formacgéo do
cation radical ABTS" (adaptado de CHILDS e BARDSLEY, 1975).

De acordo com o gréfico da variagdo da absorbancia vs. tempo de
reacdo (Figura 33), pode-se calcular a atividade da LAC através da Equacdo
6 (item 4.2.3), utilizando a inclinacdo da reta obtida, obtendo-se um valor
médio de atividade enzimética igual a 17,1 unidades por mililitro do extrato.
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Figura 33. Variagdo da absorbancia (A = 420 nm) do céation radical ABTS"
formado na reagdo com a enzima LAC (Aspergillus oryzae) em fungdo do
tempo.

Através do método do biureto descrito na parte experimental,
obteve-se um teor de proteina total de 1,42 mg por mililitro do extrato
enzimatico. E a atividade especifica da LAC foi calculada pela razéo da
atividade da enzima (unidades mL™) e o teor de proteina total (mg mL™)
como sendo de 12,0 unidades mg™ de proteina. Considerando a massa
molar da enzima como 85 kDa, essa solugdo apresenta uma
concentragéo de 16,7 pmol L™ de LAC.

4.3.2. Imobilizacéo de LAC sobre PEI-AuNP

Neste estudo, propbe-se que a imobilizagdo enzimética ocorreu
através de interacdes eletrostaticas entre o polimero PEI (pKa ~ 9)
carregado positivamente, o qual reveste a superficie das AuUNP, e a LAC
(pl < 4) na sua forma anidnica (HUBLIK e SCHINNER, 2000), tendo
em vista que as condi¢des do meio reacional utilizado estavam préximas
da neutralidade (pH 6-8). Os resultados experimentais que serao
apresentados a seguir sugerem que a enzima manteve parte de sua
atividade quando imobilizada e aplicada na constru¢do do biossensor,
possibilitando a reutilizacdo desse sensor por um bom periodo de tempo.

4.3.3. Caracterizacgdo do filme PEI-AUNP-LAC por EIS
EIS é uma importante ferramenta para estudar as propriedades

da interface de eletrodos de superficie modificada, e foi empregada para
investigar as alteracdes de impedancia causadas pelo filme PEI-AuNP-
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LAC formado sobre um GCE. A Figura 34 apresenta os espectros de
impedancia eletroquimica (diagramas de Nyquist) de diferentes
eletrodos: (a) GCE ndo modificado, (b) GCE-PEI-AuNP e (c) GCE-PEI-
AUNP-LAC, obtidos em solugdo de 0,1 mol L™ de nitrato de potassio
contendo 10,0 mmol L™ de KsFe(CN)s/K4Fe(CN)g (1:1), em uma faixa
de frequéncia de 0,1 Hz a 100 kHz e amplitude de 10 mV, usando
potencial de circuito aberto. Nos diagramas de Nyquist, a parte
semicircular (em frequéncias mais elevadas) corresponde ao processo de
transferéncia eletrnica, e a porcéo linear (em frequéncias mais baixas)
corresponde ao processo de difusdo. A resisténcia a transferéncia de
carga (Ry), calculada a partir do didmetro do semicirculo, controla a
cinética de transferéncia de elétrons na interface do biossensor (FENG
et al., 2005; ZHAO et al., 2008).
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N (@) .l,o/ ° (b (C/)./'
,o’./ s -
200 ‘ o ="
s )‘h'llwﬂ"
0 ’
0 200 400 600 800
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Figura 34. Espectros de impedancia eletroquimica de diferentes eletrodos: (a)
GCE néo modificado, (b) GCE-PEI-AuNP e (c) GCE-PEI-AuNP-LAC, obtidos
em solucdo de 0,1 mol L* de nitrato de potassio contendo 10,0 mmol L? de
K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)g (1:1), em uma faixa de frequéncia de 0,1 Hz a 100 kHz e
amplitude de 10 mV, usando potencial de circuito aberto. Inserido (parte
superior): Representacdo do circuito equivalente de Randles, onde R:
resisténcia a transferéncia de carga, Cg: capacitancia da dupla camada elétrica,
Rs: resisténcia da solugdo eletrolitica e Z,,: impedancia de Warburg.

