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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos e aplicados $i0vo
biossensores para a determinacdo de adrenalingsatda voltametria
de onda quadrada. Foram construidos dois biosssngtiferentes,
sendo o primeiro, um biossensor de pasta de cartamtendo liquido
ibnico hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazdli (BMI.PF;) e
peroxidase de milho Zéa mays L.) imobilizada em quitina
guimicamente modificada com glioxal e carbodiimida segundo, um
biossensor contendo microcapsulas de lacase e andicafas de platina
dispersas em liquido i6nico (Pt-BMILBFAs enzimas peroxidase e
lacase catalisam a oxidagdo da adrenalina a suaspondenteo-
qguinona, a qual é reduzida eletroquimicamente meerfigcie de cada
eletrodo a um potencial de -0,23 V e -0,21 W. Ag/AgCl,
respectivamente. Sob condi¢cdes experimentais pneviee otimizadas
para cada um dos biossensores, foram construidas\as analiticas a
partir da corrente resultanters. concentracdo de adrenalina,
apresentando linearidade em um intervalo de 9,89 0,22x10" mol
L™ e 9,99x10" a 2,13x10* mol L%, com um limite de deteccdo de
2,27x10" e 2,93x10° mol L', respectivamente. A recuperacdo da
adrenalina nas amostras de formulagfes injetavai®w de 97,9 a
100,8% e 955 a 104,2%, respectivamente para ofodde
desenvolvidos. Por fim, a quantificacdo da adramalisando esses
biossensores apresentou concordancia com o métdimal, o
confirmando que esses métodos propostos represemanalternativa
viavel para determinacdo dessa catecolamina em ufacdes
farmacéuticas.

Palavras-Chave:Biossensor, enzima, liquido idnico, adrenalina.



ABSTRACT

In this work were developed and applied new biosentor the
adrenaline determination by square-wave voltammeiwyo different
biosensors were constructed: the first, a bioseabtihe carbon paste
containing ionic liquid 1-butyl-3-methylimidazoliumhexafluoro-
phosphate (BMI.P§ and peroxidase of the corrZga maysL.)
immobilized in chitin chemically crosslinked with lygxal and
carbodiimide, and the second, a bhiosensor contpiniaccase
microcapsules and platinum nanoparticles dispeirséahic liquid (Pt-
BMI.PFg). The enzymes peroxidase and laccase catalyzexitiation
of adrenaline to its correspondingyuinone, which is electrochemically
reduced on the surface of each electrode atempaltof -0.23 V and
-0.21 V vs. Ag/AgCI, respectively. Using the expagintal conditions
previously optimized for each one of the biosenstine analytical
curves were built from the resulting currergrsus concentration of
adrenaline responding linearly in a range of 9.89%io 1.22x10* mol
L™ and 9.99x10 to 2.13x10" mol L%, with a detection limit of
2.27x10" and 2.93x10 mol L*, respectively. The recovery of
adrenaline in injectable formulations samples rdn@@m 97.9 to
100.8% and from 95.5 to 104.2%, respectively foe teveloped
electrodes. Finally, the quantification of adremali using these
biosensors showed agreement with the official netisonfirming that
those proposed methods represent a viable alteenfati determination
of that catecholamine in pharmaceutical formulation

Keywords: Biosensor, enzyme, ionic liquid, adrenaline.
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1. INTRODUCAO
1.1. BIOSSENSORES

Biossensores podem ser definidos como dispositigoe
convertem uma resposta biolégica em um sinal etéproporcional a
concentracdo do analito na amostra. O elementoddiom de
reconhecimento (biorreceptor) utilizado na constouge biossensores é
bastante variado, podendo-se destacar alguns,ctai® enzimas,
tecidos vegetais ou animais, anticorpos, antigerm&ulas ou
organismos inteiros, organelas, DNA, oligonuclemiil e, inclusive,
materiais biomiméticos (biorreceptores sintétic&ste biorreceptor é
imobilizado junto a superficie de um transdutosgdsitivo capaz de
transformar um tipo de sinal em outro), o qual &ssificado em;
eletroquimico, Optico, piezoelétrico ou calorimgiri Os transdutores
eletroquimicos sdo o0s mais empregados em biosssnsos quais
podem ser amperométricos, potenciométricos, triameis efeito de
campo (FETs —Field Effect Transistods ou condutimétricos
(FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992; VADGAMA e CRUMP,
1992; MELLO e KUBOTA, 2002; CAMPASet al, 2008;
GRIESHABEREet al, 2008).

