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RESUMO

Esta Tese descreve a implementacdo de duas metodologias
eletroanaliticas baseadas no desenvolvimento de eletrodos quimicamente
modificados, construidos a partir de materiais nanoestruturados. O
biossensor, preparado pela modificacdo interna de um eletrodo de pasta
de carbono com lacase (LAC) imobilizada em nanoparticulas de ouro
(AUuNP-PAH), é o primeiro eletrodo apresentado neste trabalho. Este
eletrodo foi otimizado (50 pL de AuNP-PAH-LAC (v/v); tampao fosfato
(0,1 mol L'%; pH 6,0); f 10 Hz, a 60 mV e AEs 5,0 mV) para a detecgio
de dopamina, apresentando linearidade de 0,43 a 23,0 umol L e limite
de deteccdo de 0,26 umol L1, O biossensor demonstrou boa seletividade
e sensibilidade na determinacdo de dopamina em farmacos, mostrando
excelente correlagdo com o0 método de referéncia (erro relativo < 1,4%).
O segundo eletrodo proposto foi construido a partir da modificacdo da
superficie de um eletrodo de carbono vitreo com um filme de
nanoplaquetas de grafite exfoliadas (xGnP) dispersas em nanoparticulas
de ouro (AuNP-CMC). Este eletrodo foi otimizado (0,50% de AuNP-
CMC-xGnP (m/v); acido sulfurico (0,1 mol L%; pH 1,2); f 30 Hz; a 50
mV e AEs 6,0 mV) para a determinagdo de levodopa, apresentando
linearidade de 2,0 a 47,6 umol L e limite de detecgdo de 0,58 umol L7,
sendo aplicado na quantificacdo de levodopa em farmaco, demostrando

concordancia com o método comparativo (erro relativo < 6,8%).

Palavras-chave: Biossensor. Eletrodos quimicamente modificados.
Lacase. Nanoparticulas de ouro. Nanoplaquetas de grafite exfoliadas.

Dopamina. Levodopa.






ABSTRACT

This work describes the implementation of two electroanalitic
methodologies based on the development of new chemically modified
electrodes constructed from nanostructured materials. The biosensor,
prepared by the internal modification of a carbon paste electrode with
laccase (LAC) immobilized in gold nanoparticles (AuNP-PAH), is the
first electrode presented in this work. This electrode was optimized (50

UL AUNP-PAH-LAC (v/v); phosphate buffer (0.1 mol L; pH 6.0); f 10

Hz,a 60 mV e AEs 5,0 mV) for the detection of dopamine, presenting
linearity of 0.43 to 23.0 umol L and detection limit of 0.26 pmol L.
The biosensor showed good selectivity and sensitivity in the
determination of dopamine in pharmaceutical samples. The results were
in agreement with those obtained using a spectrophotometric method
(relative error < 1.4%). The second electrode proposed was constructed
from the modification of the surface of a glassy carbon electrode with a
film of exfoliated graphite nanoplatelets (xGnP) dispersed in gold
nanoparticles (AuNP-CMC). This electrode was optimized (0.50%
AUNP-CMC-xGnP (m/v); sulfuric acid (0.1 mol L'; pH 1.2); f 30 Hz; a
50 mV e AEs 6,0 mV) for the determination of levodopa, presenting
linearity of 2.0 to 47.6 pmol L* and limit of detection of 0.58 wmol L.
The electrode was applied in the quantification of levodopa in
pharmaceutical samples, demonstrating agreement with the comparative

spectrophotometric method (relative error < 6.8%).

Keywords: Biosensor. Chemically modified electrodes. Laccase. Gold

nanoparticles. Exfoliated graphite nanoplates. Dopamine. Levodopa.
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APRESENTACAO

Neste trabalho de Tese serdo apresentados um eletrodo
qguimicamente modificado e um biossensor enziméatico construidos a
partir da modificacdo de substratos convencionais (carbono vitreo e pasta
de carbono, respectivamente) com materiais nanoestruturados
(nanoparticulas de ouro, estabilizadas em dois diferentes polimeros, e
nanoplaquetas de grafite exfoliadas) e enzima lacase (oriunda do fungo
Aspergillus oryzae). Estes eletrodos foram aplicados no desenvolvimento
de duas novas metodologias analiticas para a determinagdo de dopamina
e levodopa em farmacos.

Para melhor apresentacdo, esta Tese estd dividida em cinco
capitulos. O primeiro trata de uma fundamentacdo tedrica sobre os
principais pontos trabalhados na Tese (eletrodos quimicamente
modificados e biossensores, enzimas, nanomateriais, catecolaminas, ente
outros). O segundo traz a apresentacdo dos objetivos do trabalho. Este
topico esta dividido em duas partes, as quais se referem aos dois eletrodos
propostos. No terceiro capitulo é descrito a metodologia aplicada no
desenvolvimento do biossensor para a detec¢do de dopamina, construido
a partir da imobilizacdo da enzima lacase em nanoparticulas de ouro
estabilizadas em poli(alilanina hidroclorada). Os principais resultados
obtidos e as discussdes referentes a este trabalho também séo encontrados
nesta secdo. O quarto capitulo descreve a metodologia, os resultados e as
discussoes referente ao eletrodo constituido por nanoplaquetas de grafite
exfoliadas dispersas em nanoparticulas de ouro estabilizadas em

carboximetilcelulose. Este eletrodo nanoestruurado foi aplicado na
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guantificacdo de levodopa em farmaco. Por fim, no capitulo cinco, séo
apresentadas as conclusdes referentes aos trabalhos apresentados nesta

Tese e em sequéncia a revisdo bibliografica.



37

CAPITULO 1: FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1. ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Com o objetivo de melhorar as propriedades fisico-quimicas e
controlar a natureza da interface eletrodo-solugéo, surgiram nos anos 70
0s primeiros trabalhos relacionados a modificacdo da superficie de
eletrodos (SOUZA, 1997; PEREIRA et al., 2002). Os eletrodos
guimicamente modificados (EQMSs) podem ser construidos a partir da
modificacdo de um substrato base (ouro, platina, carbono vitreo, pasta de
carbono) com uma série de materiais (nanomateriais, biomoléculas,
liquidos i6nicos, polimeros, entre outros) que geralmente conferem
melhoria na sensibilidade, na seletividade, na estabilidade e na
condutividade do eletrodo base, o que justifica a sua aplicacdo (VIDAL
etal., 1999; PEREIRA et al., 2002).

De maneira geral, os métodos mais utilizados para a incorporacéo
de um agente modificador consistem em: (a) adsor¢éo - dissolucdo do
modificador em um solvente aproximado e exposicao da superficie do
eletrodo a esta solucdo; (b) eletrodeposicédo - deposicdo de uma espécie
na superficie do eletrodo pela aplicacdo de um potencial; (c) ligagdo
covalente - o modificador é ligado covalentemente a superficie do
eletrodo e (d) recobrimento com filmes poliméricos (MURRAY et al.,
1980; VIDAL et al., 1999).

O uso de eletrodos quimicamente modificados aliados a técnicas
eletroanaliticas permite a deteccdo in situ e em tempo real de uma grande
variedade de compostos, o que confere a esta metodologia certas

vantagens em relacdo a outras técnicas de analise (como a cromatografia
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e a espectrofotometria, por exemplo). Além disso, o baixo custo
(instrumental e de reagentes), a facilidade na construcgdo dos eletrodos, a
portabilidade e a possibilidade de miniaturizacdo do sistema tornam esta
metodologia uma importante ferramenta tecnol6gica, que pode ser
aplicada na analise quimica de varias substancias em diversas areas, tais
como clinica, ambiental e biotecnologica (MURRAY, 1980; ABRUNA
et al., 1981; MELLO e KUBOTA, 2002; LOWINSOHN e BERTOTTI,
2006).

1.2. BIOSSENSOR

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo de analise
integrado capaz de fornecer uma informacdo analitica especifica
(qualitativa ou quantitativa) pelo uso de um elemento de reconhecimento
bioldgico (receptor), o qual é mantido em contato direto com um
componente de deteccdo (transdutor) (FATIBELLO-FILHO e
CAPELATO, 1992; THEVENOT et al., 2001; CAMPAS et al., 2008;
IUPAC, 2011).

Nestes dispositivos, a obtencdo da informacdo analitica depende
essencialmente das caracteristicas da superficie, que estd associada ao
reconhecimento da espécie de interesse de forma seletiva. O responsavel
por este sistema de reconhecimento é o elemento conhecido como
biorreceptor, que pode ser constituido por enzimas, anticorpos, organelas,
tecidos, DNA, entre outros (MELLO ¢ KUBOTA, 2002; D’ORAZIO,
2003; CAMPAS et al., 2008). A principal fungio do biorreceptor é
fornecer ao eletrodo um alto grau de seletividade/especificidade a um

determinado composto (ou classe de compostos), sendo capaz de
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reconhecer, reagir ou ligar-se ao “analito-alvo”, resultando na variacao de
alguma propriedade fisico-quimica (transferéncia de elétrons, variacéo de
pH, de massa, etc) que pode ser quantificada (THEVENOT et al., 2001).

O transdutor, por sua vez, é a parte responsavel pela conversao do
sinal gerado pela interacdo entre o analito e o biorreceptor, podendo
operar baseado em diferentes propriedades fisico-quimicas, dependendo
do tipo de sensor (eletroquimico, Optico, calorimétrico, piezoelétrico,
entre outros). Na construcdo de biossensores que empregam medidas
elétricas, o transdutor corresponde ao eletrodo e ao sistema de transducdo
de sinal, que é capaz de identificar a mudanca fisica ou quimica que
eletrodo/solucdo  (FATIBELLO-FILHO e
CAPELATO, 1992; MELLO e KUBOTA, 2002). Portanto, pode-se

concluir que o funcionamento dos biossensores (Figura 1) ¢é

ocorre na interface

fundamentado na interagdo seletiva do analito com o componente
biorreceptor, que é reconhecida e medida por um transdutor adequado
capaz de amplificar e processar o sinal correspondente a concentracdo do
analito na amostra (ALFAYA e KUBOTA, 2002; MELLO e KUBOTA,
2002).

Figura 1. Esquema da estrutura e do principio operacional de um

biossensor.
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Quando o material bioldgico utilizado na construgdo de um
biossensor é uma enzima, estes dispositivos sdo conhecidos como
biossensores enzimaticos. Estes biossensores sdo amplamente explorados
em aplicagdes analiticas devido a possibilidade de combinar a
seletividade da enzima com a sensibilidade, simplicidade e relativo baixo
custo de um transdutor eletroquimico (MELLO e KUBOTA, 2002;
PEREIRA et al., 2002; GOMES e REBELO, 2003; SU et al., 2011).

1.3. ENZIMAS

Com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA
cataliticamente ativas (ribozimas), enzimas sdo proteinas especializadas
na catalise de reacGes bioldgicas. Estas biomoléculas sdo responsaveis
por acelerar diversos tipos de reacGes, podendo inclusive superar a
eficiéncia de catalisadores sintéticos. Elas atuam no sentido de aumentar
a velocidade da reacdo oferecendo um caminho alternativo (de menor
energia) sem alterar o equilibrio da reacdo e fazendo isto de forma seletiva
(BERG et al, 2002; VOET e VOET, 1995; STRYER, 1996;
LEHNINGER et al., 2006).

Segundo 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 classificadas em seis principais grupos de

acordo com o tipo de reagdes que catalisam (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo das enzimas segundo o tipo de reacdo que
catalisam.

Classe Tipo de reacao

Oxidorredutases  Transferéncia de elétrons (oxirredugéo)

Transferases Transferéncia de grupos funcionais
Hidrolases Hidrolise de ligagGes covalentes
] Adicdo ou remocgdo de duplas ligagcBes ou grupos
Liases .
funcionais
AlteracBes geométricas ou estruturais dentro de uma
Isomerases )
molécula
. Unido de duas moléculas associada a hidrolise de uma
Ligases

ligacdo da adenosina trifosfato (ATP)

Retirado de NC-IUBMB, 1992.

As enzimas sdo eficientes catalisadores que apresentam
especificidade ou seletividade frente a um determinado substrato ou a
uma classe (STRYER, 1996; CHAMPE e HARVEY, 1996;
LEHNINGER etal., 2006). A maioria das enzimas possui apenas um sitio
ativo, local onde ocorrem as reagGes com os substratos. Em geral, o sitio
ativo é constituido de alguns residuos de aminoacidos da cadeia proteica,
que participam diretamente na quebra ou formacdo de liga¢cfes, e um
grupo ndo-proteico de natureza inorgénica (ions metalicos) ou organica
(vitaminas e biotina, por exemplo). Desta forma, o sitio ativo é o
responsavel pela atividade bioldgica da enzima (VOET e VOET, 1995;
STRYER, 1996; LEHNINGER et al., 2006; DEVLIN, 2007).

A atividade catalitica, bem como a estabilidade e especificidade,

da enzima depende também da sua estrutura tridimensional (terciaria ou
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quaternaria) que tem origem nos dobramentos das cadeias polipeptidicas
da proteina (STRYER, 1996; LEHNINGER et al., 2006). A estrutura
proteica da enzima é mantida por um conjunto de forgas, tais como
ligagdes de hidrogénio, pontes de dissulfeto, interagBes ibnicas (atracdo
eletrostatica) e interagGes hidrofdbicas (interacdes de Van der Waals, por
exemplo) (Figura 2). Quando submetida a acdo do calor, solventes
organicos, acidos e bases fortes, a enzima pode desnaturar, ou seja, essas
interacbes que estabilizavam sua estrutura sdo rompidas e sua
conformagdo espacial é perdida, tornando a enzima inativa (GOMES et
al., 2007; IYER e ANANTHANARAY AN, 2008).

Figura 2. Representagdo esquematica do mecanismo de estabiliza¢do da

estrutura de uma proteina (Adaptada de Gomes et. al. 2007).

Cadeia peptidica

Interacao
hidrofébicas Interag&o
ibnica
Interagdo de

hidrogénio

Ponte de
dissulfeto

Duas teorias foram propostas na tentativa de explicar a agdo
catalitica das enzimas. Em 1894, Emil Fischer propds o modelo “chave-

fechadura” com o intuito de explicar a afinidade da enzima pelo substrato.
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De acordo com Fischer, a reacdo ocorre na cavidade da enzima, conhecida
como sitio ativo, formando o complexo enzima-substrato, Figura 3-A.
Nesse modelo o encaixe do substrato (chave) ocorre perfeitamente no
sitio ativo da enzima, que seria rigido como uma fechadura. Mais tarde,
em 1958, Koshland propés o modelo do ajuste induzido, no qual ocorre
uma mudanca conformacional na enzima para o encaixe do substrtato, ou
seja, o sitio ativo assume estruturas flexiveis moldando-se a molécula do
substrato. As cadeias laterais de aminoacidos que formam os sitios ativos
da enzima s&o reorientadas de maneira que as suas posic¢Oes potencializam
a acdo catalitica da enzima até que o substrato esteja completamente
ligado, Figura 3-B (FERSHT, 1980; LEHNINGER et al., 2006; MOTTA,
2003; CAMPBELL e COMPTON, 2010).

Figura 3. (A) Representagdo esquematica do modelo “chave-fechadura”.
(B) Representagdo esquematica do modelo “encaixe induzido”. E

Enzima; S: Substrato; P: Produto (Adaptado de MOTTA, 2003).

(A
Sitio ativo

Co- @ - 0-(j>

Complexo Complexo
E/S E/P
Sitio ativo ()
E S Mudanga Complexo Complexo

conformacional EIS
do sitio ativo
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1.3.1. Lacase

A enzima lacase (LAC) pertence & familia das oxirredutases
multicobre, sendo amplamente encontrada em plantas, insetos, bactérias
e fungos (MAYER e STAPLES, 2002; MOROZOVA et al., 2007,
GIARDINA et al., 2010; FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2013).
Esta enzima é capaz de catalisar a oxidacdo de uma grande variedade de
substratos fenolicos tais como polifenois, aminofendis e poliaminas, com
a reducdo simultanea de oxigénio molecular a &gua (MULCHANDANI
etal., 1998; RIVA, 2006; GIARDINA etal., 2010; SANTHANAM et al.,
2011). Devido a sua alta seletividade, sensibilidade e poder de catalisar
reacOes oxidativas, esta enzima tem sido muito utilizada como material
bioldgico na construcédo de biossensores (RIVA, 2006; GIARDINA et al.,
2010).

A LAC apresenta em seu sitio ativo quatro atomos de cobre de
trés tipos diferentes (T1, T2 e T3) que desempenham papel fundamental
no mecanismo catalitico desta enzima (Figura 4). O sitio T1 da lacase
(sitio mononuclear) é o receptor primario dos elétrons do substrato, sendo
o local onde ocorre a oxidacdo. Neste sitio é gerado o cation-radical que
é transferido para os trés atomos de cobre presentes nos sitios T2 e T3
(T2/T3—sitio ou cluster trinuclear), onde o oxigénio molecular é reduzido
a agua (MAYER e STAPLES 2002, RIVA, 2006; SOLOMON et al.,
2008; GIARDINA et al., 2010; SANTHANAM et al., 2011; JENSEN et
al., 2012).
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Figura 4. Representacdo estrutural da enzima lacase e do seu sitio ativo
(adaptado de RIVA, 2006).
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Sitio trinuclear

LAC

(Aspergillus oryzae)

A Figura 5 mostra uma representacdo esquematica do ciclo
catalitico da LAC ao qual compreende sucessivas transferéncias de
elétrons entre seus atomos de cobre. A estequiometria do ciclo envolve
quatro 4tomos de cobre com estado de oxidagdo +2 e quatro moléculas do
substrato fenolicos. A medida que a LAC promove a oxidagdo de seus
substratos, seus 4&tomos de cobre sofrem redugdo de forma que o sitio T1
sempre esteja pronto para receber um novo substrato fenélico. Logo, o
sitio T1 é quem determina a eficiéncia da catlise (SOARES, 1998;
RIVA, 2006).
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Figura 5. llustracdo do ciclo catalitico da lacase (adaptado de RIVA,
2006).
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A LAC apresenta grande versatilidade sendo amplamente
empregada em aplicagdes industriais como biorremediacéo, clarificacdo
de vinho, andlise de drogas, producdo de etanol e na construcdo de
biossensores aplicados a determinacdo de compostos fendlicos, uma vez
gue esta enzima catalisa reacfes de oxidagdo de diversos compostos
fendlicos as suas respectivas o-quinonas (RIVA, 2006; MOROZOVA et
al., 2007; MADHAVI e LELE, 2009; FERNANDEZ-FERNANDEZ et
al., 2013). No entanto, estas aplicagcGes podem ser limitadas se a enzima
estiver em sua forma livre, visto que desta maneira esta susceptivel a
degradag&o por diversos fatores quimicos e fisicos que podem limitar seu

efeito catalitico e dificultar a estocagem. Esta perda na atividade da
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enzima pode ser evitada por estratégias como a imobilizacdo enzimética
(JESUS, 1998).

1.3.2. Imobilizac¢io enzimética

As enzimas possuem eficiéncia catalitica extraordinaria e alto grau
de especificidade por seus substratos. Porémem sua forma livre, a enzima
apresenta maior suscetibilidade a degradacdo por fatores como
temperatura, pH e agentes inibidores. Essa degradacdo pode afetar a
atividade enzimatica, reduzindo a velocidade da reacdo e/ou causando a
inativacdo da enzima durante a sua utilizacdo ou até mesmo estocagem.
Neste sentido, a imobilizacdo enzimatica se torna uma estratégia
interessante a fim de preservar a estabilidade e atividade catalitica da
enzima por mais tempo (DURAN et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2009;
FRANZOLI et al., 2011; PACHECO e SOARES, 2014).

A principal vantagem em imobilizar uma enzima ¢é a de obter um
biocatalisador com menor sensibilidade a interferentes e maior
estabilidade quanto as mudancas por fatores quimicos, fisicos ou
biolégicos em comparacdo a sua forma livre (DALLA-VECCHIA et al.,
2004; KIM et al., 2006). Desta maneira, as enzimas podem ser aplicadas
com sucesso em inlimeros processos de biotransformacao, especialmente
em inddstrias quimicas, farmacéuticas e de alimentos, incluindo a sua
aplicacdo em biorreatores e biossensores (PEREIRA et al., 2003;
DALLA-VECCHIA et al., 2004; KLOTZBACH et al., 2008). As
propriedades de imobilizacdo de enzimas sdo governadas tanto pela sua

estrutura como pelo material utilizado como suporte. Um suporte
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criteriosamente  escolhido pode melhorar significativamente o
desempenho do sistema de imobilizacdo (JAHNZ et al., 2003).