Conforme mostrado na Figura 34, a resisténcia a transferéncia
de carga (charge-transfer resistance — R.) avaliada para o GCE néo
modificado é muito baixa (~80 Q), sendo este valor aumentado em
pouco mais de 2x com a modificacdo do eletrodo com filme de PEI-
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AuNP (~190 Q), pois apesar das AuNP apresentarem elevada
condutividade estdo recobertas por um polimero ndo condutor, o que
pode dificultar um pouco esse processo de transferéncia de elétrons.
Conforme esperado, 0 GCE coberto pelo filme de PEI-AuNP-LAC
apresentou um valor de Ry maior que o0s demais (~470 Q),
comprovando a efetiva imobilizacdo da proteina sobre a superficie do
eletrodo.

4.3.4. Eletroquimica direta da LAC imobilizada em GCE-PEI-
AuNP

A Figura 35 mostra os voltamogramas ciclicos para diferentes
eletrodos em solucéo tamp&o acetato (0,1 mol L™; pH 5,0), obtidos em
uma velocidade de varredura de 100 mV s™*. Nenhum pico redox foi
observado para (a) GCE ndo modificado, (b) GCE-PEI e (c) GCE-PEI-
AUNP, indicando que PEI e AuNP ndo sdo eletroativos dentro da janela
de potencial estudada. O voltamograma do GCE-PEI-LAC (e) mostra
picos mal definidos, enquanto que o voltamograma obtido com o GCE-
PEI-AuNP-LAC (d) apresenta um par de picos redox bem definido e
estavel, que é atribuido a DET entre o centro eletroativo da LAC
imobilizada e superficie do eletrodo. A esse respeito, outro estudo
relatou a utilizacdo de PEI para imobilizar LAC em GCE, no entanto, 0s
autores tiveram de utilizar um mediador redox para obter uma eficiente
transferéncia de elétrons (ROCHEFORT et al., 2008). Em vista disso, a
DET obtida no eletrodo (d) foi atribuida & presenca de AUNP, que
desempenham um papel importante como um eficiente “tlnel” de
condugdo de elétrons (ZHANG et al., 2005). Como pode ser analisado
na Figura 35 (d), trata-se de um processo eletroquimico quase-
reversivel. Os potenciais de pico anddico (E,) e catodico (E,c) dos picos
estdo localizados a 0,276 V e 0,176 V vs. Ag/AgCI, respectivamente. O
potencial formal (E) obtido para a LAC imobilizada (Aspergillus
oryzae) foi calculado a partir do valor médio dos potenciais de pico,
como sendo de 0,226 V vs. Ag/AgCl, em 3 mol L™ KCI (correspondente
a 0,436 V vs. NHE). Esse valor é bastante proximo dos valores de E*
para o cobre T1 das LAC provenientes de Melanocarpus albomyces e
Rhus vernicifera obtidos em tampédo fosfato (0,1 mol Lt pH 6,5),
utilizando CV, relatados por Frasconi et al. (2010), que foram 0,449 V e
0,422 V vs. NHE, respectivamente. Assim, essas enzimas podem ser
classificadas como LAC de baixo potencial de reducdo (< 500 mV)
(FRASCONI et al., 2010). Valores de potencial de reducdo para a LAC
da mesma origem que a utilizada no presente estudo ndo foram
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encontrados na literatura para comparagdo com o encontrado neste
trabalho.
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Figura 35. Voltamogramas ciclicos obtidos usando diferentes eletrodos: (a)
GCE ndo modificado, (b) GCE-PEI, (c) GCE-PEI-AUNP, (d) GCE-PEI-AUNP-
LAC e (e) GCE-PEI-LAC em solucdo tamp&o acetato (0,1 mol L™; pH 5,0),
com velocidade de varredura de 100 mV s™.