A Figura 1 apresenta esquematicamente 0s principais
biocomponentes e transdutores empregados na ogAGirwe
biossensores. O funcionamento destes biossensassiatse na
interacdo seletiva do analito com o biorreceptstaEnteracdo resulta
na variacdo de alguma propriedade fisico-quimicangferéncia de
elétrons, variacdo de pH ou de massa, absorcadss&ende radiacbes
eletromagnéticas, alteracdo de temperatura, ete)égreconhecida e
medida por um transdutor adequado, e, finalmenteorre a
amplificacéo e o processamento do sinal correspw@deconcentracao
do analito na amostra. Em adi¢c&o, cabe ressaltaraqinteracdo do
analito com o biorreceptor pode acontecer atraeésius principais
formas, de acordo com o elemento biolégico empmegadndo elas:
interacdo por afinidade (ex.: oligonucleotideoseeonhecimento das
sequéncias complementares) via biocatalitica (ex.. enzimas -
reconhecimento do substrato especifico e catalias tkacdes
correspondentes) (MELLO e KUBOTA, 2002; D'ORAZIOQ(B;
CAMPAS et al, 2008; GRIESHABERt al, 2008).
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Figura 1. Biocomponentes e transdutores empregados na gofistrde
biossensores (traduzido e adaptado de MELLO e KUBQUD02).

Na construcdo dos biossensores, diferentes tipetettedos tém
sido empregados, destacando-se os eletrodos da gastarbono,
carbono vitreo, ouro e os eletrodos impressos.e@oeo de pasta de
carbono (EPC), proposto por Adams (em 1958), aptasgrandes
vantagens sobre os eletrodos sélidos convencicespgcialmente pela
possibilidade de modificagao interna do materiafrético. Além disso,
estes eletrodos oferecem versatilidade, baixa merrde fundo, baixo
custo e facilidade de renovacdo da superficie. ddeva essas
propriedades, os eletrodos a base de pasta dencasfio amplamente
utilizados na fabricacdo de biossensores (PEREHRAal, 2002;
SVANCARA et al, 2009).

Desde o desenvolvimento do primeiro biossensorstogido por
Clark & Lyons, em 1962, diversos outros biossersoferam
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construidos utilizando diferentes tipos de matefigdldgicos, sendo os
eletrodos de enzimas (biossensores enzimaticoshais difundidos.
Além disso, nos ultimos anos, novos materiais t@m empregados na
modificacdo de biossensores com o objetivo de mmiho seu
desempenho, dentre estes modificadores destacaossdiquidos
ibnicos, nanotubos de carbono e as nanoparticidédioas. Assim, em
razdo da intensa pesquisa no desenvolvimento desnevmodernos
biossensores, a aplicacdo desses dispositivosviemgado rapidamente,
abrangendo importantes areas, tais como alimentiaiéca, biomédica,
ambiental e farmacéutica. Assim como as técnicaslit@as
sofisticadas, os biossensores apresentam rapigien, tusto, facilidade
na operacao, estabilidade, boa sensibilidade tviddele na deteccdo e
guantificagdo de diversos analitos. Portanto, daevas indmeras
vantagens apresentadas pelos biossensores, ppdifger o crescente
desenvolvimento desta linha de pesquisa e suaiadtdportancia no
campo cientifico e tecnolégico (MELLO e KUBOTA, Z)0TELES e
FONSECA, 2008; CAMPASet al, 2008; NAYAK et al, 2009;
VELASCO-GARCIA, 2009; DHAWANEt al, 2009).

1.2. ENZIMAS

Enzimas, catalisadores dos sistemas biologicos, sao
extraordinarios dispositivos moleculares, que deteam o perfil de
transformacdes quimicas. As caracteristicas maisegsionantes destas
biomoléculas s&o o seu poder catalitico e sua iisflade. As enzimas
aceleram as reacgdes, superando em eficiéncia mao#taisadores
sintetizados em laboratério. Além disso, estas cuds sao altamente
especificas tanto na reacdo catalisada como nessotha de reagentes,
0s quais sdo chamados de substratos. Uma enzimiangete catalisa
uma reacgdo quimica Unica ou um conjunto de reaes@sitamente
relacionadas, evitando reacdes colaterais (STRMEBG; CHAMPE e
HARVEY, 1996; LEHNINGERet al,, 2006).