Diferentes métodos de imobiliza¢do tém sido desenvolvidos a fim
de preservar a atividade catalitica das enzimas durante 0s processos em
gue sdo empregadas. A Figura 6 apresenta os principais métodos de
imobilizacdo de enzimas. Vale ressaltar que cada método possui
caracteristicas intrinsecas, fazendo-se necessério selecionar o mais
adequado para cada aplica¢do (DALLA-VECCHIA etal., 2004; MATEO
etal., 2007; SASSOLAS et al., 2012).

Figura 6. Principais métodos de imobilizacdo enzimatica: (A)
Confinamento, (B) Adosrcdo e (C) Ligagdo covalente. E: enzima
(adaptado de SASSOLAS et al., 2012).
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No processo de imobilizacdo por adsorcédo fisica, a enzima nédo
sofre nenhuma alteragdo em sua estrutura, interagindo com um suporte
insolvel apenas por interagdes de baixa energia (interagbes de
hidrogénio, ibnicas, Van der Waals, entre outras). Este procedimento

apresenta vantagens em relagdo a simplicidade, rapidez e baixo custo,
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porém apresenta como desvantagem a possivel dessor¢do da biomolécula
(MATEO et al., 2007; SASSOLAS et al., 2012).

Por outro lado, na imobilizacdo por ligacdo quimica a enzima é
guimicamente ligada ao suporte por ligacGes covalentes (ALTUN e
CETINUS, 2007). A ligagdo ocorre entre grupos funcionais ndo ativos da
enzima (hidroxila, carboxila e amino, por exemplo) com 0s grupos
reativos ligados a superficie do suporte. Em geral, este método envolve
duas etapas: a ativacdo do suporte com um reagente especifico (os
suportes devem possuir grupos funcionais que possam ser ativados como,
por exemplo, carboxila, amino e hidroxila) e a adi¢do da enzima para
formacéo da ligacdo. A imobilizacdo por ligacdo covalente apresenta a
vantagem de ser estavel frente as possiveis mudancas fisico-quimicas,
porém este tipo de imobilizacdo pode afetar a estrutura da enzima
podendo levar inclusive a inativagdo da biomolécula (DALLA-
VECCHIA et al., 2004; MATEO et al., 2007; SASSOLAS et al., 2012).

Na imobilizacdo por ligacdo covalente cruzada, reagentes
multifuncionais (glutaraldeido, por exemplo) sdo empregados para
reagirem com os grupos livres contidos na cadeia proteica da enzima
formando uma rede polimérica constituida por ligac8es cruzadas entre as
enzimas e as moléculas do suporte. As ligacbes por este método sdo
irreversiveis, apresentando uma elevada resisténcia a variacdes de
temperatura e pH, propiciando suportes com alta resisténcia a
desnaturacdo (MIKKELSEN e CORTON, 2004; SASSOLAS et al.,
2012).

Nas técnicas de confinamento, a enzima fica aprisionada em uma
matriz polimérica (polimero insolivel) ou em uma microcapsula. A

principal desvantagem desse método est4 no acesso do substrato até a
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enzima, que pode ser dificultado devido ao tamanho dos poros da matriz
e, estes efeitos difusionais podem prejudicar a atividade enzimatica
(DALLA-VECCHIA et al., 2004; MIKKELSEN e CORTON, 2004;
SASSOLAS et al., 2012)

Na construcdo de biossensores, é essencial a imobilizacdo
adequada das enzimas de modo a ndo afetar os seus sitios ativos e,
consequentemente, sua atividade catalitica. Um biossensor deve oferecer
boa seletividade, sensibilidade e estabilidade nas condi¢es de operagédo
(temperatura, pH, etc). Desta forma, o material empregado como suporte
deve ser criteriosamente escolhido para obter um biocatalisador estavel e
com desempenho satisfatério. Novos materiais tém sido investigados para
esta finalidade, especialmente nanomateriais como grafeno, nanotubos de
carbono, nanoparticulas metalicas e polimeros condutores (JIANRONG
et al., 2004; ANSARI e HUSAIN, 2011).

1.4. NANOMATERIAIS

Nos dltimos anos, uma aten¢do consideravel tem sido dada a
aplicacdo de materiais nanoestruturados (obtidos em escala de 1-1000
nm) em sistemas de (bio)sensoriamento, isto porque estes materiais
apresentam um conjunto exclusivo de propriedades cataliticas,
eletrénicas, magnéticas e dpticas que sdo fortemente dependentes do seu
tamanho reduzido e composicdo quimica (JIJANRONG et al., 2004;
ARAKI, 2007; CASTANEDA et al., 2007; ZARBIN, 2007; ZHAO et al.,
2013). Estas propriedades conferem a estes materiais elevada area
superficial ativa, atividade catalitica e boa condutividade elétrica
(CEBRIAN et al., 2011; ANSARI e HUSAIN et al., 2012; TOKONAMI
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et al.,, 2012; SILVA et al.,, 2015), caracteristicas de interesse na
construcao de novos eletrodos e biossensores eletroquimicos. Diferentes
estruturas tém sido investigadas para esta finalidade como, por exemplo,
nanoparticulas metalicas, nanotubos de carbono, grafeno, nanoplaquetas
de grafite, entre outros (PUMERA et al., 2007; ZHANG et al., 2009;
FRANZOI et al., 2011; BRONDANI et al., 2013; SILVA et al., 2015).
O uso de nanomateriais em biossensores, especialmente
nanoparticulas metalicas e filmes nanoestruturados, oferecem
propriedades vantajosas que podem ser exploradas para melhorar a
interacdo entre o0 bioelemento e seu substrato, minimizando possiveis
mudancas estruturais e melhorando o processo catalitico (JJANRONG et
al., 2004). Neste contexto, as nanoparticulas de ouro (AuNP) estdo entre
0s materiais mais utilizados, pois além de apresentarem as caracteristicas
Unicas de um nanomaterial, também oferecem um ambiente
biocompativel para imobilizacdo de enzimas oxidorredutases (como a
lacase, por exemplo), preservando a estrutura destas biomoléculas e
favorecendo a transferéncia de elétrons entre a enzima e o eletrodo (GUO
e DONG, 2009; FERNANDES et al., 2012; BRONDANI et al., 2013).
Para que possam ser eficientes em aplicacdes tecnoldgicas, 0s
materiais nanoestruturados devem ser estaveis de modo a ndo perder suas
propriedades ou sofrer modificagdes estruturais com o tempo (ZHOU et
al., 2005; EASTOR et al., 2006; FRANZOI et al., 2011; SILVA et al.,
2015). Devido ao seu pequeno tamanho e sua elevada area superficial,
nanoparticulas séo termodinamicamente instaveis, tendo uma tendéncia
de agregar e crescer espontaneamente. Desta forma, a estabiliza¢do dos
nanomateriais € indispensavel para evitar a aglomeracédo (coalescéncia)

que leva a formagdo da estrutura de “bulk” metalico (estado de menor
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energia), fazendo com que sejam perdidas suas propriedades interessantes
relacionadas a dimensdo nanométrica (TURKEVICH et al., 1951;
FRENS, 1973; BRUST et al., 1995; ASLAN et al., 2002).

Os principais métodos de estabilizagdo de suspensdes
nanométricas envolvem a protecdo estérea e/ou eletrostatica a partir do
emprego de diferentes materiais tais como polimeros, surfactantes,
liquidos i6nicos, entre outros (ASLAN et al., 2002, ZHOU, 2005;
EASTOE et al., 2006; FRANZOI et al., 2011; SILVA et al., 2015). Na
estabilizacdo por efeito estéreo (Figura 7-A), as nanoparticulas sdo
revestidas com o agente estabilizante criando uma barreira mecanica que
impede a coalescéncia das particulas. Por outro lado, na estabilizacdo
eletrostatica (Figura 7-B) as nanoestruturas sdo envolvidas por um
material carregado que impede a agregacdo das particulas devido as
repulsGes eletrostaticas. Uma combinacéo entre os dois métodos promove
o favorecimento de dispersdes muito estaveis, sendo necessario que o
estabilizante seja um composto de cadeia hidrocarbénica longa e que
possua carga em sua estrutura, como é o caso dos polimeros de
polieletrdlitos. Dentro desta classe, podemos citar como exemplo a
polietilenoimina (PEI) e a poli(alilamina hidroclorada) (PAH) que sédo
polimeros catibnicos e a carboximetilcelulose (CMC) que é um polimero
anidnico (BRONDANI et al., 2013).
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Figura 7. Mecanismos de estabilizacdo de nanoparticulas metalica. (A)

Estabilizacdo estérica. (B) Estabilizacdo eletrostatica.

1.4.1. Poli(alilamina hidroclorada)

Polimeros que apresentam grupos ionizaveis na cadeia principal
como amdnio, carboxilato e sulfonato sdo denominados polieletrolitos.
Alguns polieletrélitos sdo fortemente dependentes do pH da solucéo e,
em meios polares, seus grupos ionizaveis podem dissociar, deixando a
cadeia hidrocarbdnica carregada e liberando ions na solucdo. A PAH
(Figura 8) é um exemplo de polieletrélito fraco que ao ionizar adquire
carga elétrica positiva, sendo desta forma, um polication (YOO et al.,
1998; SHIRATORI e RUBNER, 2000; BARROS, 2006; SALVADOR,
2011). Este polimero é amplamente empregado como estabilizante em
sinteses de nanoparticulas metalicas, pois combina os efeitos de protecédo

estérica e eletrostética (SU et al., 2005; SILVA et al., 2015).

Figura 8. Estrutura quimica do polieletrélito PAH.
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Polications sdo comumente empregados na imobilizacdo de
algumas enzimas oxirredutases (como a lacase, por exemplo) pois, sdo
capazes de interagir por meio de forgas eletrostaticas com a forma
anidnica dessas enzimas, em certas condi¢des de pH. Arslan elaborou em
2009 um hiossensor para a deteccdo de acido Urico a partir da
imobilizacdo da enzima uricase em um filme composto por polianilina-
polipirrol (PANI-PPY) na superficie de um eletrodo de platina. A faixa
linear do biossensor foi de 2,5 a 85,0 umol L%, com limite de deteccéo de
1,0 umol L. O biossensor desenvolvido apresentou boa estabilidade e
reprodutibilidade (ARSLAN, 2009). Em 2013, Brondani e colaboradores
utilizaram AuNPs revestidas com PEI como plataforma para a
imobilizacdo da enzima LAC. Esse material bionanoestruturado foi
empregado em forma de filme sobre a superficie de um eletrodo de
carbono vitreo e o biossensor proposto foi aplicado na quantificacdo de
catecol em amostras de agua fortificadas, exibindo boa sensibilidade e
baixo limite de deteccdo (0,03 pumol Lt) (BRONDANI et al., 2013). Estes
estudos publicados na literatura, demostram que a estratégia de
imobilizacdo de enzimas em polications pode ser bastante promissora.
Vale ressaltar que a modificagdo de eletrodos com enzimas imobilizadas
costuma trazer grandes vantagens frente aos construidos com enzima
livre, visto que apresentam uma estabilidade muito superior, permitindo
uma melhoria na sensibilidade e reprodutibilidade do biossensor
(ROCHEFORT et al., 2008; BRONDANI et al., 2013).



55

1.4.2. Carboximetilcelulose

A carboximetilcelulose, CMC (Figura 9), um dos mais importantes
derivados da celulose, é um polimero anidnico biodegradavel, altamente
soluvel em agua, sendo amplamente utilizado nas industrias farmacéutica

e alimenticia.

Figura 9. Estrutura quimica do polieletrélito CMC.

R: —H ou _CH2COZH

O uso de polimeros biodegradaveis (quitosana, amido, CMC, entre
outros) como estabilizante de nanoparticulas, tem atraido muita atencéo
nos ultimos anos devido a sua ampla disponibilidade, compatibilidade
ambiental e baixo custo (HE e ZHAO et al., 2007; SHI et. al., 2008;
AHAMED et. al., 2011; PANDEY et. al., 2012; CHEVIRONA et.

al., 2014; GASTONE et al., 2014; LOFRANO et. al., 2016). Além
disso, estas matrizes podem favorecer a adesdo dos nanomateriais as
superficies, levando & formagéo de filmes nanoestruturados estaveis e
biocompativeis (SHI et. al., 2008; AHAMED et. al., 2011; PANDEY
et. al., 2012).

A presenca de biopolimeros em suspens@es permite a dispersdo de

outros nanomateriais como 0s nanotubos de carbono, nanoplaquetas de
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grafite e grafeno, dando origem a nanocompositos hibridos
multifuncionais com aplicacbes em biomedicina, bioengenharia e
guimica verde (LU et. al., 2010; KANG et. al., 2010; LI e ZHONG,
2011).

1.4.3. Nanoplaquetas de grafite exfoliadas

A grafite, Figura 10, é uma das formas alotrépicas do carbono com
estrutura lamelar composta por infinitas camadas de atomos que
apresentam hibridizacéo sp?, conhecidas como camadas de grafeno. Esta
configuragdo garante sua excelente condutividade eletrnica,
caracteristica muito apreciavel para aplicacdo em eletrodos. No entanto,
também é a responsavel pela baixa dispersibilidade em meio aquoso,
regida pelas interacBes de Van der Waals entre as camadas de grafeno que
compdem sua estrutura (PUMERA, et. al., 2007; BARNES, et. al., 2007,
SANDULESCU et. al., 2015).

Figura 10. Representacdo esquematica da estrutura da grafite.

Nanoplaquetas podem ser obtidas a partir da exfoliagdo de grafite

por um processo de custo inferior a producdo de nanotubos de carbono e
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grafeno (GENG et. al., 2009; SANDULESCU et. al., 2015). E, mesmo
assim, as nanoplaquetas de grafite podem apresentar propriedades
similares a desses materiais, como por exemplo, a elevada condutividade
térmica e elétrica que sdo atribuidas a sua estrutura lamelar. Quando
utilizada no preparo de eletrodos, as nanoplaquetas de grafite exfoliadas
(xGnPs) conferem uma melhora na condutividade do dispositivo, o que
acarreta em um aumento na sensibilidade de detecgdo. Estes eletrodos
podem ser aplicados na determinacdo de uma grande variedade
compostos de relevancia ambiental, alimentar e bioldgica (como as
catecolaminas, por exemplo) (ZANATO et. al., 2017).

15. CATECOLAMINAS

Catecolaminas sdo compostos organicos que contém um nucleo
catecol (fenol constituido por 2 grupos -OH ligados ao benzeno) ligado a
um grupo amina. Dentre as principais moléculas que constituem essa
classe de compostos, é possivel destacar a dopamina e seus precursores
(como a levodopa, por exemplo), epinefrina (adrenalina) e a
noradrenalina (norepinefrina) (GOODMAN et al., 2003; AMORIM et al.,
2007)

As catecolaminas desempenham importante papel como
neurotransmissores e homdénimos, exibindo efeitos excitatorios e
inibitérios no sistema nervoso periférico e no sistema nervoso central
(NALEWAJKO et al.,, 2007; SHAIDAROVA et al.,, 2008). Estas
moléculas podem influenciar a taxa metabolica, tanto por interferéncia na
funcéo enddcrina como na secrecdo de insulina, por exemplo. Além disso,

sdo marcadores importantes para o diagnostico de muitas doengas como
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esquizofrenia e doenca de Parkinson, (SZEPONIK et al., 1997
KATZUNG, 1998).

1.5.1. Dopamina

A dopamina, Figura 11, é uma catecolamina que apresenta papel
fundamental no funcionamento do sistema nervoso central, pois esta
diretamente envolvida no controle das fungdes motora, endécrina, de
recompensa e de cogni¢do (OAK et al., 2000; SOLICH et al., 2000;
CHEN e LIU, 2005; GOUYAL e BISOLI, 2011; HUANG et al, 2014;
IKEMOTO et al., 2015). Uma desregulacdo do sistema dopaminérgico
pode causar hiperatividade, déficit de atencdo, desordens de humor e
doencas neurodegenerativas (Alzheimer, esquizofrenia e Parkinson).
Assim, a quantificacdo deste neurotransmissor é fundamental para o
diagndstico, monitoramento e intervengdo farmacoldgica de diversos
disturbios (OAK et al., 2000; MOCELLINI et al., 2008; ADEKUNLE et
al., 2010). No Brasil sua comercializacdo geralmente é feita na forma de
ampolas injetaveis contendo 5,0 mg mL* de cloridrato de dopamina.
Desta forma, uma atengéo especial deve ser dada ao controle de qualidade

dessas formulagdes.

Figura 11. Estrutura quimica da dopamina.
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Diversas técnicas analiticas sdo empregadas para
quantificar dopamina em amostras farmacéuticas e fluidos biolégicos e,
dentre as quais estdo incluidas a espectrofotometria (SOLICH et al.,
2000; MONIRUZZAMAN et al., 2010), a cromatografia (CHEN e LIU,
2005; FERREIRA et al., 2009), a quimioluminescéncia (LUI et al.,
2012), a eletroforese capilar (VUORENSOLA et al., 2003; WEI et al.,
2005) e os métodos eletroquimicos (SUN et al., 2007; MOCELLINI et
al., 2008; JOSHI et al., 2012; YANG et al., 2012; WANG et al., 2014).
No entanto, muitas destas técnicas envolvem pré-tratamento das
amostras, alto tempo de analise e custo elevado. Neste sentido, a
aplicacdo de técnicas eletroanaliticas associadas com eletrodos
quimicamente modificados sdo uma alternativa atraente devido ao seu
baixo custo, rapido tempo de analise, bons limites de deteccdo, precisdo
e elevada sensibilidade (SOLICH et al., 2000, CHERNYSHOV et al.,
2008; IZAOUMEN et al., 2009; ENSAFI et al., 2011; GOYAL e
BISHNOI, 2011).

Muitos trabalhos recentes mostram a utilizacdo de técnicas
eletroquimicas na determinacéo de dopamina em amostras farmacéuticas
e em fluidos biol6gicos, combinadas ao desenvolvimento de eletrodos
com diferentes estratégias de modificacdo (enzimas, nanomateriais,
filmes organizados, entre outros) (ROSSATO et al., 2001; FREIRE et al.,
2003; KATO et al., 2005; CODOGNOTO et al., 2007; MOCELLINI et
al., 2008; MANJUNATHA et al.,, 2010). Raghu e colaboradores
construiram um biossensor para a determinacao de dopamina baseado na
combinacdo entre a enzima peroxidase e nanotubos de carbono
imobilizados em filme de poli(Gli), construido a partir da polimerizacdo

de glicina por voltametria ciclica. O método proposto apresentou boa
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sensibilidade e baixo limite de detec¢do (0,6 umol L) (RAGHU et al.,
2014).

Em fluidos bioldgicos, a dopamina coexiste com &cido Urico e
acido ascérbico. Assim, muitos autores investigam o efeito destas
substancias sobre a resposta analitica de dopamina e propdem a
determinacdo simultanea desses analitos (MANJUNATHA et al., 2010;
LIU, et al., 2012; YANG, et al., 2012; ZOU et al. 2015). Em um estudo
feito por Zou e colaboradores, foi desenvolvido um biossensor
funcionalizado com H-GO (compésito de hemina em folhas de grafeno)
para a determinacdo simultanea de acido ascorbico (AA), dopamina (DA)
e acido Urico (UA). O biossensor proposto apresentou boa seletividade,
alcangando a determinacéo simultanea dos trés tipos de moléculas com
limites de deteccdo de 0,3 umol L para AA; 0,17 umol L para DA e
0,17 umol L para UA (ZOU et al., 2015).

1.5.2. Levodopa

A levodopa (Figura 12) é uma catecolamina utilizada como
medicamento de longo prazo para o tratamento dos sintomas da doenca
de Parkinson, segunda doenca neurodegenerativa mais comum em todo o
mundo (CONNOLLY, 2014; LIN et al., 2015).