O efeito da velocidade de varredura sobre a resposta
eletroquimica da LAC imobilizada no biossensor GCE-PEI-AuNP-LAC
€ mostrado na Figura 36-A. Com um aumento na velocidade de
varredura, 0 Ey, da LAC deslocou-se para valores mais positivos e 0 Epc
deslocou-se na diregdo mais negativa. As correntes de pico anodica (ipa)
e catodica (i,c) aumentaram linearmente com o aumento da velocidade
de varredura ( v) de 20 a 300 mV s (Figura 36-B), mas ndo com a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v»1/2) (Figura 36-C). Isso indica
gue o processo € controlado por transferéncia de carga entre as espécies
eletroativas imobilizadas e o eletrodo (BARD e FAULKNER, 2001).

A Figura 37 mostra que Ep, e E sdo linearmente dependentes
em funcdo do logaritmo da velocidade de varredura (log v) (para v >
60 mV s™), o que esta de acordo com a teoria de Laviron para o caso de
espécies eletroativas imobilizadas sobre uma superficie (LAVIRON,
1979a). De acordo com esta teoria, o coeficiente de transferéncia de
carga (a) e a constante aparente de velocidade de transferéncia de
elétrons (ks) podem ser calculados usando as Equaces 7 e 8:
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l1-a v (Eq.7)

anFv, (1 —a)nFy,
= = Eq. 8
ks RT RT (Eq. 8)
onde R é a constante dos gases ideais (8,314 J K* mol™), F é a
constante de Faraday (96.485 C mol ™), T é a temperatura (298 K), n é o

nimero de elétrons transferidos na reacdo redox, e Va € Vc sdo as
velocidades de varredura no ponto de interceptacdo das linhas tracadas
sobre os dados de Ej, € Ep, respectivamente (Figura 37).

Baseado nos dados mostrados na Figura 37, os valores de a € K
foram estimados como sendo 05 e 04 s*, respectivamente,

considerando Va = Ve =20 mV s ' e n = 1. O valor obtido para k, foi
bem préximo ao 0,5 s * obtido em um estudo reportado por Dagys et al.
(2010) para a DET entre LAC de Trametes hirsuta e a superficie de um
GCE modificado com AuNP e menor que o valor de 1,94 s * obtido para
a LAC de Rhus vernicifera imobilizada em uma resina sobre um GCE
(WANG et al., 2012).

Para um processo controlado por transferéncia de carga, uma
estimativa aproximada do recobrimento da superficie do eletrodo pode
ser calculada de acordo com a seguinte equacdo (LAVIRON, 1979b;
BARD e FAULKNER, 2001):

22
. n“F“AT v
1L, =— Eq. 9
P IRT (Eq.9)

onde i, € a corrente de pico (A), A é a area superficial do eletrodo (cm?),
I" é a concentracdo de espécies eletroativas na superficie do eletrodo
(mol cm™), v é a velocidade de varredura (V s™).

A érea superficial eletroativa do biossensor (GCE-PEI-AuNP-
LAC) foi calculada através do par redox [Fe(CN)e]* /[Fe(CN)s]*", de
acordo com a equacdo de Randles-Sevcik (BARD e FAULKNER,
2001), como sendo 0,03 cm®. A partir da Figura 36-A e 36-B, I" pode ser
calculada como 3,45x10™° mol cm™, usando a média das correntes de
pico (ipa € ipc) para a velocidade de varredura de 0,02 V s™. Esse valor
estd préximo do valor 2,1x10™° mol cm™ previamente reportado por
Zhang et al. (2005) para hemoglobina imobilizada sobre AuNP
depositada sobre um GCE.
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Figura 36. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos usando o biossensor proposto
(GCE-PEI-AuNP-LAC) em solugdo tampéo acetato (0,1 mol L™; pH 5,0) em
diferentes velocidades de varredura (20-300 mV s™). (B) Corrente de pico

an6dico (i,,) e cat6dico (i) vs. velocidade de varredura (v). (C) i, € ip vs. V2.
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Figura 37. Grafico de E,, e Ej vs. logaritmo da velocidade de varredura (log v)
referente aos voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 36.