Todas as enzimas conhecidas sé@o proteinas, compdexde um
pequeno grupo de moléculas de RNA cataliticamentasa(ribozimas).
As proteinas sdo altamente eficientes na cataismmeras reacdes
guimicas, por causa da sua capacidade de sedigeciicamente a uma
larga variedade de moléculas. Através de diversascad
intermoleculares, as enzimas aproximam-se de sibstrem uma
orientagdo ideal com o propdsito de formar e qudlyacdes quimicas.
Em esséncia, elas catalisam reacdes pela estaBdizios estados de
transicdo (as espécies quimicas de maior nivehergia nos caminhos
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reacionais), e fazendo isto seletivamente, estasmdiéculas
determinam qual das varias reacdes quimicas patsnotalmente
ocorre (VOET e VOET, 1995; STRYER, 1996; LEHNINGER al,
2006).

Toda enzima possui um sitio ativo (centro ativogal onde se
processam as reagfes com determinados substratogyeEal, este
centro ativo é constituido de alguns residuos deduidos da cadeia
de proteina e um grupo néo-protéico, sendo respenpeéla atividade
bioldgica da enzima. Algumas enzimas dependem sixelmente da
sua prépria estrutura protéica para exercer svdadie catalitica, sendo
denominadas de apoenzimas. Entretanto, outras amzigtessitam de
um ou mais componentes n&o-protéicos adicionaisa pseu
funcionamento, conhecidos como cofatores. Estemtares podem ser
de natureza inorganica (ex.: fons metalicos %, Bg®*, Mn?*, Zr*") ou
organica (ex.: vitaminas — riboflavina, tiaminaptbia), sendo que
cofatores organicos recebem a denominacéo de caa@szO© complexo
cataliticamente ativo enzima-cofator € denominagldnaloenzima. Em
certas enzimas, a coenzima ou o ion metalico igstdd fracamente ou
apenas de forma transitéria a parte protéica, engupie em outras se
ligam de modo firme e permanente, neste Ultimo ,casoebe a
denominacéo de grupo prostético. Além disso, adatile enzimatica é
dependente da temperatura e pH. Uma enzima sulamatidgentes
como calor, solventes orgéanicos, acidos e basdssfoentre outros,
pode sofrer desnaturacdo (perda da conformacaciqaohativa),
tornando-se inativa (DIXON e WEBB, 1979; VOET e VOQEL995;
STRYER, 1996; LEHNINGERt al, 2006; DEVLIN, 2007).

As enzimas s&8o0 responsaveis por converter um dmEulstancia
(substrato) em outro (produto), sendo extremamesteecificas nas
reacbes que catalisam. Pelo fato de serem proteioms estrutura
terciaria ou quaternaria, as enzimas sao dotadasiotleamentos
tridimensionais em suas cadeias polipeptidicasjeolles confere uma
forma caracteristica e Unica (STRYER, 1996; LEHNEFGet al,
2006). Em 1894, Hermann Emil Fischer propds um feogmra
explicar a especificidade enzimatica, no qual tast@nzimas como o0s
substatos apresentam formas complementares, fazemtoque se
encaixem de maneira precisa. No entanto, estajemnhecida como
modelo chave-fechadura, falha em explicar a estabdo dos estados
de transicdo que as enzimas exibem. Desta forrtéaegglente agora
gue os formatos dos sitios ativos de muitas enzé@ascentuadamente
modificados pela ligacdo do substrato, conformeutedo por Daniel
E. Koshland Jr., em 1958. De acordo com esta teon@ vez que as



21

enzimas exibem estruturas flexiveis, as cadeiagalatdos aminoacidos
que formam os sitios ativos sofrem uma reorientagmaneira que as
suas posicdes potencializem a acdo cataliticazilmanEntao, os sitios
ativos continuam a sofrer modificacbes até que lostsato esteja

completamente ligado, sendo definido neste momanseu formato

final. Este processo de reconhecimento dinamidoaénedo de encaixe
induzido (Figura 2).

'v'\Sustatc A enzima altera ligeiramente a sua O '

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

Figura 2. Diagramas que mostram a atividade enzimaticaédrde modelo do
encaixe induzido.

Para muitas enzimas, a velocidade de cat&is@ria com a
concentracéo do substrato [S], conforme mostradéiquaa 3, onde €
definido como o niumero de moléculas de produto &oiorpor segundo.
Observa-se no grafico queé quase linearmente proporcional a [S],
guando [S] é baixa; porém, em alta [8F quase independente de [S].
Em 1913, Leonor Michaelis e Maud Menten propusetammodelo
simples para explicar estas caracteristicas cagtideste modelo, uma
enzima (E) se combina com um substrato (S), panaaioum complexo
enzima-substrato (ES), o qual pode prosseguir foangar um produto
(P), ou para se dissociar em E e S, de acordo aguatao 1.