Figura 12. Estrutura quimica da levodopa.
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O mal de Parkinson é uma doenca crbnica e progressiva, sendo
caracterizada por um déficit de dopamina no cérebro, algo que afeta em
torno 1% da popula¢do com mais de 60 anos. Clinicamente se manifesta
por meio de tremor, rigidez, postura flexionada e instabilidade postural
(CONNOLLY, 2014; FAHN et. al.,2004). Uma terapia com levodopa,
embora ndo seja alterado o processo neurodegenerativo subjacente, pode
melhorar a qualidade de vida do portador da doenca. Isto porque, a terapia
com levodopa trabalha para reabastecer a dopamina que ndo pode ser
administrada, pois ndo é capaz de ultrapassar a barreira hemato-
encefalica. A levodopa, por sua vez, é capaz de quebrar a barreira hemato-
encefalica quando absorvida na corrente sanguinea sendo transportada
para o0 cérebro, onde é convertida em dopamina pela enzima dopa-
descarboxilase (FAHN et. al.,2004). Desta forma, o déficit de dopamina
¢ corrigido, porém de forma inespecifica (PARKINSON STUDY
GROUP, 2004; FAHN et. al.,2004).

Devido a relevancia clinica e farmacol6gica da levodopa € de suma
importancia o desenvolvimento de métodos analiticos precisos, simples e
rapidos para a sua determinacdo em formulagdes farmacéuticas
(BEITOLLAHI et. al., 2011; LIN et al., 2015). Varios métodos descritos
na literatura para determinagdo de levodopa utilizam técnicas de
espectrofotometria (CHAMSAZ et. al., 2007; ABDEL-GHANY et. al.,
2017), cromatografia (MILLER et. al, 1993; BRANOWSKA e
PLONKA, 2008), entre outras (CHEN et. al., 2005; ZHAO et. al., 2007).
Entretanto, as técnicas mencionadas possuem alto custo de
instrumentacdo e reagentes. Neste sentido, os métodos eletroquimicos

vém ganhando destaque pois fornecem desempenho analitico notavel
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com a vantagem de apresentarem baixo custo (WANG et. al., 2013;
REZAEI et. al., 2016).

Benvidi e colaboradores desenvolveram um  eletrodo
guimicamente modificado para determinar simultaneamente levodopa,
acido urico e acido folico. O dispositivo foi preparado a partir da
modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo com uma monocamada
automontada de 6xido de grafeno (RGO), nanoparticulas de ouro (AuNP)
e 2-(3,4-di-hidroxi fenil) benzotiazole (DHB). O método apresentou boa
repetibilidade, estabilidade e baixo limite de deteccdo para levodopa (18,0
nmol L?1) (BENVIDI et. al,2015). No trabalno de Takeda e
colaboradores um novo eletrodo para a detec¢édo de levodopa e carbidopa
foi construido a partir da modificacdo da superficie de um eletrodo de
carbono vitreo com nanotubos de carbono de paredes multiplas
funcionalizadas (MWCNT) imobilizados em um filme de poli(alilamina
hidroclorada)(PAH). As curvas de calibracdo obtidas por voltametria de
pulso diferencial foram lineares de 2,0 a 27,0 umol L para a levodopa e
de 2,0 a 23,0 umol L para a carbidopa, com limites de deteccéo de 0,84
umol Lt e 0,65 pmol L?, respectivamente. O método proposto foi
empregado com sucesso para a determinacdo de levodopa e carbidopa
(com a um nivel de confianca de 95%) (TAKEDA et. al., 2016). Um
eletrodo para a deteccdo de levodopa baseado em um filme de quitosana
com dopagem de grafeno impresso, foi desenvolvido por Lin e
colaboradores. O eletrodo exibiu seletividade e baixo limite de deteccdo
para a levodopa (0,012 pumol L), demostrando ser promissor para a
determinacdo deste analito em amostras farmacéuticas e plasma
sanguineo humano com recuperagdes variando de 95,0 a 108,0% (LIN,
et. al., 2015).
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1.6. ELETRODOS DE CARBONO

Por apresentarem caracteristicas interessantes como ampla janela
de potencial, inércia eletroquimica e boa estabilidade térmica, eletrodos
a base de carbono costumam ser muito utilizados em eletroanalises.
Outro ponto positivo da utilizagdo deste substrato, esta na possibilidade
de modificar seu material interno/superficie com uma grande variedade
de compostos (materiais nanoestruturados, biomateriais, polimeros,
liquidos ibnicos, entre outros), caracteristica muito apreciavel quando
se busca o desenvolvimento de EQMs e biossensores cada vez mais
sensiveis (SZUNERITS e BOUKHERROUB, 2008; OISHI, 2009).
Dentre os substratos mais utilizados nos eletrodos de carbono,
destacam-se o carbono vitreo, a pasta de carbono, o diamante dopado
com boro e os eletrodos de carbono impressos (SZUNERITS e
BOUKHERROUB, 2008).

1.6.1. Eletrodo de pasta de carbono

O eletrodo de pasta de carbono (CPE — carbono paste electrode)
consiste basicamente em uma pasta homogeneizada, formada por pd de
grafite com alta pureza quimica e baixa capacidade de adsorcdo de
impurezas eletroativas e um aglutinante ndo condutor (6leo mineral, em
geral), que impede que a pasta seja lixiviada para a solugdo. O contato
elétrico desse eletodo é estabelecido por um fio de cobre (PEREIRA et
al., 2002).

Os eletrodos preparados a base de pasta de carbono apresentam

algumas vantagens sobre os demais substratos (ouro, platina, carbono
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vitreo) como baixo custo e facilidade de renovacdo da superficie. Além
disso, é possivel realizar uma grande variedade de modificacdo do seu
material interno com materiais bioldgicos, nanomateriais, complexos
metalicos, moléculas anfifilicas, por exemplo. Estas modificagdes podem
ajudar a diminuir o limite de deteccdo e aumentar a seletividade das
determinacdes (LUl e ABRUNA et al., 1989; OLIVEIRA et al., 2006;
FRANSOI et al., 2011; ZAPP et al., 2011; PUSH et al., 2013).

O CPE também pode ser construido com a substituicdo (total ou
parcial) do 6leo mineral por um liquido iénico hidrofébico (IL - ionic
liquid) que melhora as propriedades do eletrodo, devido especialmente a
alta condutividade desses materiais, incluindo aumento da sensibilidade
analitica e da reversibilidade das reacfes (LUl et al., 2005; WEI e
IVASKA, 2008; FRANZOI et al., 2011; OPALLO e LESNIEWSKI,
2011).

Sun e colaboradores desenvolveram um eletrodo a base de pasta
de carbono com substituicdo total do aglutinante (parafina, neste caso)
pelo liquido i6nico hexafluorofosfato de n-butil piridina (BPPFs). Este
eletrodo foi aplicado na determinacdo de dopamina em amostras
farmacoldgicas injetaveis. O eletrodo demostrou limite de deteccdo de
0,70 umol L e baixa interferéncia sendo capaz de distinguir compostos
gue normalmente coexistem em fluidos bioldgicos (acido ascérbico,
acido Urico e dopamina) (SUN et al., 2007). Zapp e colaboradores
propuseram um biossensor, a base de pasta de carbono, composto por
nanoparticulas de ouro estabilizadas em liquido idnico hidrofébico (Au-
BMIL.PF6) e enzima peroxidase imobilizada em argila para a
determinacdo de compostos fenolicos em amostras de cha preto. Apos a

otimizagdo do método, o hiossensor apresentou limite de detecgdo de 0,11
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umol L e boa repetibilidade entre as medidas. Neste caso, 0 aglutinante
(6leo mineral nujol) foi substituido parcialmente pelo IL (ZAPP et al.,
2011).

1.6.2. Eletrodo de carbono vitreo

O carbono vitreo pode ser considerado um material com grande
importancia tecnoldgica pois apresenta propriedades muito atrativas nas
guais se destacam a excelente condutividade elétrica e térmica, a
biocompatibilidade, a inércia quimica, a baixa porosidade
(impermeabilidade a gas), a superficie polida e a boa rigidez mecanica,
podendo ser aplicado nas industrias médicas, aeroespacial e quimica, por
exemplo (BOTELHO et. al., 2001; GONCALVES, 2007).

O carbono vitreo esti entre os substrados mais utilizados em
eletroanalises, pois oferece ampla janela de potencial de trabalho, baixa
corrente capacitiva, boa condutividade e biocompatibilidade, além de ser
guimicamente inerte. Estas caracteristicas também favorecem a
modificacdo da superficie de eletrodos de carbono vitreo (GCE) com
materiais que sdo capazes de melhorar ainda mais o desempenho deste
eletrodo (SUN, 2006; ZUCONELLI, 2009).

Wang e colaboradores depositaram folhas de grafeno sobre a
superficie de um GCE e utilizaram este eletrodo modificado na deteccéo
de levodopa e carbidopa em farmacos. As correntes de pico mostraram
uma resposta linear para ambas as catecolaminas na faixa de 1-16 umol
Lt com limite de deteccéo de 0,80 umol L* para a levodopa e 1,80 umol
L, para a carbidopa (WANG et. al.; 2013). Zanato e colaboradores

utilizaram um GCE como plataforma para a fabricagdo de um
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imunossensor sem marcacao (label-free) para a microcistina-LR, baseado
em nanoplaquetas de grafite exfoliadas e nanoparticulas de prata. O
imunosensor foi aplicado na detec¢do de MC-LR em &gua do mar com
limite de deteccédo de 0,017 ng mL* (ZANATO et. al.; 2017).
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Aplicar materiais nanoestruturados (nanoparticulas metalicas e
nanoplaquetas de grafite exfoliadas) no desenvolvimento de novos

eletrodos para a determinacdo de dopamina e levodopa em farmacos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Biossensor constituido por nanoparticulas de ouro
estabilizadas em poli(alilanina hidroclorada) e decoradas com lacase

para a determinacdo de dopamina

e Obter uma solucdo enzimatica da LAC, produzida por
microrganismos geneticamente modificados (Aspergillus oryzae), a partir
de microesferas;

e Determinar a atividade da enzima pelo método espectrofotométrico;
e Sintetizar nanoparticulas de ouro (AuNP) estabilizadas em
poli(alilamina hidroclorada) (PAH);

e Caracterizar o nanomaterial por microscopia eletrénica de transmisséo
(TEM), potencial Zeta e espectrofotometria UV-Vis;

¢ Imobilizar a enzima no suporte nanoestruturado;

e Construir um biossensor a partir da modificacdo interna de um

eletrodo de pasta de carbono com LAC imobilizada em AuNP-PAH;
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e Otimizar os parametros experimentais do método: natureza e pH do
eletrolito suporte, propor¢cdo dos modificadores e parametros da técnica
voltamétrica escolhida;

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

e Realizar estudos eletroquimicos (CV e EIS) para caracterizar o
biosssensor;

e Avaliar a seletividade do método proposto por estudos de
interferentes;

e Auvaliar a precisao por estudos de repetibilidade (intra-dia e inter-dia)
e repetibilidade entre eletrodos;

e Avaliar a estabilidade do biossensor proposto;

e Aplicar o biossensor na determinacdo de dopamina em formulagdes
farmacéuticas e comparar os resultados com um método oficial ou

comparativo.

2.2.2. Eletrodo quimicamente modificado com nanoplaquetas de
grafite exfoliadas e nanoparticulas de ouro estabilizadas em

caboximetilcelulose para a determinagdo de levodopa

e Sintetizar nanoparticulas de ouro (AuNP) estabilizadas em
carboximetilcelulose (CMC);

e Preparar um nanocompésito hibrido (AuNP-CMC-xGnP), a partir da
dispersdo de xGnP em AuNP-CMC;

e Caracterizar 0s nanomateriais por TEM, potencial Zeta e

espectrofotometria UV-vis;
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e Caracterizar a morfologia da superficie do eletrodo nanoestruturado
por microscopia eletrénica de varredura com emissédo de campo (SEM-
FEG);

e Construir um eletrodo a partir da modificacdo da superficie de um
eletrodo de carbono vitreo com filme de AUNP-CMC-xGnP;

e Otimizar os pardmetros experimentais do método (natureza e o pH do
eletrélito de suporte, proporcdo dos modificadores e os parametros da
técnica voltamétrica escolhida);

e Construir diferentes eletrodos a fim de investigar a contribuicdo
individual de cada nanomaterial utilizado como modificador;

e Realizar estudos eletroquimicos (CV e EIS) para a caracterizacdo do
eletrodo;

e Auvaliar a seletividade da metodologia por estudos de interferentes;

e Investigar a precisdo a partir de estudos de repetibilidade (intra-dia e
entre eletrodos);

e Aplicar o eletrodo proposto na quantificacdo de levodopa em amostra
de farmaco e comparar os resultados com um método espectrofotométrico

utilizado como referéncia.
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CAPITULO 3: BIOSSENSOR CONSTITUIDO POR
NANOPARTICULAS DE OURO ESTABILIZADAS EM
POLI(ALILAMINA HIDROCLORADA) E DECORADAS COM
LACASE PARA A DETERMINAGCAO DE DOPAMINA

Publicado em: Analyst, 141, 216-224, 2016.

3.1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos uma atencdo consideravel tem sido dada a
aplicacdo de AuNPs em sistemas de biossensoriamento (CASTANEDA
et. al.,, 2007; ANSARI e HUSAIN, 2012). Isso porque, além de
apresentarem atividade catalitica e boa condutividade elétrica, estas
nanoparticulas também  apresentam  biocompatibilidade, baixa
citotoxicidade e ampla area superficial para interacdo com biomoléculas,
0 que as tornam excelentes plataformas para a imobilizacdo de enzimas
como a lacase, por exemplo (PUMERA et. al., 2011). Devido a sua
capacidade de catalisar reaces de oxidacdo, a LAC é frequentemente
utilizada na construcdo de biossensores para a quantificacdo de uma
grande variedade de compostos fendlicos, nos quais incluem as
catecolaminas como a dopamina (RIVA, 2006; FERNANDES et. al.,
2013).

A dopamina desempenha importante papel no sistema nervoso
central, controlando fun¢des enddcrinas e motoras (GOUYAL e BISOLL,
2011). Desta forma, o desenvolvimento de métodos sensiveis capazes de
quantificar dopamina é fundamental para auxiliar no diagnéstico e na
intervencdo farmacoldgica de uma série de doencas (OAK et al., 2000;
ADEKUNLE et al., 2010).
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Neste trabalho, AuNP-PAH foram sintetizadas, caraterizadas e
utilizadas como plataforma para a imobilizagdo da LAC. O nanomaterial,
AUNP-PAH-LAC, foi aplicado com sucesso no desenvolvimento de um
novo biossensor para a determinacdo de dopamina em amostras

farmacéuticas por SWV.

3.2. PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1. Regentes e solucbes

Todos os reagentes utilizados no preparo das solugfes foram
obtidos comercialmente em grau analitico e ndo passaram por etapas
extras de purificacdo. As solugbes foram preparadas diariamente
utilizando &gua ultrapura, obtida de um sistema Milli-Q (Millipore, EUA)
com resistividade de 18,2 MQ cm™.

Poli(alilamina hidroclorada) (PAH, MM = 58 000 g mol), acido
cloroaurico (HAuCl.), borohidreto de sodio (NaBH,), ferricianeto de
potassio (Ks[Fe(CN)g]), ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]), 2,2°-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS), acido ascérbico,
acido citrico, acido Urico, glicose, cafeina, dopamina, carbidopa,
epinefrina e levodopa foram obtidos de Sigma-Aldrich. Enzima LAC,
produzida por microrganismos geneticamente modificados (Aspergillus
oryzae), foi fornecida pela Novozymes (Dinamarca) sob o nome
comercial Denilite 1l BASE.

Solugdo padrédo aquosa de dopamina (1,0 mmol L) foi preparada
diariamente antes de cada estudo. Solu¢des de menor concentracdo foram

preparadas a partir desta solucdo estoque, por diluicdo apropriada.
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SolucBes de outras catecolaminas (epinefrina, levodopa e carbidopa)
foram preparadas de maneira semelhante e utilizadas no estudo de
interferentes. Soluctes tampdo fosfato (0,1 mol L*?), preparada pela
mistura de monohidrogenofosfato e dihidrogenofosfato de potéssio, e
tampao acetato (0,1 mol L), preparada pela mistura de acetato de sodio
e acido acético, foram utilizadas nos estudos de pH. O ajuste do pH destas
solucdes foi realizado, quando necessério, através da adigdo de hidroxido
de sddio, acido fosférico ou acido acético. Solucdes aquosas de NaBH.
(20 mmol L), HAuCls (0,1 mol L) e PAH (0,25 %; m/v) foram
utilizadas na sintese das nanoparticulas de ouro. Duas amostras de
cloridrato de dopamina injetavel (5,0 mg mL™) (A e B) foram fornecidas
pelo Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina
(HU-UFSC).

Para a construcdo do biossensor foi utilizado p6 de grafite
(Acheson 38, Fisher Scientific) como condutor, 6leo mineral nujol
(Aldrich) como agente aglutinante e AUNP-PAH-LAC como
modificador.

3.2.2. Instrumentacao e eletrodos

Medidas de voltametria de onda quadrada (SWV), voltametria de
pulso diferencial (DPV), voltametria linear (LSV) e voltametria ciclica
(CV) foram realizadas em um potenciostato/galvanostato (Autolab
PGSTAT 101) acoplado ao software NOVA (versdo 1.10) para a
aquisicdo dos dados. Medidas de espectrometria de impedancia
eletroquimica (EIS) foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
(Autolab PGSTAT128N) com médulo de impedancia FRA. Medidas de
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pH foram realizadas utilizando um pHmetro da Micronal modelo B-475
contendo um eletrodo de vidro combinado. Um banho de ultrassom,
Unique 1400A, foi utilizado no preparo das solucbes e amostras. As
imagens de TEM foram realizadas no Laborat6rio Central de Microscopia
Eletrénica da Universidade Federal de Santa Catarina (LCME-UFSC)
utilizando um microscdpio eletrénico JEOL JEM-1011 operando a 100
keV. O potencial Zeta foi obtido utilizando um sistema de Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments, UK). Medidas espectrofotométricas foram
obtidas com um espectrofotdbmetro UV-vis Cary 60 (Agilent
Technologies, EUA).

3.2.3. Obtencao da solucéo enzimatica e determinacéo da atividade

Para o preparo da solucdo enzimatica, 5,0 g de LAC imobilizadas
em microcdpsulas foram maceradas no decorrer de 30 minutos com
auxilio de almofariz e pistilo. Este material foi transferido a um béquer
contendo 50 mL de solucédo tampéo acetato (0,1 mol L*; pH 5,0), onde
foi submetido a agitagdo magnética durante 25 minutos a temperatura
ambiente (= 25 °C). Na sequéncia, a mistura foi filtrada utilizando um
papel filtro pregueado de porosidade de 14,0 mM e armazenada em um
frasco &mbar sob refrigeracéo a baixa temperatura (= 4 °C) para preservar
a atividade enzimética. A solucdo enzimatica obtida foi utilizada como
fonte de LAC para a construcdo dos biossensores.

A atividade da enzima foi determinada por espectrofotometria UV-
vis em 420 nm acompanhando a variacdo da absorvancia da reagdo de
oxidacdo do substrato ABTS (verde claro) pela LAC, com formacéo do

cation radical ABTS-" (azul-esverdeado forte). Em uma cubeta de quartzo
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com capacidade para 3,0 mL foram adicionados 2,8 mL da solucdo de
ABTS (0,50 mmol L) e 0,20 mL da solucéo enzimatica diluida (100x).
As medidas de absorvancia foram realizadas em triplicatas e sua média
utilizada para construir o grafico de absorvancia vs. tempo (min). Os
valores foram registrados a cada 20 segundos, do inicio da reacdo, até que
se completasse 3 minutos (MINUSSI et al., 2003; COUTO et al., 2006).

3.2.4. Sintese e caracteriza¢io das AUNP-PAH e AUNP-PAH-LAC

AUNP-PAH foram sintetizadas a partir do seguinte procedimento:
200 pL de uma solugdo aquosa de HAUCI: (0,1 mol L*) foram
adicionados a 10,0 mL de uma solucdo aquosa de PAH 0,25% (m/v),
mantendo agitacdo mecénica durante 10 minutos. Apos este tempo, 400
UL de uma solucdo aquosa de NaBH, (0,02 mol L) foram adicionados
vigorosamente a mistura, mantendo a agitagdo mecénica por
aproximadamente 45 minutos. Ao final da reacdo, obteve-se uma
dispersdo com coloracdo vermelha intensa caracteristica de AuNPs. A
formagdo de AuNP-PAH foi confirmada por espectrometria UV-vis e
TEM. Apds a sintese, a dispersdo de AUNP-PAH foi pré-concentrada 10
vezes, com o0 auxilio de uma centrifuga (15000 rpm & 4°C) (SILVA et al.,
2015).