O efeito do pH no processo eletroquimico que ocorre na
superficie do biossensor GCE-PEI-AuNP-LAC também foi estudado.
Voltamogramas ciclicos do biossensor proposto foram obtidos em
diferentes valores de pH (pH 3,0-5,0: solugdo tampdo acetato; pH 6,0—
7,0: solugao tampao fosfato) em uma velocidade de varredura de 100
mV-s™ (Figura 38-A).

Como se pode observar na Figura 38-B, os valores de E, Epa €
Epc deslocaram-se negativamente e linearmente com o aumento do pH
da solucdo, o que indica que o processo eletroquimico envolve a
transferéncia de préton. Os graficos de E% , Epa € Epc vs. pH (de 3,0 ate
7,0) apresentaram uma rela(;ao linear com mclma(;oes de 49 4mV pH?
(r=0,9991), -46,6 mV pH™ (r= 0 9992) e-52,1 mV pH™ (r = 0,9986),
respectivamente, os quais estdo proximos ao valor esperado de —59,2
mV pH' (a 25 °C) para um processo eletroguimico reversivel
envolvendo igual nimero de prétons e elétrons (BARD e FAULKNER,
2001). Supde-se que um préton e um elétron participam na DET da
LAC imobilizada no GCE-PEI-AuNP. Isso estd de acordo com
resultados obtidos por Wang et al. (2012), em estudos usando LAC
(Rhus vernicifera) imobilizada em uma resina sobre um GCE.
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Figura 38. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o biossensor proposto
(GCE-PEI-AuNP-LAC) em diferentes valores de pH (pH 3,0-5,0: solucéo
tampédo acetato; pH 6,0-7,0: solucdo tampdo fosfato) sob velocidade de
varredura de 100 mV-s™. (B) Graficos de E,,, E, e E* vs. pH.

4.3.5. Principio de funcionamento do biossensor proposto

A Figura 39-A mostra os componentes utilizados para a
formagdo do filme bio-nanoestruturado na superficie do GCE, que
incluem a LAC e as AuNP revestida com PEI. Este filme proporciona
um ambiente apropriado para a imobilizagdo da LAC, sem a
desnaturacdo dessa biomolécula. Além disso, a imobilizacdo enzimatica
através de interacdo eletrostatica entre a PEI carregada positivamente na
superficie das NP e a LAC anibnica e, principalmente, a presenca de
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AUNP no filme podem estar contribuindo para melhorar a transferéncia
de elétrons entre o centro eletroativo da LAC e a superficie do eletrodo.

A Figura 39-B mostra um esquema da reacdo envolvida na
oxidacdo do catecol catalisada pela LAC sobre a superficie do eletrodo.
Inicialmente, o catecol em contato com a LAC, na presenca de oxigénio
molecular, ¢é oxidado para a correspondente  o-quinona.
Subsequentemente, a quinona produzida é reduzida eletroquimicamente
na superficie do biossensor com um potencial de +0,25 V vs. Ag/AgCI.
A corrente resultante obtida na reducdo eletroquimica da quinona é
proporcional a concentracdo de catecol, e foi utilizada para a
quantificacdo do analito. O mesmo processo pode ser estendido a muitos
outros compostos fendlicos (por exemplo, guaiacol, pirogalol,
hidroquinona), diferindo apenas em relacdo ao potencial de pico, em
alguns casos.

(A) (B)

3 — OF

PEI-AuNP LAC

- AuNP %% (7 OH =0
e ﬁ )
OH (0]
@ - cCentro eletroativo -~
.
Figura 39. Representacdo esquematica dos (A) componentes usados na
construgdo do GCE revestido com filme bio-nanoestruturado e (B) oxidacdo do

catecol catalisada pela enzima com subsequente reducdo eletroquimica da
quinona formada sobre a superficie do biossensor.

4.3.6. Estudo sobre a contribuicdo dos modificadores usados na
construcéo do biossensor

Um estudo utilizando diferentes eletrodos foi realizado para
avaliar a contribuicdo de cada material modificador empregado na
construcdo do biossensor sobre a resposta analitica desses sensores. A
Figura 40 mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando
GCE nédo modificado (a), GCE-PEI (b), GCE-PEI-AUNP (c) e GCE-
PEI-AuNP-LAC (d — biossensor) em solucdo tamp&o acetato (0,1 mol L™
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pH 5,0) contendo 5,0 umol L™ de catecol. Como pode ser observado, o
uso de um filme de PEI sobre o GCE (sensor "b") ndo alterou de forma
significativa a resposta do eletrodo, mas a presenga de PEI-AuNP no
filme (sensor "c") praticamente dobrou a resposta eletroquimica em
relacdo ao GCE limpo (a); fato que pode ser atribuido as caracteristicas
intrinsecas das NP de metal nobre, tais como elevada condutividade e
capacidade catalitica. Um ganho importante na resposta foi obtido com a
utilizacdo de enzima imobilizada (PEI-AuNP-LAC) na construgdo do
eletrodo "d" (biossensor), o qual apresentou um aumento de
aproximadamente 5 vezes no pico de corrente de catecol em comparacédo
com o eletrodo sem modificagdo. Atribuiu-se esse bom resultado a
elevada atividade catalitica da LAC para a oxidacdo desse composto
fendlico, bem como a facilitacdo de transferéncia de carga entre a
enzima e o eletrodo proporcionada pela presenca de AuNP no filme.
Assim, este estudo confirma as vantagens da utilizacdo de materiais
modificadores, tais como PEI-AuNP e LAC, no desenvolvimento de
biossensores com desempenho analitico melhorado.

-Ai (uA)

-0,3 ' 0,0 ' 0:3 ' 0:6 ' 0,9 1,2 ' 1,5
E vs. Ag/AgCI (V)

Figura 40. Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando diferentes
eletrodos: (a) GCE ndo modificado, (b) GCE-PEI, (c) GCE-PEI-AuNP e (d)
GCE-PEI-AuNP-LAC (biossensor) em solucéo tampéo acetato (0,1 mol L™; pH
5,0) contendo 5,0 pmol L™ de catecol em frequéncia de 60 Hz, amplitude de
pulso de 100 mV e incremento de 5 mV. Branco “d” foi obtido em solugdo
tampéo acetato (0,1 mol L™; pH 5,0) sem catecol. Inserido: Valores médios de
corrente para catecol (subtraindo as correntes do branco) obtidos usando cada
um dos eletrodos estudados.
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4.3.7. Otimizacdo da construcdo do biossensor e condicdes
experimentais

A fim de otimizar a construcdo do biossensor e as condi¢fes
experimentais do método proposto, alguns parametros foram
investigados utilizando SWV. Inicialmente, o efeito da quantidade de
solucdo de PEI-AuNP-LAC utilizada para a formagéo do filme, na faixa
de 1 a 6 uL, foi estudado (Figura 41). A melhor resposta analitica do
biossensor em solugdo tampéo acetato (0,1 mol L™; pH 5,0) contendo
5,0 pmol L™ de catecol foi obtida utilizando 2 pL de solucdo de PEI-
AuNP-LAC para a formacéo do filme sobre a superficie do GCE. Esse
volume foi, portanto, utilizado para a construcao do biossensor.

100 ~

-

80

H

H
f

60

40

Resposta relativa (%)

20

0 T T T T T
1 2 3 4 5 6

AuNP-PEI-LAC (uL)

Figura 41. Influéncia da quantidade de solugdo de AuNP-PEI-LAC gotejada na
superficie do GCE para a formagdo do filme sobre a resposta analitica do
biossensor em solucéo tamp&o acetato (0,1 mol L™*; pH 5,0) contendo 5,0 pmol
L™ de catecol, investigada por SWV.

Apobs a otimizacdo da construcdo do biossensor, os efeitos de
eletrélitos suporte de diferentes naturezas e valores de pH, incluindo a
solucdo tampdo acetato (pH 3,0-5,0) e solucdo tampéo fosfato (pH 6,0—
7,0), sobre a resposta analitica do biossensor foram investigados por
SWV (Figura 42). A melhor resposta para o catecol foi obtida em
solucdo tampdo de acetato pH 5,0.
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Figura 42. Influéncia do pH sobre a resposta analitica do biossensor proposto
em solucéo de eletrélito suporte (0,1 mol L™ solucéo tamp&o de acetato pH 3-5
e 0,1 mol L™ solugéo tampao fosfato pH 6-8) contendo 5,0 pmol L™ de catecol,
investigada por SWV.