A caracteriza¢do do nanomaterial foi feita por espectrofotometria
UV-vis, potencial Zeta e TEM. As amostras para as analises de TEM
foram preparadas por deposigdo das dispersdes em um “gride” de cobre
revestido com carbono. O tamanho médio das particulas foi determinado
por contagem de aproximadamente 300 particulas, usando o software
ImageJ (SCHNEIDER et al., 2012).
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A imobilizacdo da enzima no nanomaterial foi realizada pela
mistura da solugdo enzimatica com a dispersdo de AuNP-PAH pré-
concentrada (1:1, v/v), acompanhada pela mudanca na cor da dispersao
de vermelha para violeta. AuNP-PAH-LAC foram utilizadas na

construcdo de um novo biossensor para a determinacdo de dopamina.

3.2.5. Construcgdo do biossensor

O biossensor proposto foi preparado a partir da modificacdo do
material interno de um eletrodo de pasta de carbono (CPE) no decorrer de
4 etapas. Primeiro, 50 pL da dispersdo de AuNP-PAH-LAC (1:1, v/v)
foram adicionados a 150 mg de grafite em p6 (etapa de adsorcdo do
nanomaterial no material condutor). Esta mistura ficou em um dessecador
sob vacuo por aproximadamente 30 minutos (etapa de secagem). Na etapa
de homogeneizacdo, 50 mg de 6leo mineral (nujol) foram adicionados e
a mistura macerada por 10 minutos com o auxilio de almofariz e pistilo.
Por fim, a pasta obtida foi transferida para uma seringa de plastico
(capacidade: 1,0 mL; didmetro interno: 1,0 mm) e um fio de cobre foi
inserido para estabelecer o contato elétrico (etapa de construgdo). O
biossensor preparado (AuNp-PAH-LAC/CPE) foi utilizado como o
eletrodo de trabalho e aplicado no desenvolvimento de uma metodologia
eletroanalitica para a determinagéo de dopamina em farmacos.

Outros eletrodos também foram construidos, de maneira
semelhante ao biossensor proposto, a fim de avaliar a contribuicdo de
cada modificador separadamente. Quatro diferentes eletrodos foram
preparados: um eletrodo de pasta de carbono convencional (CPE —

eletrodo sem modificacdo), um eletrodo modificado com PAH
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(PAH/CPE), um eletrodo modificado com AuNP-PAH (AuNP-
PAH/CPE) e um biossensor modificado com LAC livre (LAC/CPE).
Todas as proporcdes dos modificadores utilizados na construcdo dos

eletrodos foram estudadas a fim de se obter a melhor resposta analitica.

3.2.6. Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas (CV, SWV, DPV, LSV e EIS) foram
realizadas a temperatura ambiente (= 25 °C) em uma célula contendo 10,0
mL do eletrélito de suporte e o volume requerido da solucdo padréo ou
da amostra. Todos os experimentos foram feitos empregando o sistema
convencional de trés eletrodos: o biossensor como eletrodo de trabalho,
uma placa de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCI
(KCI 3,0 mol L) como eletrodo de referéncia. Antes das medidas as

solucdes foram agitadas por 60 segundos.

3.2.7. Preparo da amostra e determinagdo de dopamina em farmaco

Amostras de cloridrato de dopamina injetavel (A e B) foram
fornecidas pelo Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU-UFSC) e aplicadas na determinacdo de dopamina
utilizando o biossensor proposto e um método de referéncia (UNITED
STATES PHARMACOPEIA NATIONAL FORMULARY, 1995). O
método de adi¢do padréo foi utilizado para a determinacéo de dopamina
empregando a SWV com seus parametros otimizados (frequéncia de 10
Hz, amplitude de 60 mV e incremento de 5 mV). Aliquotas das amostras

previamente preparadas e diluidas foram transferidas para uma célula
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eletroquimica contendo 10 mL do eletrélito de suporte (tampéo fosfato
0,1 mol L; pH 6,0) e o teor de dopamina foi determinado ap6s sucessivas
adicOes de uma solugdo padrdo de dopamina (1,0 mmol L1). Todas as
medidas foram realizadas em triplicatas e a quantifica¢do foi baseada nas
correntes resultantes (em potencial de aproximadamente +0,17 V vs.
Ag/AgCIl). Para fins de comparacdo, as amostras também foram
analisadas pelo método espectrofotométrico padrdo recomendado pela
farmacopéia americana para a determinagdo de dopamina em amostras

farmacéuticas.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.3.1. Determinacdo da atividade e avaliacdo da estabilidade

enzimatica

A atividade enzimatica (unidades mL?) pode ser definida como a
guantidade de enzima necessaria para oxidar 1 umol de substrato por
minuto nas condigdes estabelecidas no ensaio (temperatura, pH e
concentracdo do substrato). Desta forma, a atividade da enzima é um
pardmetro importate para avaliar a sua atividade catalitica
(BOURBONNAIS et al., 1998).

A atividade da LAC foi determinada por espectrofotometria UV-
vis no comprimento de onda de 420 nm, acompanhando a variacdo de
absorvancia no decorrer da rea¢do de oxidagao do substrato ABTS (g =
36.000 L mol+ cm), que possui cor verde clara, pela enzima, com
formacéo do céation radical ABTS* (Figura 13), que apresenta cor azul

esverdeada intensa, conforme descrito na sec¢éo 3.2.3.
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Figura 13. Reacdo de oxidacdo do ABTS pela LAC, com a formacéo do
cation radical ABTS* (adaptado de CHILDS e BARDSLEY, 1975).
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Figura 14. Variacdo da absorvancia do cation radical ABTS™ formado
na reacao de oxidacdo do ABTS pela LAC em func¢do do tempo.
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Onde:

Atividade = atividade enzimatica (unidade mL™; unidade = pmol min)
AAbs t = variacdo da absorbancia com o tempo (mint)

&€ 420nm = absortividade molar do ABTS (36.000 L mol* cm™t)

b = caminho optico (1 cm)

VT = volume total utilizado no ensaio (mL)

VE = volume da solucdo enzimética (mL)

FD = fator de diluicdo (dilui¢do da solucdo de LAC: 100x)

A partir da inclinacdo do grafico de absorvancia vs. tempo (Figura
14), foi possivel calcular a atividade da LAC de acordo com a equagéo 1.
Considerando a equagéo da reta: Abs = 6,45 x 10 +£ 5,92 x 10 + 0,373
+ 3,63 x 103 t, (r? = 0,9997) onde Abs corresponde a absorvancia e t ao
tempo em minutos, o valor médio obtido nesse estudo foi de
aproximadamente 15,5 unidades de LAC por mililitro de solugédo
enzimatica. Este valor é considerado apropriado para este tipo de enzima
e esta de acordo com os obtidos na literatura por Brondani e colaboradores
(17,1 U/mL) e Franzoi (14,6 U/mL) (FRANZOI, 2011; BRONDANI et
al., 2013)

Para avaliar a estabilidade da solugdo enzimética (estocada sob
refrigeracdo a 4 °C) com o decorrer do tempo, corridas cinéticas foram
realizadas em um periodo de 50 dias desde a preparacdo da solucdo. Os
resultados deste estudo estdo apresentados na Figura 15, que fornece a
relagdo entre a atividade enzimatica e o periodo de estocagem da solug&o.
Como pode ser observado, nos primeiros 25 dias ndo houve perda
significativa da atividade. Porém, uma diminuicdo consideravel da

atividade enzimatica foi observada ap6s esse periodo, sendo reduzida a
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cerca de 60% de seu valor inicial em 50 dias. Portanto, para assegurar
uma boa reprodutibilidade e desempenho analitico, os biossensores foram
construidos com solugdes enzimaticas estocadas em um periodo inferior
a 25 dias.

Figura 15. Estudo da atividade enzimatica da LAC durante o periodo de
estocagem (50 dias).
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3.3.2. Caracterizacdo do nanomaterial

A caracterizacdo das AUNP-PAH e AuNP-PAH-LAC foi realizada
por espectrofotometria UV-vis, TEM e medidas de potencial Zeta.

A microscopia eletronica de transmissdo permite caracterizar a
morfologia dos materiais. Desta forma, 0 TEM é uma das técnicas mais
utilizadas para caracterizar nanomateriais pois possibilita visualizar a
distribuicéo, forma e tamanho das particulas (WILLIAMS e CARTER,
1996). A Figura 16 apresenta as imagens de TEM para as dispersdes de
AuNP-PAH (vermelha) e AuNP-PAH-LAC (violeta). Como pode ser
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observado, as AUNP-PAH (Figura 16-A) possuem forma esférica e estdo
bem dispersas na rede polimérica sem apresentar sinais de agregagdo. O
didmetro médio dessas particulas foi estimado em aproximadamente 17,8
+ 0,3 nm, a partir de conjuntos de 300 particulas escolhidas
arbitrariamente das micrografias de TEM. Por outro lado, a disperséo
AUNP-PAH-LAC (Figura 16-B) apresentou algumas agregactes
(didmetro médio cerca de 57,4 + 0,2 nm). Este aumento no tamanho das
particulas é atribuido a presenca das moléculas anidnicas de LAC (pl <
4), que interagem com a superficie positiva das AuNP-PAH sob as
condi¢des utilizadas na imobilizacdo (pH = 6,0). Os histogramas
representados na Figura 18 mostram a distribuicdo de tamanho das
particulas, que pode ser razoavelmente bem ajustado por uma curva de
Gauss.
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Figura 16. (A) Imagens representativas de TEM para a dispersdo de
AUNP-PAH. (B) Imagens representativas de TEM para a disperséo de
AUNP-PAH-LAC. Abaixo: histograma baseado no tamanho de

aproximadamente 300 particulas.

OO et (A)

60

i 1004
< 45 7 < 80 §§
%30 % § * \ % N
< O S 40 \
@ % @ \
E 151 % E o] \ \
5 1PN s \
5 10 15 20 25 30 0 20 40 60 100
Diametro (nm) Diametro (nm)

Na Figura 17 é possivel observar o espectro UV-vis da dispersao
com banda plasmdnica de superficie em aproximadamente 530 nm (banda
caracteristica de nanoparticulas de ouro). A presenca da banda
plasménica do ouro indica a formacdo de nanoparticulas metélicas. Isto
porque, o efeito plasmon de superficie ocorre quando as dimensdes do
condutor s&o reduzidas e os elétrons livres na banda de condugéo sofrem
efeitos ressonantes (frequéncia em que os elétrons de conducdo oscilam

em resposta a radiagéo eletromagnética incidente) (SANTO et. al., 2016).
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Figura 17. Espectro UV-vis para a dispersdo de AuNP-PAH e para o

polimero PAH.
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O potencial Zeta € uma técnica utilizada para investigar a
estabilidade de dispersdes coloidais e reflete a carga efetiva das
particulas. Quanto maior o potencial Zeta, maior é a carga superficial das
nanoparticulas e, portanto, maior é a repulsdo eletrostatica entre elas.
Como as particulas possuem a mesma carga elas se repelem e essa forca
de protecdo supera a tendéncia de agregagdo por forcas atrativas (como
Van der Waals, por exemplo), tornando a dispersdo estavel (HUNTER,
1988). O potencial Zeta das AUNP-PAH foi estimado em + 56,5+ 2,1 mV
(n = 3), indicando uma superficie carregada positivamente. Considerando
que valores de potencial a cima de +/-30 mV séo associados a suspensdes
estaveis, é possivel concluir que as nanoparticulas sintetizadas
apresentaram boa estabilidade. Esta estabilidade pode ser atribuida a
efeitos de protecdo estéricos e eletrostaticos gerados pelas moléculas de

PAH que envolvem as AuNPs.
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3.3.3. Caracterizacao eletroquimica

A caracterizacgdo eletroquimica dos eletrodos foi realizada por CV
e EIS empregando 5,0 mmol L do par redox [Fe(CN)s]** (considerado
como sonda eletroquimica padrdo para estes tipos de analises) preparado
em KCI 0,1 mol L. Estes estudos permitiram avaliar, separadamente, a

contribuicéo de cada modificador utilizado na construcdo do biossensor.

3.3.3.1. Voltametria ciclica

A CV é uma técnica eletroquimica muito utilizada em andlises
qualitativas pois fornece informac@es acerca da cinética e termodindmica
de processos redox, auxiliando na caracterizacdo de eletrodos (BARD e
FAULKNER, 2001). A Figura 18 mostra os voltamogramas ciclicos para
o sistema [Fe(CN)s]®/* utilizando diferentes eletrodos: (a) LAC/CPE, (b)
CPE, (c) PAH/CPE, (d) AuNP-PAH-LAC/CPE e (e) AuUNP-PAH/CPE.
Como mostrado, um par de picos redox bem definido foi observado nos
eletrodos modificados: PAH/CPE, AuNP-PAH-LAC/CPE e AuUNP-
PAH/CPE. Estes eletrodos apresentaram um aumento na corrente de pico
e uma diminuicdo entre a distancia dos potenciais de pico (AEp) em
relacdo ao eletrodo sem modificacdo (b), o que indica um favorecimento
cinético e termodindmico da reacdo de oxirreducdo nestas superficies.
Também é possivel notar que o eletrodo AUNP-PAH/CPE apresentou
corrente maior que o0 AUNP-PAH-LAC/CPE. Isto porque, a enzima LAC
presente no biossensor é capaz de catalisar rea¢des de oxidagdo de uma

série de compostos (em especial compostos fendlicos), porém nédo
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contribui muito para a oxidacdo de alguns complexos metalicos, como o

[Fe(CN)]*"*, por exemplo.

Figura 18. CV voltamogramas para o sistema [Fe(CN)g]*/* (5,0 mmol L-
1 em KCI 0,1 mol L) empregando os eletrodos: (a) LAC/CPE, (b) CPE,
(c) PAH/CPE, (d) AuNP-PAH-LAC/CPE e (e) AuNP-PAH/CPE. Os

voltamogramas foram registrados em 40 mV s.
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3.3.3.1.1.  Estudo de velocidade

A Figura 19 mostra a influéncia da velocidade de varredura (v)
sobre o perfil voltamétrico da sonda redox [Fe(CN)s]3/*, obtido por CV,
na superficie do biossensor e no eletrodo sem modificacdo (CPE). As
medidas foram realizadas na faixa de 20 a 140 mV s* (com intervalos de
20 mV s). Como pode ser observado na Figura 19-A” e B’, as correntes

de reducdo e oxidacdo aumentaram linearmente com o aumento da raiz
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guadrada da velocidade de varredura (linearizacdo da equacdo de
Randles-Sevcik) para os dois eletrodos investigados, indicando que o
sistema € controlado pela difusdo da espécie eletroativa nestas
superficies. Além disso, 0 mecanismo de transporte de massa também foi
investigado pelo gréafico de log i, vs. log v (Figura 19-A” ¢ B”).
Inclinagdes de 0,323 (espécie oxidada) e 0,324 (espécie reduzida) para o
biossensor e 0,349 (espécie oxidada) e 0,294 (espécie reduzida) para o
CPE confirmam que o processo redox nessas superficies é controlado
exclusivamente por difusdo, uma vez que, estes valores estdo proximos
ao esperado na literatura para processos regidos por este transporte de
massa (inclinag¢Ges de = 1,0 correspondem a adsorcéo e inclinagdes de =~
0,5 a difusdo (GOSSER, 1993)).

Comparando os voltamogramas obtidos nas diferentes superficies
(com e sem modificacdo), também é possivel observar um aumento
consideravel nas correntes de pico e uma diminuicdo da distancia entre os
potenciais (AE,) para o biossensor proposto em relacdo ao CPE,

indicando que o processo redox é mais favorecido nesta superficie.
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Figura 19. (A) CV voltamogramas obtidos com o CPE utilizando 5,0
mmol Lt de [Fe(CN)s]*’* em KCI 0,1 mol L%, em diferentes velocidades
de varredura (20 - 140 mV s?). (A”) ip vs. V2. (A”) log ip vs. log v. (B)

CV voltamogramas obtidos com o biossensor utilizando as mesmas

condicOes experimentais do CPE. (B’) i, vs. V2. (C”) log ip vs. log v.
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3.3.3.2. Impedancia eletroquimica

A EIS foi a técnica utilizada para investigar as alteragdes de
impedancia causadas pela presenca de diferentes modificadores na
superficie do eletrodo. Esta técnica ajuda a avaliar as propriedades da
interface eletrodo/solugdo, principalmente no que diz respeito a cinética
de transferéncia de elétrons.

Os fendbmenos localizados na interface eletrodo/solucdo séo
representados pelo circuito de Randles-Ershler (inserido na Figura 20-A).
Este circuito considera a separacdo dos eventos capacitivos dos
associados ao processo de transferéncia de elétrons que é representado
pela resisténcia de transferéncia de carga (Rc), resisténcia da solugdo (Rs)
e resisténcia referente ao processo de difusdo linear conhecida como
impedancia de Warburg (Rw). Nos diagramas de Nyquist (representados
na Figura 20), a Rt corresponde a parte semicircular e pode ser calculada
a partir do diametro do semicirculo, enquanto que a parte linear representa
0s processos de difusdo. Quanto menor for a Re, menor sera a resisténcia
a transferéncia de cargas e melhor serd o controle cinético na superficie
do eletrodo (FENG et al., 2005; ZHAO et al., 2008). Esta melhora na
transferéncia de cargas € um processo esperado para eletrodos
modificados em comparacao ao eletrodo base (sem modificagéo).

Por conseguinte, um estudo de EIS utilizando 5,0 mmol L* da
sonda redox [Fe(CN)e]*"* foi realizado a fim de avaliar o efeito dos
modificadores na resisténcia a transferéncia de carga (Rct) dos diferentes
eletrodos construidos. A Figura 20 mostra os diagramas de Nyquist e o
circuito de Randles-Ershler obtidos para os eletrodos estudados. Como é

possivel observar, o eletrodo modificado com a enzima livre (LAC/CPE,
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Figura 20-a) causou um aumento consideravel na Rc (18,8 kQ) em
relagdo ao eletrodo sem modificagdo (CPE, R¢t 15,1 kQ2). Este aumento ja
era esperado pois, macromoléculas como a LAC, em geral, blogueiam a
superficie de eletrodos (por causa do seu tamanho) aumentando a
resisténcia a transferéncia de cargas. Por outro lado, modificagdo com
AuUNP-PAH (Figura 20-e) causou um decréscimo significativo da Ret
(3,05 kQ), em relagdo ao CPE, sendo este o eletrodo que apresentou a
melhor transferéncia de cargas. Isto pode ser explicado pela elevada
condutividade das AuNP-PAH. Quando a LAC foi imobilizada no
nanomaterial (AuNP-PAH-LAC/CPE, Figura 20-d) um ligeiro aumento
da Re (3,74 kQ) em comparacdo ao eletrodo AuNP-PAH/CPE foi
observado, devido a presenca da macromolécula (coerente com o0s
resultados apresentados na Figura 18). Ainda assim, o valor da R foi
muito inferior ao obtido com os eletrodos CPE e LAC/CPE, devido a
presenca do nanomaterial, comprovando assim a efetiva imobilizagdo da
enzima. Por fim, o PAH/CPE (Figura 20-c) também apresentou R (5,02
kQ) menor que o CPE devido a presenca de cargas na estrutura deste

polimero.
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Figura 20. EIS para o sistema [Fe(CN)s]*"* empregando os eletrodos: (a)
LAC/CPE, (b) CPE, (c) PAH/CPE, (d) AuNP-PAH-LAC/CPE e (e)
AUNP-PAH/CPE. Amplitude da perturbacdo aplicada foi de 10 mV,
potencial de circuito aberto, e a faixa de frequéncia aplicada de 100.000

a 0,1 Hz. Inserido: circuito de Randles-Ershler.
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3.3.4. Comportamento eletroquimico da dopamina

O comportamento eletroquimico da dopamina na superficie do
biossensor proposto e na superficie do CPE foi investigado por CV, a fim
de avaliar o perfil voltamétrico e o tipo de reagdo (reversivel, irreversivel
ou quase-reversivel) em cada eletrodo. Nos voltamogramas da Figura 21
é possivel observar que a reacdo de oxirreducao da dopamina é favorecida
na superficie do biossensor pois, apresenta maior corrente de pico e
melhor perfil voltamétrico em relacdo ao eletrodo sem modificacdo. A
reversibilidade da reacdo também é melhorada nesta superficie, seguindo
um perfil quase reversivel com AE, de 0,085 V, enquanto a distancia entre
0s picos para o CPE é de 0,177 V. Outro pardmetro que também vale

ressaltar € a razdo entre as correntes de pico (ipa/ipc) que para o biossensor
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foi de aproximadamente 1,0, indicando que a quantidade de espécies que
reduziram também oxidaram nesta superficie. Estes resultados mostram

gue o biossensor proposto é promissor para a determinagdo deste analito.