Em seguida, os parametros de SWV foram otimizados com o
intuito de obter o melhor desempenho do biossensor, sob as condi¢des
descritas nos demais estudos de otimizagdo (Figura 43). A frequéncia
(10-100 Hz), a amplitude de pulso (10-100 mV) e o incremento (1-10
mV) foram investigados para a determinacgdo de catecol, e os pardmetros
otimizados foram os seguintes: 60 Hz de frequéncia, 100 mV de
amplitude e 5 mV de incremento. Assim, essas condi¢Bes instrumentais
foram selecionadas para todas as determinacdes de catecol e outros
compostos fendlicos.
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Figura 43. Investigagdo dos parametros de SWV sobre a resposta analitica do
biossensor proposto em 0,1 mol L™ solugdo tampéo acetato (pH 5,0) contendo
5,0 pmol L™ de catecol. (A) Estudo da frequéncia; (B) Estudo da amplitude; (C)
Estudo do incremento.
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4.3.8. Desempenho analitico do biossensor

Catecol, guaiacol, pirogalol e hidroquinona foram os compostos
fendlicos selecionados para este estudo, particularmente devido a
elevada toxicidade desses compostos sobre o meio ambiente. Esses
compostos sdo contaminantes importantes nas aguas superficiais e
subterraneas, e estdo comumente presentes nos efluentes industriais.
Assim, o0 monitoramento desses poluentes é uma questdo de
consideravel importancia.

Sob as condi¢Bes anteriormente otimizadas, usando SWV, o
biossensor proposto mostrou uma resposta linear de 0,36 a 11,00 umol
L™ de dopamina, a qual pode ser expressa de acordo com a seguinte
equacao de regressdo: -Ai = 1,41 (+0,04) + 4,41 (+0,01) [catecol], com
um coeficiente de correlacdo (r°) de 0,9994 para n = 3, onde Ai ¢ a
corrente resultante expressa em pA (subtraindo a corrente do branco) e
[catecol] é a concentracdo de catecol (umol L™). O LOD e o LOQ foram
calculados como 0,03 e 0,09 pmol L™, respectivamente. A Figura 44
mostra os voltamogramas de onda quadrada e a curva analitica para o
catecol. A reducdo eletroquimica do catecol foi obtida a um potencial de
aproximadamente +0,25 V vs. Ag/AgCl.

O desempenho do biossensor proposto também foi avaliado na
determinacdo de outros compostos fenolicos, incluindo guaiacol,
pirogalol e hidroguinona. A Tabela 5 mostra os parametros analiticos
para os compostos estudados, incluindo o catecol. As respostas em
termos de detectabilidade (LOD) seguiram a seguinte ordem: catecol =
guaiacol > pirogalol > hidroguinona. Como podem ser observados, 0s
niveis de sensibilidade das calibragdes (inclinacdo da curva analitica)
obtidos para os compostos fendlicos analisados e os valores de potencial
de pico foram semelhantes, uma vez que as suas estruturas quimicas sdo
muito semelhantes. Assim, para uma mistura desses 4 compostos
fendlicos, a corrente de pico representaria o valor total para todos esses
compostos, e somente a corrente de pico da hidroquinona aparece a um
potencial suficientemente diferente para ser determinado separadamente
dos outros compostos em estudo.
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Figura 44. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando o biossensor
proposto em (a) solucéo tampao acetato (0,1 mol L™, pH 5,0) (branco) contendo
diferentes concentragdes de catecol: (b) 0,36, (c) 0,72, (d) 1,40, (e) 2,50, (f)
3,20, (g) 5,00, (h) 7,10, (i) 8,80, (j) 11,00 pmol L™. (B) Curva analitica para
catecol (subtraindo a corrente do branco).
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Tabela 5. Pardmetros analiticos obtidos com o biossensor proposto na
determinagdo de compostos fendlicos