Figura 21. CV voltamogramas para a dopamina (47,6 umol L71)
registrados em 40 mV s utilizando os eletrodos: (a) CPE e (b) biossensor

em tampao fosfato (0,1 mol L; pH 6,0).
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3.3.5. Principio de funcionamento do biossensor

O principio de funcionamento do biossensor é ilustrado na Figura
22 e baseia-se no processo de oxidacdo enzimatica. Neste processo, a
dopamina em contato com a LAC (imobilizada em AuNP-PAH), na
presenca de oxigénio molecular, é oxidada para a sua respectiva o-
guinona e, subsequentemente reduzida eletroquimicamente na superficie
do biossensor a um potencial de +0,17 V vs. Ag/AgCI. A corrente obtida
na reducdo eletroquimica da o-quinona é proporcional a concentracdo de

dopamina e utilizada na quantificacdo deste analito.
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Figura 22. Representacdo esquematica dos materiais usados como
modificadores na construcdo do biossensor e proposta de funcionamento
baseada na oxidacdo da dopamina catalisada pela enzima LAC com
subsequente reducdo eletroquimica d& o-quinona formada, sobre a

superficie do biossensor.
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3.3.6. Estudo da contribuicdo de cada modificador utilizado na

construcéo do biossensor

Para estudar a contribuicdo de cada modificador, diferentes
eletrodos foram preparados e 0 seu desempenho comparado ao eletrodo
sem modificagdo (CPE). Os eletrodos investigados foram: CPE,
PAH/CPE, LAC/CPE, AuNP-PAH/CPE e AuNP-PAH-LAC/CPE. As
medidas eletroquimicas foram realizadas por SWV, em triplicata, na faixa
de potencial de -0,1 a 0,4 V vs. Ag/AgCl e utilizando 19,6 pmol L de
dopamina em tampéo fosfato (0,1 mol L%; pH 6,0).
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A Figura 23-A mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos
para a dopamina utilizando os diferentes eletrodos. Em todos 0s casos, 0s
eletrodos que possuiam modificadores contribuiram para a cinética da
reacdo redox da dopamina. O uso do polimero PAH como modificador
(PAH/CPE, Figura 23-b) permitiu um aumento na corrente superando a
obtida com o CPE em quase o dobro (Figura 23-a). Isto porque, este
polication é capaz de melhorar a condutividade do eletrodo e, além disso,
a presenca de PAH também pode facilitar a pré-concentracdo do analito
na superficie do eletrodo por interacdes de hidrogénio. J& o uso da enzima
LAC em sua forma livre (LAC/CPE, Figura 23-c) provocou um aumento
na corrente resultante da dopamina 3 vezes maior do que o CPE,
conforme esperado, pois a enzima atua como um catalisador na oxidac&o
de compostos fendlicos, facilitando o processo redox da dopamina. A
elevada condutividade e as propriedades cataliticas das AuNP-PAH
fizeram com que o eletrodo AuNP-PAH/CPE (Figura 23-d) apresentasse
um ganho de corrente equivalente ao do LAC/CPE. Observados a
contribuicéo de cada modificador, quando foi feita a combinacéo entre a
enzima e as AuNP-PAH (AuNP-PAH-LAC/CPE, Figura 23-e) o
resultado foi ainda melhor, obtendo uma resposta muito superior as
obtidas com os demais eletrodos, sendo de quase 7 vezes maior que a do
eletrodo sem modificagdo, revelando promissora utilizacdo deste
material. Isto pode ser atribuido & eficiente imobilizacio da enzima no
nanomaterial, que favorece a estabilidade da LAC sem afetar a atividade
enzimatica, combinado as propriedades das AUNPs-PAH como a elevada
condutividade, por exemplo. Esse comportamento foi observado em
outros estudos relatados na literatura (PUSH et al., 2013; BRONDANI et
al., 2013).
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Figura 23. (A) SWV voltamogramas para diferentes eletrodos: (a) CPE,
(b) PAH/CPE, (c) LAC/CPE, (d) AuNP-PAH/CPE e () AuNP-PAH-
LAC/CPE em tampéo fosfato (0,1 mol L%; pH 6,0) contendo 19,6 pmol
L* de dopamina. (B) resposta relativa.
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3.3.7. Imobilizacdo enziméatica e otimizacdo da construgdo do
biossensor

A imobilizacdo da enzima no suporte nanoestruturado foi realizada
pela mistura (1:1, v/v) da solucdo enzimatica com a disperséo de AuNP-
PAH pré-concentrada 10 vezes, conforme descrito no procedimento
experimental da secdo 3.2.4. A imobilizacdo foi acompanhada pela
variagdo da cor da dispersdo das nanoparticulas que passou de vermelho
intenso para violeta, alterando o tamanho das particulas (confirmadas
pelas micrografias de TEM, se¢do 3.3.2). Propde-se que a imobilizacdo
da enzima no suporte nanoestruturado ocorra a partir de interacdes
eletrostaticas entre o polimero PAH (pKa ~ 8-9), que reveste a superficie
das AuNPs e é carregado positivamente, e a LAC (pl < 4) na sua forma
anionica (HUBLIK e SCHINNER, 2000; BRONDANI et al., 2013). Esta
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hipotese é suportada pelos resultados encontrados nas medidas de
potencial Zeta, que indicaram uma carga superficial positiva para as
AUNP-PAH (secéo 3.3.2).

Apos a imobilizacdo da enzima, diferentes biossensores foram
preparados e investigados por SWV utilizando 13,8 pmol L' de
dopamina em tampéo fosfato (0,1 mol L*; pH 6,0). As proporcdes
avaliadas foram: 25,50, 75 e 100 pL da dispersdo AuNP-PAH-LAC (1:1,
v/v), que correspondem a 0,398, 0,796, 1,195 e 1,593 unidades de enzima
por biossensor, respectivamente. Conforme indica a Figura 24, o
biossensor que obteve melhor resposta analitica para a dopamina foi o
construido com a proporc¢édo de 50 pL de AuNP-PAH-LAC (0,796 U de
LAC/biossensor). Portanto, este biossensor foi selecionado e utilizado
nos demais estudos como eletrodo de trabalho. Neste estudo pode-se
constatar que quantidades superiores a 0,796 unidades de LAC por
biossensor acarretam em uma perda de resposta de corrente. Isto porque,
macromoléculas como a LAC podem bloguear a superficie de eletrodos,
em certas quantidades, dificultando a transferéncia de elétrons. Esta

hipotese foi avaliada e comprovada por estudos de EIS (se¢do 3.3.3.2).
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Figura 24. (A) SWV voltamogramas para 13,8 umol L de dopamina em
tampdo fosfato (0,1 mol L?; pH 6,0) empregando biossensores
construidos a partir de: (a) 100 (b) 25 (c) 75 e (d) 50 pL de AuNP-PAH-
LAC. (B) Resposta relativa.
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3.3.8. Efeito do pH do eletrdlito de suporte

A escolha adequada do eletrdlito de suporte é essencial para a
obtencdo de uma boa sensibilidade do método eletroquimico. Isto porque,
o eletrdlito suporte interfere diretamente nas propriedades da interface
eletrodo-solucdo (controlando a forga ibnica, evitando a migracdo da
espécie eletroativa, aumentando a condutividade do meio, entre outros).
Por outro lado, o pH pode influenciar diretamente no comportamento
eletroquimico do analito alterando sua corrente de pico e posicdo de
potencial (AGOSTINHO et al., 2004). Desta forma, um estudo variando
0 pH do eletrdlito de suporte foi realizado a fim de melhorar o
desempenho analitico do método.

O efeito do pH do eletrdlito de suporte sobre a resposta analitica
da dopamina foi investigado por SWV, utilizando solugbes tampdo
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fosfato 0,1 mol L (pH de 6,0-8,0) e tampéo acetato 0,1 mol L (pH 4,0
e 5,0). Na Figura 25-A é possivel observar que tanto o potencial quanto a
corrente sdo dependentes do pH. A maior corrente de pico resultante para
a dopamina foi obtida com tampéo fosfato (0,1 mol L*; pH 6,0), sendo

este eletrdlito escolhido para todas as demais etapas deste trabalho.

Figura 25. (A) voltamogramas de SWV (frequéncia de 10 Hz, amplitude
do impulso de 60 mV e incremento de potencial de 5 mV) para a
dopamina (11,9 pmol L) em tampéo fosfato (0,1 mol L'%; pH: 6,0 a 8,0)
e tampéo acetato (0,1 mol L*; pH 3,0 e 4.0). (B) influéncia do pH na
corrente de pico resultante (expressa em resposta relativa) e influéncia do
pH no potencial de pico para a dopamina empregando o biossensor
proposto.
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A Figura 25-B também mostra uma relacdo linear entre o potencial
de reducéo (Eyr) e 0 pH do eletrélito de suporte (Epr = 0,530 + 1,94 x 10
2-0,0587 + 3,15 x 10 pH com r? = 0,997). Na medida que o pH aumenta,
0 potencial é deslocado em sentido a valores menores, 0 que indica um
envolvimento de prétons na reacdo redox da dopamina (Figura 26). O
declive de -58,7 mV pH-! (valor muito préximo ao esperado pela equagdo
de Nernst, 59,2 mV/n) indica que o nimero de elétrons e protons
envolvidos na reacdo redox da dopamina é o0 mesmo, tal como descrito na
literatura (GIACOMELLI et al., 2002; SILVA et al., 2014; SILVA et al.,
2015).

Figura 26. Representacdo da reacdo redox da dopamina.

3.3.9. Escolha e otimizacdo da técnica voltamétrica

A fim de avaliar a técnica voltamétrica mais adequada (que
apresenta maior sensibilidade) para o desenvolvimento do método, um
estudo comparativo foi realizado empregando LSV, DPV e SWV. Foram
construidas curvas de calibracdo (Figura 27) para cada uma das técnicas
empregando o biossensor proposto e utilizando uma solugéo estoque de
dopamina 1,0 mmol Lt em uma faixa de concentracéo de 10 a 29 pumol
L. As medidas foram realizadas em triplicata e em tampé&o fosfato (0,1
mol L1; pH 6,0).
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A Tabela 2 fornece os parametros de calibracdo obtidos para cada
técnica investigada. A partir dos resultados apresentados é possivel
observar que a técnicas mais sensivel foi a SWV, pois apresentou maior
inclinacdo da curva de calibracdo e menor limite de detecgdo para a
dopamina (calculado pelos pardmetrod de calibracdo com nivel de
confianga de 95%). Isto porque, diferente da DPV e da LSV que fornecem
apenas a corrente de reducdo ou oxidacdo dependendo do sentido da
varredura de potencial, a SWV ¢é capaz de detectar a diferencial entre as
correntes (Aj = ipa-(-ipc)), permitindo a obtencdo de um valor maior que
0 das correntes isoladas, ja que as correntes possuem sinais contrarios.
Por este motivo, a resposta de corrente para a dopamina utilizando a SWV
€ maior, j4 que a reacdo redox da dopamina segue um perfil quase-
reversivel nas condi¢des de estudo. Além disso, a SWV também oferece
a vantagem de ser uma técnica mais rapida que as demais e, portanto, foi
a técnica selecionada para o desenvolvimento analitico da metodologia

proposta.

Tabela 2. Resumo dos pardmetros de calibracdo de cada técnica.

LOD
Técnica Equacéo da reta rz  (umol L?)

SWV  -Aj=-2,38x 107+ 2,41 x 10°® + 0,05230 [DA] 0,9993 1,38

DPV  -i=-1,60x10%+6,31 x 10° + 0,00729 [DA] 0,9974 2,60

LSV  -i=-2,04x10®+6,78 x 10° + 0,00628[DA] 0,9960 3,21

[DA] = concentragdo de dopamina.
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Figura 27. Curvas de calibragdo para a dopamina em tampéao fosfato (0,1
mol L%; pH 6,0) utilizando: (A) LSV (velocidade de varredura de 50 mV
s1). (B) DPV (incremento de potencial de 5 mV, amplitude de pulso de
25 mV, tempo de duracéo do pulso 0,05 s com intervalo de 0,5 s). (C)
SWV (incremento de potencial de 7 mV, amplitude de pulso de 60 mV e
frequéncia de 25 Hz).
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Apos selecionar a melhor técnica, foi realizada a otimizagéo dos
seus parametros experimentais (frequéncia (f), incremento de potencial
(4Es) e amplitude de pulso (a)) a fim de obter o melhor desempenho
analitico (sinergismos entre a melhor resolucao de pico e a sensibilidade).
Sabe-se que os parametros experimentais da SWV interferem diretamente
no perfil dos picos voltamétricos e por isso, a importancia em estuda-los.
A amplitude de pulso (geralmente variada de 10-100 mV) esta
diretamente relacionada a resolucdo do pico, enquanto o incremento esta
relacionado ao espaco entre 0s pontos de potenciais (variado em pequenos
intervalos, 1-10 mV). A frequéncia (geralmente variada de 10-100 Hz),
por sua vez, é o parametro que define a velocidade de varredura da técnica
(v =fx AEs).

A otimizagdo dos parametros experimentais foi feita fixando dois
pardmetros em valores intermediérios e variando apenas um por vez.
Estes estudos foram realizados em triplicata empregando 11,9 pmol L*
de dopamina em tampéo fosfato (0,1 mol L%; pH 6,0). A frequéncia foi o
primeiro parametro investigado, uma vez que, testes preliminares
mostraram que este parametro possuia uma maior interferéncia/influéncia
sobre a reagdo redox da dopamina. Foi observado que em frequéncias
mais altas (acima de 40 Hz) ocorria uma distorcdo do pico redox da
dopamina (aparecimento de pico duplo) indicando que em frequéncias
altas ndo ha tempo suficiente para que a reagdo ocorra completamente nas
condi¢des de trabalho (Figura 28-B). Desta forma, a frequéncia foi
investigada no intervalo de 5 a 30 Hz (Figura 28-A). Para este estudo o
incremento de potencial e a amplitude foram fixados em valores
intermediarios de 5 mV e 50 mV, respectivamente. A melhor frequéncia

obtida neste estudo foi a de 10 Hz pois, até esta frequéncia um
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comportamento linear entre o pardmetro e a corrente foi observado,
assegurando um transporte de massa a superficie do eletrodo controlado
por difusdo. Em seguida, foi realizado a otimizacdo do incremento na
faixa de 1 a 10 mV, tendo a frequéncia fixada em 10 Hz (melhor
frequéncia) e a amplitude em 50 mV. De acordo com o gréfico (Figura
28-C), o comprometimento linear entre a corrente e o parametro foi obtido
até 5 mV, sendo este o valor fixado para o incremento de potenciais. Por
fim, a amplitude de pulso foi avaliada na faixa de 10 a 100 mV, fixando
o0s demais pardmetros em seus melhores valores. A melhor amplitude foi
obtida em 60 mV (Figura 28-D).
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Figura 28. Otimizacdo dos pardmetros da SWV. (A) frequéncia, (B)
SWV voltamograma para frequéncia acima de 30 Hz. (C) incremento de
potencial, (D) amplitude de pulso, empregando o biossensor proposto e
utilizando 11,9 pmol L de dopamina em tampéo fosfato (0,1 mol L*;
pH 6,0).
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3.3.10. Desempenho analitico do biossensor

3.3.10.1. Curvade calibragdo

Curvas de calibracdo para a dopamina (Figura 29) foram
construidas a partir das melhores condigdes experimentais (estabelecidas

anteriormente), utilizando o biossensor proposto e o eletrodo ndo
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modificado (CPE) em uma faixa de potencial de -0,1 a + 0,4 V vs.
Ag/AgCI. As curvas foram construidas por SWV, em triplicata, a partir
do gréfico de corrente de pico resultante vs. a concentracéo de dopamina.

A curva de calibracdo obtida utilizando o biossensor (a) apresentou
linearidade de 0,49 a 23,0 umol L e a seguinte equacéo de regressao: -
Ai=1,07x10°+3,45x10°+ 3,75 x 102 + 2,59 x 10* [dopamina] (r? =
0,999), onde Ai corresponde a corrente de pico resultante e [dopamina] a
concentracdo de dopamina em mol L. O limite de deteccdo (LOD),
considerado como trés vezes o desvio padrdo da intercepcao/inclinacéo,
foi calculado como 0,26 umol L' com nivel de confianca de 95%,
enquanto o limite de quantificacdo (LOQ), calculado como dez vezes o
desvio padréo da intercepgdo/inclinagéo, foi de 0,92 umol L. A curva de
calibragdo obtida utilizando o eletrodo ndo modificado (b) foi linear de
1,9 a 23,0 umol L e apresentou a seguinte equagdo de regressdo: -Ai =
1,78 x 10 + 2,36 x 10 + 5,60 x 10 + 1,64 x 10 [dopamina] (r> =
0,996), com LOD de 1,26 pmol L. Comparado com o CPE, o biossensor
mostrou LOD significativamente menor e maior sensibilidade, que pode
ser observada a partir da inclinagdo da curva de calibragdo. Isto demostra
gue o biossensor é adequado para a determinagdo de dopamina, uma vez

gue, apresenta melhor desempenho analitico que o eletrodo convencional.
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Figura 29. (A) SWV voltamogramas (frequéncia 10 Hz, amplitude de
pulso 60 mV e incremento de varredura de 5,0 mV) obtidos utilizando o
biossensor proposto em (a) solugéo tampéo fosfato (0,1 mol L1; pH 6,0)
(b) 0,49 (c) 0,99; (d) 1,9; (d) 3,9; (e) 5,9; (f) 7,9; (9) 9,90; (h) 11,9; (i)
13,8; (j) 15,7; (k) 17, 6; (1) 19,6; (m) 21,5; (n) 23,0 umol L. (B) Curva

de calibragdo utilizando: (a) biossensor; (b) CPE.
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O desempenho do biossensor proposto foi comparado ao de outros
eletrodos modificados, aplicados a determinagdo de dopamina,
publicados na literatura. De acordo com a Tabela 3, é possivel perceber
gue, de modo geral, 0 AuNP-PAH-LAC/CPE apresentou LOD mais

baixo.
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Tabela 3. Comparacdo entre diferentes eletrodos descritos na literatura

para determinacdo de dopamina.

Faixa linear LOD
Eletrodo (umol LY (umol L) Ref.
HRP-MWCNTsSiSG/Poly(Gly)/CPE 15 - 865 0,6 RAGHU
et. al.,
2014
RGO-AuNPs CSHMs/GCE 1,0 - 2000 0,3 LUI et.
al., 2012
Laccase/SiO,-PA/GCE 0,99 — 0,26 WANG
103,1 et. al.,
2014
MAO/GCE 5-400 20,00 JOSHI et.
al., 2012
AuUNPs@PANI/CS/GCE 10 -1700 5,0 YANG et.
al., 2012
IL-CPE 1-800 0,7 SUN et.
al., 2007
AuNP-PAH-LAC/CPE 0,49 -23,0 0,26 Este
estudo

HRP: peroxidase de rabanete; MWCNTS: nanotubos de carbono multicamadas;
SiSG: silica sol—gel; Poly(Gly): glicina polimerizada; RGO: 6xido de grafeno
reduzido; CSHMs: membranas hibridas de quitosana/silica sol-gel; GCE:
eletrodo de carbono vitreo; SiO2-PA: silica funcionalizada com &cido fitico;
MAO: monoamina oxidase; PANI: polianilina; CS: nanocompésito de core—
shell; IL: liquido ibnico.
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3.3.10.2.  Estudos de seletividade, precisdo e estabilidade

Para avaliar a seletividade do método, foi investigado a influéncia
de diferentes espécies consideradas potencialmente interferentes
(levodopa, carbidopa, epinefrina, &cido Urico e &cido ascorbico) na
resposta eletroquimica da dopamina. Os estudos foram realizados por
SWYV comparando a resposta de uma solucdo padréo de dopamina de 9,90
umol L com as obtidas em diferentes concentragdes das substancias
potencialmente interferente. Os indices de concentracdo estudados foram
fixados em 1:1, 1:5 e 1:10 ([dopamina]: [interferente]). Este estudo
tornou-se especialmente importante para avaliar a possibilidade de
determinar dopamina em fluidos bioldgicos como sangue e urina, uma
vez que, 0s compostos estudados sofrem reacdo de oxidacdo a um
potencial muito proximo ao da dopamina, podendo causar sobreposic¢éo
de picos levando a uma medida superestimada. No entanto, os estudos
demonstraram que nenhuma das substancias avaliadas interferem
significativamente no desempenho do eletrodo, apresentando variagao de
sinal <10% para as concentracGes mais altas. Portanto, este biossensor
pode ser usado para a determinacdo de dopamina na presenca de
levodopa, carbidopa, epinefrina, acido drico e acido ascérbico sem que
estas substancias causem interferéncia significativa na resposta analitica.