Composto a Intercepto  Inclinagéo (LA 2 F_a|xa LOD
fenélico (HA) pmol™ L) r Ilnear_l (umol L)
(umol L)
Catecol 0,25  1,41+0,04 4,41+0,01 0,9994 0,36-11,00 0,03
Guaiacol 0,25  0,26%0,03 2,2340,01 0,9998 0,79-17,42 0,03
Pirogalol 0,18  1,45+0,06 1,2240,01 0,9996 1,74-19,60 0,14

Hidroquinona 0,12 1,83+0,08 1,12+0,01 0,9990 2,90-22,00 0,21

# Potencial de pico vs. Ag/AgCI (V).

A estabilidade do biossensor foi investigada através da
realizacgdo de medidas de SWV em 5,0 umol L™ de catecol em
diferentes intervalos de tempo ao longo de um periodo de 90 dias (mais
de 150 medidas para cada filme formado sobre o GCE), sendo
armazenado seco e a temperatura ambiente quando ndo estava em uso.
Uma resposta relativa de aproximadamente 80% foi obtida aos 90 dias
de avaliacéo, em relacdo a obtida no dia da construgdo. Esses resultados
foram considerados satisfatorios, indicando que a enzima foi
imobilizada em um ambiente biocompativel. Portanto, este método
permite uma estabilizacdo adequada da biomolécula, resultando no
prolongamento da vida Gtil do biossensor.

Um estudo de repetibilidade foi realizado através de 10 medidas
sucessivas por SWV, utilizando o mesmo biossensor em solucéo tampéo
de acetato (0,1 mol L™; pH 5,0) contendo 5,0 umol L™ de catecol. Um
RSD de 3,2% foi obtido neste estudo, mostrando uma boa precisao entre
as medidas. A reprodutibilidade entre biossensores foi também
investigada considerando 5 biossensores preparados independentemente.
Uma boa reprodutibilidade foi obtida, com valores de RSD de 6,5%
entre os biossensores analisados.

A influéncia de compostos potencialmente interferentes sobre a
resposta do biossensor é outro fator importante a ser investigado em
relacdo a aplicacdo deste dispositivo em amostras ambientais e de
sistemas de tratamento de efluentes. Em virtude disso, foram
selecionados para esta investigacdo os seguintes compostos: fenol, 4-
aminofenol, 4-bromofenol, 4-nitrofenol, 4-terc-butilfenol, acido
ascorbico, &cido drico, acido citrico, glucose, frutose, nitrato e
carbonato. O efeito de interferéncia desses compostos sobre a resposta
analitica do catecol foi investigado utilizando solu¢fes contendo 5,0
umol L™ de catecol e adicionando diferentes concentracdes do potencial
interferente (1:1, 1:5 e 1:10 catecol: interferente). A variacdo da corrente
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devido a presenca do composto potencialmente interferente foi
calculada por comparacdo das medidas de corrente do biossensor em
solucdo contendo catecol na presenca e na auséncia de interferente. Os
estudos demonstraram que 0s compostos investigados ndo apresentaram
interferéncia significativa na determinacdo de catecol numa raz&o molar
de 1:10 (catecol: interferente), conduzindo a alterag@es no sinal analitico
inferiores a £7,5%. Portanto, o biossensor proposto pode ser utilizado
para a determinacdo de catecol na presenca desses compostos com
seletividade adequada.

4.3.9. Estudo de recuperacéo e aplicagéo analitica

O Dbiossensor proposto foi aplicado em um estudo de
recuperacdo e quantificacdo de catecol em trés amostras de agua (de
torneira, mineral e de drenagem urbana) usando o método de adi¢do de
padrdo. As amostras de agua foram fortificadas conforme descrito na
parte experimental (item 4.2.6), com uma quantidade conhecida de
catecol (0,80 pmol L™), e as medidas de SWV foram realizadas em
triplicata para cada amostra. Medidas de recuperagdo foram obtidas por
adicdo de diferentes concentragdes de catecol para os trés tipos
diferentes de amostras de &gua fortificadas. As recuperacbes de 97,4—
101,7% obtidas para as amostras analizadas demonstram a exatidao
satisfatéria do método proposto (Tabela 6).