A precisdo da metodologia foi avaliada a parti dos testes de
repetibilidade intra-day (medidas sucessivas realizadas no mesmo dia,
com o mesmo eletrodo) e inter-day (medidas realizadas em dias
diferentes, utilizando as mesmas condi¢des experimentais e 0 mesmo
eletrodo) pelo desvio padrdo relativo (RSD) entre as medicBes. Os

estudos intra-day foram realizados a partir de dez medidas consecutivas
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(n =10), utilizando as mesmas condi¢des experimentais, com solucdo de
dopamina na concentracéo de 19,6 umol L. O RSD obtido neste teste foi
de 4,95%. Os estudos inter-day foram realizados pela medida
eletroquimica de uma solucéo contendo 9,90 umol L* de dopamina em
10 diferentes dias. O RSD obtido para este caso foi de 4,82%. Desta
forma, pode-se concluir que os valores de RSD determinados nestes
estudos demostram a boa precisdio do método. Além disso, a
repetibilidade entre eletrodos também foi investigada pela comparacédo de
resposta de trés biossensores preparados de forma independente usando o
mesmo procedimento, para avaliar o processo de construcdo do
biossensor. Este estudo foi realizado utilizando uma solu¢do de dopamina
de 9,90 umol L1, por SWV. O RSD obtido foi 4,21%, indicando que uma
boa repetibilidae foi obtida no processo de construgdo dos biossensores.
A estabilidade do biossensor frente a resposta eletroquimica da
dopamina foi investigada por SWV por um periodo de aproximadamente
100 dias de estocagem (onde ficou armazenado sob refrigeracéo a 4 °C)
empregando as mesmas condi¢Oes de trabalho. A Figura 30, mostra o0s
resultados obtidos nessas analises. Como pode ser observado, o
biossensor manteve cerca de 95,0% de sua resposta de corrente inicial
(medida realizada no primeiro dia) durante os primeiros 60 dias de testes
e, ao final do estudo (medida realizada no Gltimo dia), teve perda de
resposta um pouco mais significativa que atingiu quase 15%, chegando a
aproximadamente 85% da resposta inicial. No entanto, os resultados
desse estudo sdo considerados aceitaveis devido a boa repetibilidade das
medidas nos primeiros 60 dias. Também vale descatar que cerca de 200
medidas foram feitas utilizando o mesmo biossensor, no periodo de

estudo. A boa estabilidade do biossensor pode ser atribuida a eficiente
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imobilizacdo da enzima no nanosuporte, que favorece a conservacao da
estrutura e atividade da LAC.

Figura 30. Estudo de estabilidade do biossensor. Medidas realizadas por
SWV em solugdo tampéo fosfato (0,1 mol L; pH 6,0) e 9,90 umol L de
dopamina.
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3.3.10.3. Estudos de recuperacéo e aplicagdo analitica do método

O biossensor proposto foi aplicado na determinacdo de dopamina
em duas diferentes amostras de cloridrato de dopamina injetaveis (A e B).
Os estudos de recuperacdo e determinacdo foram realizados por SWV,
em triplicata, utilizando o método de adigdo de padréo.

Os ensaios de recupera¢do sdo importantes pois avaliam a exatiddo
de um dado método analitico. Consistem basicamente da adigdo de
diferentes concentragdes conhecidas do analito sobre uma amostra,

seguida pela determinacéo dessa concentragdo adicionada (BRITO et al.,
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2003). As medidas de recuperacdo foram obtidas por adicdo de quatro
diferentes concentragdes de padrdo de dopamina (2,9, 5,9, 8,8 e 10,8 pmol
L) para cada amostra. Os percentuais de recuperacdo foram calculados
comparando as concentragfes adicionadas e recuperadas da solugédo
padrdo de dopamina. As recupera¢des obtidas para as amostras variaram
de 97,6 a 105,5% demonstrando baixa interferéncia da matriz da amostra

e exatidao satisfatoria da metodologia proposta (Tabela 4).

Tabela 4. Estudos de recuperagdo para dopamina em amostras
farmacéuticas utilizando o biossensor.

Dopamina (umol L?)

Amostre? Adicionado Recuperado® Rec%f;; )rca(;éo

2,9 29+0,.2 97,7

5,9 6,1+0,2 105,5

A

8,8 8,7+0,1 99,7

10,8 10,7+0,2 98,3

2,9 2,8+0,1 97,6

59 59+0,2 100,6

° 8,8 8,7+0,1 99,8

10,8 10,8+0,1 101,5

A e B = cloridrato de dopamina injetavel; ® Média + desvio padrdo (n = 3); ©
Recuperagdo = (valor encontrado/valor adicionado) x 100%.
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Além disso, para verificar a eficiéncia do método, essas amostras
também foram utilizadas na quantificagdo de dopamina empregando o
biossensor proposto, via técnica eletroanalitica (SWV) e o método
espectrofotométrico oficial (UNITED STATES PHARMACOPEIA
NATIONAL FORMULARY, 1995) para fins comparativos. Os
resultados obtidos também foram comparados com os valores informados
no rétulo do medicamento (Tabela 5). Como pode ser observado, o teor
de dopamina determinado pelo biossensor foi consistente com o
especificado no rétulo (erro relativo de 1,4%) e com o determinado pelo
método oficial (erro relativo de 2,5%). Estes resultados indicam que o
método desenvolvido é adequado para a determinacdo da dopamina em
formulagdes farmacéuticas, podendo ser estendido a outros tipos de

amostras como em fluidos bioldgicos (sangue e urina), por exemplo.

Tabela 5. Determinacdo de dopamina em amostra farmacéutica
utilizando o método proposto e o método espectrofotométrico de
referéncia.

Dopamina (mg mL™)

Amostra® Método Método
Rotulo  comparativo®  proposto®  Ery(%)°  Er: (%)

A 5,00 5,10+0,05 5,06 +0,07 0,78 1,2

B 5,00 5,20+ 0,05 5,07 £0,07 2,5 1,4

A e B = cloridrato de dopamina injetavel; ® média + desvio padréo (n = 3); °Erro
relativo = |(método comparativo- método proposto)/método comparativo| x 100
%; “Erro relativo = |(rétulo- método proposto)/r6tulo| x 100 %.



112

CAPITULO 4: ELETRODO QUIMICAMENTE MODIFICADO
COM NANOPLAQUETAS DE GRAFITE EXFOLIADAS E
NANOPARTICULAS DE OURO ESTABILIZADAS EM
CARBOXIMETILCELULOSE PARA A DETERMINAGCAO DE
LEVODOPA

Publicado em: Journal of Solid State Electrochemistry,
https://doi.org/10.1007/s10008-017-3677-1

4.1. INTRODUCAO

AuNPs estdo entre as nanoestruturas mais utilizadas no
desenvolvimento de eletrodos modificados, pois apresentam
caracteristicas interessantes como: grande darea superficial, elevada
atividade catalitica e condutividade elétrica, que estdo associadas ao seu
tamanho e composicdo (KERMAN et. al.,, 2008; CAMPBELL e
COMPTON, 2010). O uso de polimeros biodegradaveis (quitosana e
amido, por exemplo) como estabilizantes de nanoparticulas tem atraido
atencdo dos eletroquimicos nos Ultimos anos, uma vez que, a
incorporacdo de nanoparticulas em matrizes biopoliméricas costuma
favorecer a adesdo dos nanomateriais a superficie de eletrodos, levando a
formagdo de filmes nanoestruturados estaveis e biocompativeis (SHI et.
al., 2008; ZHAO et. al., 2009; PANDEY et. al., 2012). Além disso, a
presenca de biopolimeros em suspensdes de AuNPs também permite a
dispersédo de outros nanomateriais como nanotubos de carbono e grafeno,
por exemplo, dando origem a nanocompdsitos hibridos multifuncionais
(PARVEEN et. al, 2015). Estes nanocompdsitos apresentam
propriedades atraentes para aplicacdo em eletrodos como, por exemplo, a
elevada condutividade elétrica (KANG et. al., 2010; LU et. al., 2010). No
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entanto, estes materiais geralmente sdo de alto custo. Uma alternativa
econdmicamente viavel para a substituicdo desses compostos sdo as
nanoplaquetas de grafite exfoliada (xGnP), que preservam parcialmente
as propriedades elétricas Uteis do grafeno em sua estrutura, uma vez que,
sdo constituidas por algumas camadas de grafeno empilhadas (LU et. al.,
2010; LI e ZHONG, 2011). A modificacdo de eletrodos convencionais
com filmes de nanocompostos hibridos pode aumentar a area do eletrodo,
bem como melhorar as suas propriedades eletrénicas (PARVEEN et. al.,
2015; BENVID et. al., 2015), gerando novos dispositivos destinados a
monitorar uma variedade de compostos eletroquimicamente ativos
(complexos metalicos, biomoléculas, compostos fendlicos, como as
catecolaminas, por exemplo), em amostras de interesse alimentar, clinico
e/ou farmacéutico.

A levodopa é uma catecolamina muito utilizada como
medicamento para o tratamento da doenca de Parkinson, uma das doencas
neurodegenerativa mais comum em todo o mundo. Devido a sua
relevancia clinica e farmacoldgica é de suma importancia o
desenvolvimento de métodos analiticos precisos, simples e rapidos para a
sua determinacdo em formulagbes farmacéuticas e fluidos biolégicos
(FAHN, 2006; CONNOLLY e LANG, 2014). Neste sentido, os métodos
eletroquimicos vem se destacando cada vez mais, pois oferecem
desempenho analitico notavel, além de simplicidade e baixo custo (KIM
et. al., 2008; BEITOLLAHI et. al., 2011; LIN et. al., 2015).

Considerando a relevancia do desenvolvimento de rotas sintéticas
ecoldgicas para a obtencdo de nanoparticulas metalicas, neste trabalho é
proposto a sintese de um nanocomposito hibrido de AuNPs e xGnP obtido

utilizando carboximetilcelulose (CMC), um polimero biodegradavel,
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como estabilizador e dispersante. Este nanocompoésito foi aplicado na
construcdo de um eletrodo quimicamente modificado rapido e sensivel

para determinag&o de levodopa em formulac@es farmacéuticas.

4.2. PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1. Reagentes e solucdes

Carboximetilcelulose sédica (CMC, MM = 265 g mol?), 4cido
cloroaurico (HAuCl.), borohidreto de sédio (NaBH,), ferricianeto de
potassio (Ks[Fe(CN)e]), ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]), acido
ascorbico, éacido citrico, acido urico, glicose, cafeina, dopamina,
carbidopa e levodopa foram obtidos de Sigma-Aldrich. As nanoplaquetas
de grafite exfoliadas (xGnP) foram adquiridas da XG-Science. Todos 0s
reagentes foram obtidos comercialmente em grau analitico e ndo
passaram por etapas extras de purificacao.

Solucdo padrdo de levodopa (1,0 mmol L) foi preparada
diariamente antes de cada estudo, em uma mistura de agua:etanol (7:3,
v/v). Solugdes de menor concentragdo foram preparadas a partir deste
estoque, por diluicio apropriada. Acido cloridrico (HCI), acido sulfarico
(H2S0.), cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), solucdes
tampdo acetato (pH 5,0), tampé&o Britton-Robinson (pH 1,0-8,0), solucédo
tampao fosfato salino (pH 7,4) e solucbes tampao fosfato (pH 7,0) foram
utilizadas como eletrdlitos de suporte na otimizacdo do método (todas as
solucdes foram preparadas com uma concentragdo de 0,1 mol L1).
Solucdo de borohidreto de sédio (NaBHs, 20 mmol L%,

carboximetilcelulose (CMC, 0,15 %; m/v) e cloreto de ouro trihidratado
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(HAuUCl4, 0,1 mol L) foram utilizadas na sintese das nanoparticulas de
ouro. Amostra de medicamento a base de levodopa (200/50 mg
levodopa/cloridrato de benserazida), indicado aqui como amostra A, foi
comercialmente obtida em uma farméacia de Floriandpolis (Santa
Catarina, Brasil). Todas as solu¢Bes aquosas foram preparadas com agua
ultrapura, obtida a partir de um sistema Milli-Q (Millipore, EUA), com
uma resistividade de 18,2 MQ cm™.

Para a construcdo dos eletrodos modificados, foi utilizado como
base um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com diametro de 2,0 + 0,1 mm,
obtido da Metrohm.

4.2.2. Instrumentagdo

As analises de TEM foram realizadas em um microscépio
eletronico de transmissdo JEOL JEM-1011 operando a 100 keV. A
caracterizacdo morfoldgica da superficie dos eletrodos foi realizada por
microscopia eletrénica de varredura com emissao de campo (SEM-FEG),
utilizando um microscépio eletrénico JEOL JSM-6701F operando com
uma tensdo de aceleracdo de 5,0 kV. As andlises de TEM e SEM-FEG
foram realizadas no Laboratério Central de Microscopia Eletronica da
Universidade Federal de Santa Catarina (LCME-UFSC). O potencial Zeta
dos nanomateriais foi medido usando um sistema de Zetasizer Nano ZS
(Malvem Instuments). As medidas espectrofotométricas foram realizadas
em um espectrémetro UV-vis Cary 60 (Agilent Technologies, EUA) com
uma célula de quartzo (caminho éptico de 1,0 cm). Medidas de
voltametria (LSV, CV e SWV) e EIS foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato (Autolab PGSTAT128N) equipado com
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modulo de impedancia FRA (Eco Chemie, Holanda) e acoplado ao
software NOVA (versdo 1.10) para a aquisi¢do dos dados. Medidas de pH
foram realizadas utilizando um pHmetro da Micronal modelo B-475
contendo um eletrodo de vidro combinado. Um banho de ultrassom,

Unique 1400A, foi utilizado no preparo das soluces e amostras.

4.2.3. Sintese e caracterizagdo das AuNP-CMC e AuNP-CMC-
xGnP

As AuNPs estabilizadas em CMC (AuNP-CMC) foram
sintetizadas pelo seguinte procedimento: 400 pL de uma solugdo aquosa
de HAUCIs (0,1 mol L) foram adicionados a 10 mL de uma solugédo
aquosa de CMC (0,15% (m/v), mantendo agitacdo mecéanica por 10 min.
Apos este tempo, foram adicionados vigorosamente 800 uL de uma
solucdo aquosa de NaBH4 (0,02 mol L1). A reacdo foi mantida sob
agitacdo mecanica durante 24 horas a temperatura ambiente (= 25 °C). Ao
final, uma dispersdo com cor vermelha intensa foi obtida, indicando a
formagéo de AUNP-CMC, que foi confirmada por espectroscopia de UV-
vis e TEM. As AuNP-CMC formadas foram utilizadas posteriormente
para dispersar as XGnP. O nanocompésito hibrido obtido (AuNP-CMC-
XGnP) foi aplicado na constru¢do de um novo eletrodo nanoestruturado
para a determinacédo de levodopa.

Os nanomateriais foram caracterizados por espectroscopia UV-vis,
potencial Zeta e TEM. As amostras de TEM foram preparadas por
deposicdo das disperses em um gride de cobre revestido com carbono.
Os grides foram colocados sob papel de filtro para remover o excesso de

material e seco a vacuo em um dessecador. O tamanho médio das
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particulas foi determinado por contagem de aproximadamente 300
particulas, usando o software ImageJ (SCHNEIDER, et al., 2012).

4.2.4. Construcdo e caracterizacéo do eletrodo

Antes da preparacdo do eletrodo nanoestruturado, um eletrodo de
carbono vitreo (GCE, diametro 2,0 £ 0,1 mm) foi mecanicamente polido
por 3 minutos utilizando uma suspensdo aquosa de alumina
(granulometria de 0,05 um) e feltro. Em seguida, a superficie foi lavada
com agua ultrapura e etanol, concluindo a etapa de limpeza do GCE. O
eletrodo quimicamente modificado foi preparado pelo método “drop
coating” que consistiu no gotejamento de uma aliquota de 2,0 uL da
dispersdo AuNP-CMC-xGnP sobre a superficie do GCE limpa. O
eletrodo foi deixado em um dessecador, sob vacuo, por 10 minutos para
a eliminacdo do solvente (dgua). Este eletrodo foi referido aqui como
AUNP-CMC-xGnP/GCE e utilizado como eletrodo de trabalho durante os
experimentos. Um eletrodo modificado apenas com AuNP-CMC (AuNP-
CMC/GCE) também foi construido, de forma semelhante, para avaliar a
contribuicdo das nanoparticulas metalicas de forma isolada.

A caracterizagdo morfoldgica da superficie do AuNP-CMC-
XGnP/GCE foi realizada por SEM-FEG enquanto a caracterizacdo
eletroquimica foi feita por CV e EIS. As medidas de CV foram registadas
em solucdo de KCI (0,1 mol L) contendo [Fe(CN)g]3/* 5,0 mmol L e
varrendo o potencial de -0,3 a +0,8 VV a uma taxa de varredura de 20-140
mV s1. As medidas de EIS foram realizadas utilizando a mesma sonda
redox ([Fe(CN)s]*"*) em modo de circuito aberto, com uma amplitude de
10 mV e uma faixa de frequéncia de 0,1 a 100 000 Hz.
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4.2.5. Medidas eletroquimicas e eletrodos

Os experimentos voltamétricos foram realizados utilizando um
sistema convencional de trés eletrodos: uma placa de platina como
eletrodo auxiliar, Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) como eletrodo de referéncia
e 0 eletrodo nanoestruturado proposto (AuNP-CMC-xGnP/GCE) como
eletrodo de trabalho. Todas as experiéncias foram realizadas em uma
célula eletroquimica contendo 10 mL do eletr6lito de suporte (H2SO4 0,1
mol L) e o volume necessario de solugdo do analito (solugdo padrdo ou
amostra).

As medidas de SWV foram realizadas varrendo o potencial de +0,3
para +0,7 V a uma frequéncia de 30 Hz, amplitude de pulso de 50 mV e
incremento de potencial de 6 mV. As medidas de CV foram registradas
em uma faixa de potencial de -0,3 a +0,7 VV a uma taxa de varredura de
20 mV s, As experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente (=
25 ° C) e reportadas vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L1). Um tempo de
agitacdo de 60 s foi usado para homogeneizar as solugdes antes das

medidas.

4.2.6. Preparo daamostra e determinagdo de levodopa em farmaco

Um medicamento comercial prescrito para o tratamento da doenca
de Parkinson (contendo 200 mg de levodopa por capsula, indicado aqui
como A) foi adquirido em uma farmacia local da cidade de Floriandpolis
e utilizado como amostra para a determinacéo de levodopa. Para o preparo
da amostra, o conteido de duas capsulas foi dissolvido em 500 mL de

uma mistura de agua:etanol (7:3, v/v). Apés 30 min em um banho de
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ultrassom, a amostra foi filtrada a vacuo para remover os excipientes (ndo
sollveis). A solucdo obtida foi utilizada na determinacdo de levodopa
pela metodologia eletroquimica proposta e por um método comparativo
(espectrofotometria UV-vis), a partir do método de adicdo de padrdo. Os
resultados foram expressos como o valor médio de trés determinacdes.