Tabela 6. Estudo de recuperacdo e quantificacdo de catecol em amostras de
agua fortificadas usando o biossensor proposto

Catecol (umol L)

a ~
Amostra pggp;ggg&%iﬁ:go % Recuperagdo®  Quantificado®

1,54 101,3

Agua de torneira 1,90 101,6 0,82+0,01
2,62 98,8
1,54 100,7

Agua mineral 1,90 100,5 0,78+0,02
2,62 99,2
p 1,17 101,7

Agua Sfb‘;f;‘agem 1,90 97,4 0,760,04
2,62 100,8

& Amostras de &gua fortificadas = 0,80 pmol L™ catecol.
P Recuperacio = (valor médio encontrado /valor adicionado) x 100%.
¢ Média + desvio padrdo; n=3.
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Além disso, as concentracbes de catecol determinada nas
amostras de torneira, &gua mineral e drenagem urbana foram 0,82 + 0,01
pmol L?, 0,78 + 0,02 umol L™ e 0,76 + 0,04 pmol L7, respectivamente
(Tabela 6). Os resultados obtidos a partir destas amostras mostrou um
erro relativo maximo + 5,0% em comparagdo com o teor conhecido das
amostras fortificadas. Por conseguinte, o método desenvolvido ¢
apresentado como uma alternativa adequada para a determinagdo de
catecol em amostras de agua com boa precisdo e exatidao.
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CONCLUSOES

No presente trabalho apresentou-se o desenvolvimento de dois
novos biossensores contendo materiais nanoestruturados (NP metalicas
e HNT) e IL, os quais foram avaliados e aplicados na determinacéo de
compostos fenolicos.

O primeiro biossensor apresentado foi construido a base de
enzima PO obtida de brotos de trevo imobilizada em HNT, juntamente
com PtNP dispersas em IL (Pt-BMI.PFg). Este biossensor mostrou boa
estabilidade, adequada reprodutibilidade e um baixo LOD para a
determinacdo de dopamina e outras catecolaminas. A utilizacdo da
enzima obtida a partir de uma fonte vegetal como um biocatalisador
forneceu alta eficiéncia, baixo custo e seletividade adequada para a
construcdo de um biossensor para a determinacdo de catecolaminas.
Sugere-se que o0 excelente desempenho analitico do método proposto é
devido a imobilizacdo eficaz da PO sobre a nanoargila, e a facilitacdo da
transferéncia de elétrons entre a proteina e a superficie do eletrodo,
devido a presenca do PtNP e IL. Os resultados obtidos mostram que o
método apresentou precisdo e exatiddo adequadas para a determinacgéo
de dopamina em formulagbes farmacéuticas, podendo ser avaliado
também para a quantificagdo de outras catecolaminas em diferentes
amostras de farmacos e/ou biolégicas.

O segundo biossensor apresentado foi construido a base de
LAC de Aspergillus oryzae imobilizada sobre AuNP revestidas com
PEI. Sugere-se que a presenca de AuNP no filme nanoestruturado
formado sobre um GCE contribua na DET entre o centro eletroativo da
LAC e a superficie do eletrodo. O biossensor otimizado mostrou boa
estabilidade, adequada repetibilidade e reprodutibilidade, e baixo LOD
para a determinacdo de catecol e outros compostos fendlicos. Este
biossensor foi aplicado com sucesso na quantificagdo de catecol em
amostras de aguas fortificadas, e pode ser avaliado para a determinacéo
de compostos fenolicos em amostras ambientais e de sistemas de
tratamento de efluentes. Além disso, este método mostrou-se uma
plataforma adequada para a imobilizacdo de enzimas e DET, e também
mostrou um grande potencial de aplicacdo para o desenvolvimento de
novos dispositivos de biossensoriamento.
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