Para as andlises voltamétricas, aliquotas da amostra do farmaco
foram transferidas para uma célula eletroquimica contendo 10 mL do
eletrélito de suporte (H2SO4 0,1 mol L?). O teor de levodopa foi
guantificado usando SWV apds adi¢bes sucessivas de uma solugdo
padrdo de levodopa (1,0 mmol L1). Todas as medidas foram realizadas a
temperatura ambiente (= 25 ° C) e a quantificagdo foi baseada nas
correntes de pico resultantes (a um potencial de aproximadamente + 0,540
V vs. Ag/AgCI). Para fins de comparagdo, as amostras também foram
analisadas por um método espectrofotométrico utilizado como referéncia
(A =280 nm) (MOHAMED et. al., 2009).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3.1. Caracterizacao do nanomaterial

A caracterizacdo das AUNP-CMC e AuNP-CMC-xGnP foi
realizada por espectrofotometria UV-vis, TEM e medidas de potencial
Zeta. A partir da analise do espectro UV-vis das AuNP-CMC,
representado na Figura 31, é possivel constatar a formagdo de particulas
metélicas com tamanho nanomeétrico pela presenga da banda plasmdnica

de superficie em aproximadamente 532 nm. Também vale ressaltar que a
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cor vermelha intensa da dispersdo sintetizada (imagem inserida na Figura

31) é bem caracteristica de nanoparticulas de ouro.

Figura 31. Espectro UV-vis para a dispersdo de AuUNP-CMC.
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A Figura 32 apresenta as micrografias de TEM obtidas para as
AUNP-CMC e AuNP-CMC-xGnP. Nela é possivel observar que as
AUNP-CMC sdo nanométricas, esféricas e estdo bem dispersas no
biopolimero utilizado como estabilizante (Figura 32-A). Estas particulas
apresentaram didmetro médio de aproximadamente 140,0 £ 0,2 nm, que
foi estimado por um conjunto de 300 particulas encontradas em areas
arbitrariamente escolhidas das imagens TEM. A distribuicdo de tamanho
das nanoparticulas obtidas € mostrada no histograma da Figura 32-C. Por
outro lado, as xGnPs que constituem o nanocomposito (AuNP-CMC-
xGnP) foram observadas nas imagens de TEM como retangulos
compostos por multiplas camadas de grafeno, variando de dezenas a

centenas de nanbmetros. Esta estrutura lamelar tipica de nanoplaquetas



121

de grafite pode ser observada na Figura 32-B, bem como a presenca de
AUNPs anexadas as folhas de grafeno. A Figura 32-D mostra fotografias
das dispersdes de AUNP-CMC, AuNP-CMC-xGnP e xGnP em agua (da
esquerda para a direita). Como pode ser observado, as AuNPs
apresentaram cor vermelha intensa (caracteristica de nanoparticulas de
ouro) e, coloracdo preta ap6s adicdo das xGnPs, resultando em uma
dispersdo de AUNP-CMC-xGnP. Por fim, pode-se notar que as xGnPs nao
sdo dispersas diretamente em agua, devido as interacdes de Van der Waals
entre as camadas de grafeno que constituem sua estrutura, confirmando o

importante papel das AUNP-CMC para esta finalidade.
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Figura 32. (A) Imagens representativas de TEM para a dispersdo de
AUNP-CMC. (B) Imagens representativas de TEM para a dispersdo de
AUNP-CMC-xGnP. (C) Histograma baseado no tamanho de
aproximadamente 300 particulas. (D) lustracdo das dispersdes obtidas.
Na sequéncia: AUNP-CMC, AuNP-CMC-xGnP e xGnP em &gua.
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O potencial Zeta das AuNP-CMC e AUNP-CMC-xGnP foi
estimado, respectivamente, como -30,40 mV £ 0,09 e -16,1 mV £ 0,7 mV
indicando uma superficie carregada negativamente em ambos 0s casos.
Isto se deve, principalmente, pela presenca de grupos carboxilicos da
CMC que estdo em sua maioria desprotonados (-COO-; pka = 4,0) no pH
da suspensdo (pH =~ 5,5) e que envolvem a superficie das AuNPs, pelo

menos parcialmente.
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4.3.2. Caracterizacdo morfolégica da superficie do eletrodo

As caracteristicas morfoldgicas da superficie dos eletrodos GCE,
AUNP-CMC/GCE e AuNP-CMC-xGnP/GCE foram investigadas por
SEM- FEG. A partir das imagens de SEM-FEG (Figura 33), é possivel
observar trés diferentes morfologias correspondentes a cada etapa de
modificacdo. Para o GCE (Figura 33-A), observa-se uma area bem
uniforme, oposta as representadas na Figura 33-B e C, referentes a
modificacdo da superficie de carbono vitreo com AuNP-CMC e AuNP-
CMC-xGnP, respectivamente. Na Figura 33-B é possivel notar a presenca
de particulas de AuNP-CMC bem distribuidas sobre a superficie (sem
formacdo de grandes agregados). Enguanto, na Figura 33-C uma
morfologia superficial caracterizada por uma mudanca notavel na
estrutura do material é observada. Isto se deve, especialmente, a presenca
das xGnP no nanocompg@sito que apresenta estrutura lamelar, também
observada nas micrografias de TEM (Figura 32-B). A partir das imagens
de SEM-FEG pode-se concluir que o filme de AUNP-CMC-xGnP recobre
completamente a superficie do GCE e que a rugosidade observada nesta

superficie parece contribuir para um aumento na area do eletrodo.
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Figura 33. Imagens representativas de SEM-FEG obtidas utilizando uma

tensdo de aceleracdo de 5,0 kV e ampliacdo de 5.000x para as superficies:
(A) GCE. (B) AUNP-CMC/GCE. (C) AuNP-CMC-xGnP/GCE.

4.3.3. Caracterizacdo eletroquimica

A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos foi realizada por CV
e EIS utilizando [Fe(CN)s]*"* (5,0 mmol L2em KCI 0,1 mol L) como
sonda redox. Estes estudos permitiram investigar os fenémenos da
interface eletrodo/solucéo e, desta forma, foi possivel avaliar a influéncia
de cada modificador sobre o comportamento eletroquimico dos eletrodos.
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4.3.3.1. Voltametria Ciclica

A Figura 34 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para
diferentes eletrodos a uma taxa de velocidade de 20 mV s*. Como
mostrado, um par de picos redox bem definido, relativo a [Fe(CN)s]*"*,
foi observado empregando os eletrodos: (b) AuNP-CMC/GCE e (c)
AUNP-CMC-xGnP/GCE. Esses eletrodos apresentaram aumento na
corrente de pico e diminuicdo na distancia entre os potenciais de pico
(AEp) em relacdo ao eletrodo sem modificacdo (a), o que indica um
favorecimento cinético e termodinamico da reacdo nessas superficies.
Desta maneira, pode-se concluir que 0s nanomateriais utilizados na
modificacdo do GCE sdo promissores e podem ser aplicados no

desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados.

Figura 34. CV voltamogramas para o sistema [Fe(CN)s]*/* (5,0 mmol L
1 em KCI 0,1 mol L), empregando os eletrodos: (a) GCE, (b) AuNP-
CMCI/GCE e (c) AUNP-CMC-xGnP/GCE.
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4,3.3.1.1. Estudo de velocidade

A Figura 35 mostra a influéncia da velocidade de varredura (v)
sobre 0 comportamento eletroquimico da sonda redox [Fe(CN)s]*’* na
superficie de um GCE e na superficie do eletrodo proposto. As medidas
foram realizadas por CV, na faixa de 20 a 140 mV s (com intervalos de
20 mV s1). Neste estudo, foi possivel observar que as correntes de pico
aumentaram linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura
(Figura 35-A’ e B’). Esta relagdo indica que o transporte da espécie
eletroativa do seio da solucdo para a superficie do eletrodo é controlado
por difusdo. Outra maneira de avaliar o transporte de massa predominante
se dé a partir do coeficiente angular do plot log ip vs. log v, que sugere um
processo redox controlado por difusdo quando a inclinacdo da reta é de
0,5 e adsorcéo quando préximo de 1,0 (GOSSER, 1993). Para o eletrodo
AUNP-CMC-xGnP/GCE (Figura. 35-B”) a inclinagdo das curvas foram
de 0,545 para a espécie anddica e 0,471 para a catodica, indicando que o
processo redox é regido por difusdo. O mesmo processo também foi
observado para 0 GCE (inclinacdo de 0,409 para a espécie anddica e 0,356

para a catodica).
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Figura 35. (A) CV voltamogramas obtidos com o GCE utilizando 5,0
mmol Lt de [Fe(CN)s]*’* em KCI 0,1 mol L%, em diferentes velocidades
de varredura (20 - 140 mV s?). (A”) ip vs. V2. (A”) log ip Vs. log v. (B)
CV voltamogramas obtidos com o eletrodo proposto nas mesmas

condigdes experimentais. (B”) ip vs. VY2, (C”) log ip Vs. log V.
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As areas dos eletrodos também foram estimadas por CV através da
resposta redox das espécies de [Fe(CN)e]*”* e de acordo com a
linearizacdo da equagdo de Randles-Sevcik: ip = 2,69 x 10° A D¥2n3?2 ¢
v¥2 (Figura 35-A’ e B’), onde: i, corresponde a corrente de pico (A), A
representa a area eletroativa do eletrodo (cm?), D o coeficiente de difusdo
da espécie Fe(CN)¢* (6,2 x 10°® cm? s), n o nimero de elétrons
transferidos na reacédo redox, v a velocidade de varredura (V s*) e c a
concentracdo de [Fe(CN)g]*"* (mol cm™). As areas médias foram
calculadas como 0,058 + 0,002 cm? para o eletrodo nanostruturado e
0,015 + 0,001 cm? para GCE. Este aumento de area (quase 4x), obtido
com a modificagdo do substrato, contribui para o aumento da
sensibilidade na deteccéo da espécie eletroativa e esta de acordo com os
resultados obtidos por SEM-FEG (secédo 4.3.2). Vale ressaltar ainda que
um aumento nas correntes de pico e uma diminuigdo na distancia entre os
potenciais de pico (AE;) foram observados nos voltamogramas ciclicos
(Figura 35-B) para o eletrodo proposto em relagdo ao GCE, indicando que
a reacdo de transferéncia de elétrons foi favorecida na superficie do
AUNP-CMC-xGnP/GCE.

4.3.3.2. Impedancia eletroquimica

A EIS foi realizada a fim de avaliar o efeito de cada nanomaterial
utilizado como modificador na resisténcia a transferéncia de carga (Rc)
dos diferentes eletrodos construidos. A R esta diretamente relacionada a
cinética de transferéncia de elétrons da sonda redox, neste caso
[Fe(CN)g]3"*, na superficie dos eletrodos e corresponde ao diametro do

semi-circulo no gréafico de Nyquist (Figura 37).
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A Figura 36 mostra os diagramas de Nyquist obtidos para
diferentes eletrodos: (a) GCE, (b) AUNP-CMC/GCE e (c) AuNP-CMC-
XGnP/GCE. Pode-se observar uma taxa de transferéncia de elétrons mais
rapida para AUNP-CMC-XGnP/GCE (Rt 1,37 kQ) e AuNP-CMC/GCE
(Rct 2,66 kQ) em comparagdo ao eletrodo ndo modificado (GCE, Ret 21,0
kQ), indicando que os nanomateriais facilitam o processo de transferéncia
de carga, especialmente devido a alta condutividade das AuNPs e XGnPs.

Estes resultados séo corroborados pelos estudos de CV (se¢do 4.3.3.1).

Figura 36. EIS para o sistema [Fe(CN)s]*"* (5,0 mmol L, em KCI 0,1
mol L), empregando os eletrodos: (a) GCE, (b) AUNP-CMC/GCE e (c)
AUNP-CMC-xGnP/GCE. Amplitude da perturbacéo aplicada foi de 10
mV, potencial de circuito aberto, e a faixa de frequéncia aplicada de
100.000 a 0,1 Hz.

30
Rct  Zw
251 Rs (-}-‘ﬁ'-.l_‘.n’-'\f,.v;-) -'h'-.l_f-'\w,.v;o
= e
:x_/ 15 CPE
N
10
5{ at'c G
0 i ﬂ -.v




130

4.3.4. Influéncia do pH no comportamento eletroquimico da

levodopa

O efeito do pH no comportamento eletroquimico da levodopa foi
estudado por CV a uma velocidade de varredura de 20 mV s7,
empregando o eletrodo nanoestruturado proposto. Os estudos foram
realizados em triplicata utilizando 33,8 umol L de levodopa em tampé&o
Britton Robison (BR) 0,1 mol L* na faixa de pH de 1,0 a 8,0.

Na Figura 37 é possivel observar que tanto o potencial quanto a
corrente de pico sdo dependentes do pH do meio. O potencial de pico de
oxidag&o (Epo) desloca para valores menores a medida que o pH aumenta,
0 que indica um envolvimento de protons no processo de oxidacdo da
levodopa (Figura 37-C). Esta mudanca no potencial segue uma tendéncia
linear, representada pela seguinte equagéo: Epo = 0,630 + 1,07 x 102 -
0,0561 + 2,13 x 10 pH (r? = 0,996). O declive de -56,1 mV pH indica
gue o nimero de protons e elétrons transferidos na reacdo eletroquimica
da levodopa é o mesmo (em concordancia com o estimado pela equacéao
de Nernst, 59 mV n%, para rea¢des que envolvem igual nimero de prétons
e elétrons).

De acordo com os voltamogramas ciclicos apresentados na Figura
37, é possivel notar que a reacdo redox da levodopa parece ser favorecida
(apresenta maior corrente de pico, menor AE, e melhor reversibilidade)
em pH baixo (especialmente em pH 2,0). Também se observa que a
reversibilidade da reacdo muda & medida que o pH aumenta, mostrando
comportamento quase reversivel em solugdes com pH < 6,0 e
comportamento irreversivel a valores de pH mais elevados (Figura 37-B).

Uma diminuigdo consideravel nas correntes de pico referentes a redugéo



131

da levodopa é observada a medida que o pH aumenta. Isto se deve,
provavelmente, pela ciclizacdo do grupo amina presente na estrutura da
levodopa, que € uma reacdo dependente do pH e do tempo.

Figura 37. (A) CV voltamogramas para a levodopa (33,8 pmol L?) em
tampéo BR (0,1 mol L) a 20 mV s utilizando o eletrodo nanostruturado
proposto para: (A) pH: 1,0 a5,0. (B) pH: 6,0 a 8,0. (C) Influéncia do pH
na corrente de pico resultante (expresso como resposta relativa) e

influéncia do pH no potencial de pico.
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Ciolkowsk e colaboradores (CIOLKOWSK et. al. 1994)

propuseram um mecanismo para a oxidacao da levodopa que envolve dois
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prétons e dois elétrons (Figura 38). Nesta proposta, os autores também
demostram a possibilidade de uma reacdo de ciclizacdo da amina que €
dependente da constante k. Segundo o mecanismo, a o-quinona produzida
na oxidacdo da levodopa contém tanto um anel deficiente em elétrons
guanto uma amina doadora de elétrons e, desta forma, pode ser reduzida
diretamente ou pode passar por uma etapa de ciclizacdo da amina que
apresenta uma limitag&o cinética (k). Isto ocorre quando o grupo amina é
desprotonado (dependéncia do pH) e a molécula sofre adicdo de 1,4
Michael seguida de ciclizagdo. Acredita-se que a reacdo de oxidagéo da
levodopa, nas condi¢des de trabalho do método proposto (pH = 2,0),
ocorra por via direta para a formacao da o-quinona. No entanto, a medida
gue o pH aumenta a reagcdo torna-se menos reversivel (aumento
consideravel no AEp) seguindo o mecanismo de ciclizagéo e confirmando

a limitacdo cinética da reacédo eletroquimica (AKAHGAR et. al. 2015).

Figura 38. Proposta de mecanismo de oxidagdo para a levodopa
(adaptado de AKAHGAR et. al. 2015).
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4.3.5. Comportamento eletroquimico da levodopa em diferentes

eletrodos

Diferentes eletrodos foram preparados para avaliar a contribuicdo
de cada modificador, separadamente, no comportamento eletroquimico
da levodopa e seus desempenhos comparados ao eletrodo sem
modificacdo (GCE). Os eletrodos investigados foram: (a) AUNP-CMC-
XGnP/GCE, (b) AUNP-CMC/GCE e (c) GCE. As medidas eletroquimicas
foram realizadas por CV (Figura 39-A) e por SWV (Figura 39-B), em
triplicata, usando 50,0 e 19,6 umol L de levodopa, respectivamente, em
solucéo de &cido sulftrico (0,1 mol L%; pH 1,2).

Nos voltamogramas ciclicos representados na Figura 39-A nota-se
um deslocamento do potencial de pico oxidagdo da levodopa para
potenciais menores utilizando os eletrodos modificados (com
deslocamento de aproximadamente 150 mV para o eletrodo
nanoestruturado proposto, por exemplo). Isto indica um favorecimento
termodindmico da reagdo de oxidagdo com esses eletrodos, em relagdo ao
GCE, provando que a reacdo necessita de menor energia para ocorrer
nessas superficies. A reversibilidade da reacdo também foi melhorada,
especialmente para AUNP-CMC-XGnP/GCE, que exibiu um AE, de
aproximadamente 0,054 V enquanto o eletrodo ndo modificado exibiu
AE, de 0,457 V, caracterizando uma reacdo irreversivel. Um aumento
consideravel na corrente de pico anddica também foi observado com o
eletrodo proposto em comparagéo aos demais, apontando um favorecendo
cinético. Estes resultados indicam que o melhor efeito eletrocatalitico foi
observado para 0 AUNP-CMC-xGnP/GCE, demostrando potencial

aplicacdo deste eletrodo para detec¢do de levodopa.
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A Figura 39-B apresenta os voltamogramas de onda quadrada
obtidos empregando os mesmos eletrodos utilizados na CV, onde também
pode ser observado que os modificadores (a e b) contribuiram tanto para
a cinética como para a termodinamica da reacdo redox da levodopa. No
entanto, o eletrodo construido apenas pelo filme de AuNP-CMC néo
contribuiu de forma apreciavel para o aumento da corrente de pico
(aproximadamente 22%) porém, a reacao tornou-se termodinamicamente
mais favoravel nessa superficie em relacdo ao GCE, ja que a posicdo do
pico se deslocou em dire¢do a um menor potencial. Além disso, as
AUNPs-CMC sédo fundamentais para a estabilidade do filme depositado
na superficie do eletrodo, pois melhoram a adesdo e impedem que o filme
seja lixiviado para a solugdo. Em concordancia com os resultados de CV,
a maior corrente de pico para a levodopa também foi obtida utilizando o
AUNP-CMC-xGnP/GCE. O eletrodo contendo o filme do nanocomposito
(curva a) apresentou um ganho de corrente de aproximadamente 43 vezes
em relacdo ao eletrodo sem modificagdo (curva c). Esses resultados
sugerem um processo de oxidacdo mais rapido na superficie do eletrodo,
0 que pode ser atribuido ao nanomaterial utilizado na modificagdo da
superficie, que resultou em um aumento consideravel na condutividade e
na area do eletrodo. Um esquema representativo da reacdo redox que
ocorre na superficie do eletrodo proposto esta descrito na Figura 40. A
corrente resultante no final do processo (oxidagéo da levodopa para a sua
respectiva o-quinona, seguida da reducdo eletroquimica do produto
formado) foi proporcional & concentracéo de levodopa em solucéo e foi

utilizada para sua quantificacao.
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Figura. 39. (A) CV voltamogramas obtidos utilizando (a) AUNP-CMC-
XGnP/GCE, (b) AUNP-CMC/GCE e (c) GCE em &cido sulftrico (0,1 mol
L%; pH 1,2) contendo 50,0 umol L-* de levodopa a uma taxa de varredura
de 20 mV s*. (B) SWV voltamogramas obtidos utilizando (a) AuNP-
CMC-xGnP/GCE, (b) AuNP-CMC/GCE e (c) GCE em &cido sulfurico
(0,1 mol L%; pH 1,2) contendo 19,6 pmol L~ * de levodopa. Inserido:

resposta relativa.
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Figura 40. Representagdo esquematica do processo redox da levodopa na
superficie do eletrodo nanoestruturado e componentes utilizados para a
construcéo do eletrodo.

4.3.6. Otimizacao das condicGes experimentais

A fim de otimizar a construcdo do eletrodo e as condigdes
experimentais do método proposto, pardmetros como: proporcdo dos
modificadores e espessura do filme nanoestruturado, natureza e pH do
eletrélito suporte, escolha e otimizagdo da técnica eletroanalitica foram
investigados, em triplicata, para obter o melhor desempenho analitico
(melhor sensibilidade e definicdo de pico para a determinagdo de
levodopa).
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4.3.6.1. Construcdo do eletrodo

O nanocompodsito  (AuNP-CMC-xGnP) utilizado como
modificador na construcdo do eletrodo nanoestrurado foi preparado pela
dispersdo das xGnPs nas AuNP-CMC em diferentes proporcdes. As
propor¢Oes investigadas foram: 0,10; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00% (m/v,
XGnP/AUNP-CMC). Neste estudo apenas a quantidade de xGnP foi
variada, mantendo fixo o volume de AuNP-CMC. Isto porque, testes
preliminares mostraram que as AuNPs-CMC ndo contribuem
consideravelmente para 0 aumento do sinal analitico da levodopa (secéo
4.3.5, Figura 39). Porém, sdo essenciais para a constru¢do do eletrodo,
uma vez que, facilitam a dispersdo das xGnPs e favorecem a adeséo do
nanocompdsito na superficie de carbono vitreo.

Conforme indica a Figura 41, os eletrodos que obtiveram as
melhores respostas foram os construidos com 0,75 % e 1,00 %. No
entanto, esses eletrodos ndo apresentaram estabilidade e repetibilidade
entre as medidas, ocorrendo perda da resposta de corrente a medida que
aumentava o numero de medidas com o mesmo eletrodo. Logo, optou-se
por trabalhar com o eletrodo construido na proporcédo de 0,50 % (Figura
41-B, eletrodo c) que além de apresentar boa resposta analitica para a
levodopa, também mostrou excelente estabilidade, mesmo ap6s um

muitas medidas (pelo menos 10 medidas sucessivas).
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Figura 41. (A) SWV voltamogramas para 24,4 pmol L* de levodopa em
acido sulfarico (0,1 mol L*; pH 1,2) utilizando eletrodos construidos a
partir de: (@) 0,25, (b) 0,10, (c) 0,50, (d) 0,75 e (e) 1,0% (mlv,
XGnP/AuNP-CMC). (B) Resposta relativa.
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Outro parametro investigado na construgdo do eletrodo foi a
guantidade do filme nanoestruturado, que foi avaliada pela construcao de
trés eletrodos contendo: uma, duas e trés camadas de AUNP-CMC-xGnP
(0,5%, m/v) (onde cada camada era feita a partir do gotejamento de 2,0
pL da dispesdo do nanocompésito). O estudo foi realizado por SWV
utilizando 19,6 pmol L de levodopa em &cido sulfurico (0,1 mol L; pH
1,2). Como pode ser observado na Figura 42, a melhor resposta de
corrente para a levodopa foi obtida com o eletrodo construido com apenas
uma camada do filme (eletrodo a). Neste estudo pode-se concluir que a
medida que aumenta o nimero de camadas do filme, diminue a resposta
de corrente. Isto acontece porque grandes quantidades do filme torna o
eletrodo mais instavel e consequentemente as medidas menos precisas,

uma vez que, parte do filme acaba lixiviando para a solucéo.
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Figura 42. (A) SWV voltamogramas para: (a) uma camada, (b) duas
camadas e (c) trés camadas do filme do nanocomposito, utilizando 19,6
umol L de levodopa em acido sufdrico (0,1 mol L pH 1,2). (B)
Resposta relativa.
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4.3.6.2. Estudo da natureza do eletrdlito de suporte

Para investigar a influéncia da natureza do eletrdlito de suporte na
resposta eletroquimica da levodopa, foram avaliados: KCI (pH 5,3), NaCl
(pH 5,5), HCI (pH 1,2), H2SO4 (pH 1,2), BR (pH 2,0), tampao acetato (pH
5,0), tampdo fosfato (pH 7,0) e PBS (pH 7,4), todos em concentracdo 0,1
mol L. Os estudos foram realizados por SWV, em triplicata, utilizando
33,8 umol Lt de levodopa. Como pode ser observado na Figura 43 o
eletrélito que apresentou melhor resposta de corrente foi o acido sulfdrico
(0,1 mol L pH 1,2), sendo selecionado como eletrélito de suporte nos
demais estudos. Estes resultados mostram concordancia com o estudo do
comportamento da levodopa com a vaiagdo de pH apresentado na secéo
4.3.4., onde indica um favorecimento da reacéo redox da levodopa em pH

acido.
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Figura 43. (A) SWV voltamogramas para levodopa (33,8 umol L) em:
(@) H2S04 (0,1 mol L, pH 1,2), (b) BR (0,1 mol L™, pH 2,0), (c) HCI
(0,2 mol L%, pH 1,2). (B) SWV voltamogramas para: (a) PBS (0,1 mol L
L, pH 7,4), (b) tampéao fosfato (0,1 mol L1, pH 7,0), (c) KCI (0,1 mol L7,
pH 5,3), (d) NaCl (0,1 mol L, pH 5,5) e (e) tampé&o acetato (0,1 mol L,
pH 5,0). (C) Resposta relativa.
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4.3.6.3. Escolha e otimizacdo da técnica voltamétrica

A fim de escolher entre as técnicas eletroanaliticas de LSV, DPV
e SWV a que apresentaria maior sensibilidade na detec¢do de levodopa,

um estudo comparativo foi realizado utilizando o eletrodo proposto em
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acido sulfdrico (0,1 mol L%; pH 1,2) e solucéo estoque de levodopa 1,0
mmol L%, Para melhor avaliacédo, foram construidas curvas de calibragéo
(Figura 44) para cada uma das técnicas na faixa de concentracédo de 4,97
a 47,6 umol L. Os parametros de calibracdo obtidos estdo apresentados

na Tabela 6.

Figura 44. Curvas de calibracdo para a levodopa empregando SWV
(frequéncia de 30 Hz, incremento de potencial de 6 mV, amplitude de
pulso de 50 mV), DPV (incremento de 5 mV, amplitude de 25 mV, tempo
de duracdo do pulso 0,05 s com intervalo de 0,5 s) e LSV (velocidade de

varredura 50 mV s?).
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Tabela 6. Resumo dos parametros de calibracdo de cada técnica.

Técnic Equagdo da reta r LOD
(umol L)

SWV  Aj=-255x10°+1,32 x107 + 0,739 [LD] 0,999 0,58

DPV i=3,10x 10® £ 5,56 x 108 + 0,0918 [LD] 0,998 1,82

LSV i =3,66x10%+2,69x 108+ 0,0328 [LD] 0,997 2,44

[LD] = concentracdo de levodopa

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6 & possivel
observar que a técnica mais sensivel e adequada para a deteccdo de
levodopa é a SWV. A SWV apresentou maior sensibilidade (observada
pela inclinacdo da curva de calibracdo) e menor limite de deteccdo em
comparacdo a DPV e LSV e, desta forma, foi a técnica escolhida para o
desenvolvimento do método. Isto ocorre especialmente porque a reagéo
redox da levodopa, nas condicdes de trabalho, é quase-reversivel, ou seja,
apresenta pico de oxidacdo e reducdo e a SWV consegue medir um
diferencial dessas correntes, enquanto a DPV e a LSV medem apenas o
pico de oxidag&o da levodopa.

Apos selecionar a técnica, foi realizado a otimizagdo dos seus
pardmetros experimentais. A frequéncia (10-100 Hz), a amplitude de
pulso (10-100 mV) e o incremento de potencial (1-10 mV) foram
investigados com o objetivo de alcancar uma melhoria ainda maior na
sensibilidade. A otimizacdo foi realizada fixando dois pardmetros em
valores intermedidrios e variando apenas um por vez. Os estudos foram
realizados em &cido sulfarico (0,1 mol L*; pH 1,2) contendo 24,4 pmol

L de levodopa. De acordo com os resultados apresentados na Figura 45,
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as melhores condi¢fes experimentais foram obtidas utilizando 30 Hz de
frequéncia, 50 mV de amplitude de pulso e 6 mV de incremento de
potencial. Isto porque, até estes valores é possivel obter uma relagéo
linear entre a corrente de pico e 0 parametro da técnica, assegurando

assim um transporte de massa controlado por difuséo.

Figura 45. Otimizacdo dos pardmetros da SWV: (A) frequéncia, (B)
incremento de potencial, (C) amplitude de pulso. Estudo realizado
utilizando o eletrodo proposto em acido sulfurico (0,1 mol L) contendo
em 24,4 umol L de levodopa.
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4.3.7. Desempenho analitico do eletrodo
4.3.7.1. Curva de calibracéo

Sob as condicdes de trabalho otimizadas, as curvas de calibracdo
para a levodopa (Figura 46) foram construidas por SWV, a partir do
gréafico de corrente de pico resultante vs. a concentragéo de levodopa (n
=3), utilizando o eletrodo nanoestruturado proposto e o eletrodo sem
modificacdo (GCE) em uma faixa de potencial de +0,3 a +0,7 V vs.
Ag/AgCl.

Figura 46. (A) SWV voltamogramas obtidos utilizando o eletrodo
nanoestruturado em écido sulfdrico (0,1 mol L; pH 1,2) para diferentes
concentracdes de levodopa: (a) 2,0; (b) 4,97; (c) 9,90; (d) 14,7; (e) 19,6;
(f) 24,4; (9) 29,1; (h) 33,8; (i) 38,5; (j) 43,1; (k) 47,6 umol L. (B) Curva
de calibragdo utilizando: (a) AUNP-CMC-xGnP/GCE, (b) GCE.
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A curva de calibracdo obtida para o eletrodo AuNP-CMC-
XGnP/GCE (Figura 46-B; curva a) foi linear de 2,0 a 47,6 umol L e
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apresentou a seguinte equacéo de regressdo: Ai=-2,55 x 106 + 1,32 x 10-
7+ 0,739 £ 3,48 x 107 [levodopa] (r? = 0,999), onde Ai corresponde a
corrente de pico resultante e [levodopa] a concentracdo de levodopa em
mol L1, O limite de deteccdo (LOD), calculado como trés vezes o desvio
padrdo do intercepo/inclinacdo (nivel de confianga de 95%) foi de 0,58
umol L enquanto o limite de quantificacdo (LOQ), calculado como dez
vezes 0 desvio padrdo do intercepto/inclinagdo, foi de 1,8 umol L. A
curva de calibracdo para o GCE (Figura 46-B; curva b) apresentou
linearidade de 4,97 a 47,6 umol L™ e equacéo de regressdo de Ai = -1,80
x 10® £ 5,0 x 10° + 0,01205 + 1,80 x 10** [levodopa] (r> = 0,999) com
LOD e 0 LOQ de 1,40 e 4,97 umol L, respectivamente.

A Tabela 7 mostra uma comparagdo entre o eletrodo
nanoestruturado e outros eletrodos modificados descritos na literatura
para a determinacdo de levodopa. Nela é possivel observar que 0 AUNP-
CMC-xGnP/GCE apresenta menor LOD que a maioria dos eletrodos,
mostrando ser uma ferramenta adequada para a deteccdo de levodopa.
Também vale ressaltar que quando comparado ao eletrodo sem
modificagdo, o eletrodo nanoestruturado apresentou maior sensibilidade
(observado através da inclinacdo da curva de calibracdo) e menor LOD,

indicando um desempenho analitico satisfatorio.
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Tabela 7. Comparacdo entre diferentes eletrodos aplicados na deteccao de

levodopa.
Faixa linear LOD )
Eletrodo Referéncia
(umol LY)  (umol L)
MBICI/NiO/NPs/CPE 0,7 - 900 0,4 FOULADGAR
et. al., 2015
gold screen-printed BERGAMINI
electrode 1-660 0,99 et. al., 2005
Co(DMG),CIPy/MW LEITE et. al.,
CNT/BPPG 8-100 0,86 2012
GClgraphene WANG et. al.,
electrode 1-16 0.8 2013
Ru-red-NaY/CPE 120 - 10000 85 TEIXEIRA et.
al., 2015
AUNP-CMC-
xGNP/GCE 2,0-47,6 0,58 Este estudo

MBICI: liquido idnico

cloreto de 1-metil-3-butilimidazéilio; NiO/NPs:

nanoparticulas de NiO; BPPG: eletrodo de grafite pirolitico de plano basal,

Co(DMG),CIPy: complexo de cloro(piridina)bis(dimetilglioximato)cobalto(l1);
MWCNT: nanotubos de carbono de paredes mdltiplas; Ru-red: complexo
trinuclear de ruténio amina [(NHz)sRu"'-O—Ru'V(NH3),.—O-Ru"'(NH3)s] &*; NaY:

zeblita do tipo VY.

4.3.7.2. Estudos de seletividade e precisao

O estudo de interferentes foi realizado por SWV monitorando a

variagio da resposta eletroquimica da levodopa (em concentracéo fixa de
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19,6 umol L) com concentrages crescentes de substancias consideradas
potencialmente interferentes. Os compostos estudados foram: &cido
ascorbico, acido citrico, cafeina, glicose, dopamina e carbidopa nas
propor¢8es de concentracdo de 1:1, 1:5 e 1:10 (levodopa: interferente).
Os resultados demostraram que acido ascorbico, acido citrico, cafeina e
glicose (substancias normalmente presentes em fluidos biolGgicos)
apresentaram baixo grau de interferéncia, com desvio de sinal para
levodopa menor que 5,0% em todas as concentra¢des estudadas. Por outro
lado, a dopamina e a carbidopa interferiram em todas as proporgdes
testadas. Isto porque, estas catecolaminas exibem estrutura semelhante a
da levodopa e potenciais de pico muito préximos, causando sobreposicéo
do sinal e, consequentemente, valor de corrente superestimado. Portanto,
em amostras contendo essas catecolaminas, como em fluidos bioldgicos
(sangue e urina, por exemplo) e alguns farmacos, ndo é possivel
determinar levodopa isoladamente. 1sso sugere que o eletrodo proposto
nao é especifico para levodopa, mas seletivo para esse grupo de
compostos. Ainda assim, pode ser usado para determinagéo de levodopa
em amostras farmacéuticas que contém apenas levodopa como principio
ativo e outros excipientes, ou ainda em amostras que contenham outras
catecolaminas detectando um somatorio desse grupo de moléculas, que
pode ser expresso em funcéo da concentracao de levodopa.

A preciséo do método foi investigada por estudos de repetibilidade
intra-day e repetibilidade entre eletrodos. A repetibilidade intra-day foi
avaliada a partir de 10 medidas consecutivas, utilizando o mesmo eletrodo
e as mesmas condicdes experimentais (levodopa 9,90 umol L em &cido
sulfdrico 0,1 mol L, por SWV). Os valores de desvio padréo relativo

(RSD) obtidos foram inferiores a 2,0%, o que demonstra uma boa
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precisdo entre as medidas. A repetibilidade entre eletrodos, determinada
a partir da resposta de trés eletrodos preparados de forma independente
utilizando o mesmo procedimento, mostra boa reprodutibilidade no
processo de construcdo do filme e também evidencia que o método é

adequado para fins analiticos (RSD de 4,0%).

4.3.7.3. Estudos de recuperacéo e aplicagdo analitica

Os ensaios de recuperacdo e a aplicagao analitica do método foram
realizados por SWV (n = 3), por de adi¢do de padrdo, utilizando uma
solucéo estoque de levodopa 1,0 mmol L' e uma amostra de farmaco
contendo 200 mg de levodopa por capsula (amostra A).

Os estudos de recuperacdo avaliam a exatiddo de um determinado
método analitico e consistem na adi¢do de diferentes concentragdes
conhecidas do analito sobre uma amostra, seguida pela determinagéo
dessa concentracdo adicionada (BRITO et al., 2003). A recuperagdo de
levodopa foi avaliada a partir de trés diferentes concentragdes (4,97, 9,90
e 14,7 umol L). A percentagem de recuperacdo variou de 98,6 a 106,8
%, indicando baixa interferéncia da matriz e exatiddo satisfatdria da

metodologia empregada (Tabela 8).
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Tabela 8. Estudo de recuperacgdo para levodopa em farmaco utilizando o

eletrodo proposto.

levodopa (umol L) Recuperagcao®
Amostra %)
Adicionado Recuperado? (%0
4,97 531+0,1 106,8
9,90 10,0+0,2 101,0
A
14,7 145+0,1 98,6

a: Média + desvio padrdo; n=3. b Recuperagdo = (valor encontrado/valor

adicionado) x 100.

A fim de avaliar a eficiéncia do método desenvolvido, a
guantificacdo de levodopa em amostra de farmaco foi realizada com o
eletrodo  AuNP-CMC-xGnP/GCE e comparada com um método
espectrofotométrico utilizado como comparativo (MOHAMED et. al.,
2009). Os resultados obtidos também foram comparados com o rétulo do
medicamento e encontram-se na Tabela 9. Como pode ser observado, o
teor de levodopa determinado pelo eletrodo foi consistente com o
especificado pelo fabricante no rétulo do produto (erro relativo < 1,0%) e
com o determinado pelo método comparativo (erro relativo de 6,8%).
Estes resultados indicam que a metodologia é adequada para a

determinacdo de levodopa em farmacos.
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Tabela 9. Determinacdo de levodopa pelo método eletroquimico e pelo
método espectrofotométrico (MOHAMED et. al., 2009).

Levodopa (mg capsula®)

Amostra
Valor Método Método Er Er2
rotulado  proposto® comparativo® (%)  (%)°
A 200,00 202,09+4,17 217,03+1,20 6,8 1,04

a: Média £ desvio padrdo (n=3); b: Er; = [(método comparativo—método
proposto)/(método comparativo)]x100; c: Erp = [(valor rotulado—método
proposto)/(valor rotulado)] x100;
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

Neste trabalho de Tese foram desenvolvidos dois novos eletrodos
modificados com diferentes materiais nanoestruturados. Associados a
uma metodologia eletroanalitica adequada, estes eletrodos foram
aplicados com sucesso na determinacdo de dopamina e levodopa em
amostras farmacéuticas.

O primeiro eletrodo estudado e apresentado neste documento foi o
biossensor para a deteccdo de dopamina. Este biossensor foi construido a
partir da modificacdo interna de um eletrodo de pasta de carbono com a
enzima LAC imobilizada em AuNP-PAH (identificado como AuNP-
PAH-LAC/CPE). Os resultados obtidos neste trabalho foram
satisfatérios: elevada sensibilidade e baixo LOD para a deteccdo de
dopamina, boa repetibilidade e estabilidade do biossensor. Estes bons
resultados podem ser atribuidos a eficiente imobilizacdo da enzima no
nanomaterial, que proporcionou um ambiente adequado para a
estabilizacdo da LAC. Vale destacar ainda que a utilizacdo da enzima
contribuiu na alta eficiéncia da cinética redox na superficie do eletrodo e
na seletividade do método. Além disso, as propriedades cataliticas e a
elevada condutividade das AuNP-PAH também contribuiram para a
reacdo de transferéncia de elétrons, que pode ser comprovado por estudos
de EIS e CV. Também podem ser destacadas como vantagens do método
a facilidade na construcdo do biossensor e o baixo custo de
instrumentacdo e reagentes. Portanto, conclui-se que a metodologia
proposta se mostrou bastante simples e eficiente (com boa preciséo e

exatiddo) para a determinacdo dopamina em amostras farmacéuticas,
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podendo ser estendido a amostras mais complexas como sangue e urina,
por exemplo.

O segundo eletrodo proposto foi construido a partir da modificacdo
da superficie de um eletrodo de carbono vitreo com um filme
nanoestruturado de um composito hibrido constituido por AUNP-CMC e
XGnP (identificado como AUNP-CMC-xGnP/GCE). Este eletrodo
apresentou parametros analiticos satisfatorios (boa sensibilidade, baixo
LOD, boa precisdo e exatiddo) e foi aplicado com sucesso na
determinacdo de levodopa em farmaco. O bom desempenho da
metodologia proposta se deve, especialmente, pela presenca do
nanomaterial utilizado na modificagdo do GCE, que melhorou algumas
propriedades do eletrodo base como o aumento da area e da
condutividade, tornando a reacdo de transferéncia de elétrons mais facil.
Portanto, o eletrodo desenvolvido neste trabalho pode ser considerado
uma ferramenta conveniente para a determinacdo rapida e precisa de

levodopa em amostras farmacéuticas.
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