Ky ks
E+S—> [ES> EP® (Eq. 1)
ko

A velocidadev de formacdo do produto € dada pela equacdo de
Michaelis-Menten (equagéo 2):

V = Vmax- [S] (Eq. 2)
Km + [S]
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na qualvmax € a velocidade quando a enzima esta totalmenteadat
com substrato, &y, a constante de Michaelis, € a concentracdo de
substrato na qual a velocidade de reacdo é metade@rima Ymay/2).
Esta constante é caracteristica de um substrate pema enzima
especifica, fornecendo um parametro de especifieidmtre substrato-
enzima. A velocidade maximama, € igual ao produto d&; pela
concentracdo total da enzima. A constante cinéticachamada de
numero de renovacasu(nover number é o niumero de moléculas de
substrato transformadas por unidade de tempo, emlnmiocd sitio
catalitico, quando a enzima esta totalmente satucath substrato. Os
ndmeros de renovacdo para a maioria das enzimés estre 1 e 10
por segundo (FERSHT, 1980; STRYER, 1996; LEHNINGE&Ral,
2006).

'/ Vmax

R [ A
)

@

On

@

o

©

©

S Vmax2l -

S 1

.-9 1

3 :

° !

~ :

g 1

1’/ KM

Concentragdo do substrato [S]

Figura 3. Gréafico da velocidade da reagdo em funcdo da otraggio do
substrato, para uma enzima que obedeca a cinédcMidhaelis-Menten
(STRYER, 1996).

As enzimas sdo classificadas em grupos conformigm de
reacdes que catalisam. De acordo com a classificagé@posta pela
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molkcu(IUBMB,
http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb), as enzimas agEsN-se
divididas em seis grupos, que estao listados arsegu

1. Oxidorredutasescatalisam reacdes de oxidacdo e reducdo (ex.:
peroxidase, lacase);
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2. Transferasesrealizam a transferéncia de grupos de um composto
para o outro (ex.: dimetilaliltransferase);

3. Hidrolases catalisam reagfes de hidrélise de ligacbes cotede
(ex.: urease);

4. Liases catalisam a quebra de ligacGes covalentes pelinat&o
de grupos funcionais, formando ligacdes duplasgaialisam a adi¢do
de grupos funcionais através de ligagbes duplas: (earbonato
desidratase);

5.lsomerases facilitam reacfes de isomerismos Opticos e
geométricos (ex.: maleato isomerase);

6.Ligases realizam a unido de duas moléculas associadas a
hidrélise de uma ligacdo da adenosina trifosfatdRA(ex.: piruvato
carboxilase).

1.2.1. Peroxidase

A enzima peroxidase encontra-se amplamente difdabua
natureza e pode ser facilmente extraida de cétidasarias plantas,
fungos, animais e microorganismos, além de ser idensla
termoestavel. As fontes vegetais de peroxidasens@eras, dentre elas
podem-se citar: péssegoPr@nus persicha mandioca Nanihot
utilissimg), alcachofra Cynara scolymus ),. batata doce lgomoea
batatas (L.) Lan), rabanete Armoracia rusticang abobrinha
(Cucurbita pepd jilo (Solanum gilp, vagem Phaseolus vulgar)s
entre outras (FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2002; VIEIR et al,
2003; OLIVEIRAet al,, 2006 A e B; FERNANDES®t al, 2007).

As peroxidases (E.C. 1.11.1.7) pertencem a clasas d
oxirredutases e catalisam reacbes de oxidacdo des vaubstratos
doadores de proétons, tais como: monofendis, digengolifendis e
aminofendis, na presenca de peroxido de hidrogémiuitas
peroxidases sédo heme proteinas e possuem no iseatigtt um grupo
Fe(lll) protoporfirina IX (usualmente referido confgrupo heme”),
conforme ilustrado na Figura 4.
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CH,
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Figura 4. Grupo Fe(lll) protoporfirina IX (“grupo heme”),t& ativo de muitas
enzimas peroxidases (VEITCH, 2004).

Estas enzimas apresentam um ciclo catalitico kastamplexo,
mostrado de forma simplificada nas trés etapaguarsgJLIANA et al,
2008):

[heme (Fe™)] + H,0,  — [heme (O=F¢")}-R*Jup+ O (Eq. 3)
[heme (0=F&’)-R"¢] ¢+ SH y [heme (O=Fe")]n + S+ (Eq. 4)

[heme (O=Fe" )]+ SH ~ — [heme (Fe™)] + S+ + H,0 (Eq. 5)

A equacao 3 envolve a oxidacdo do grupo prostéteme da
peroxidase pelo peroxido de hidrogénio por doif@ié, e a formacgéo
de um composto intermediario, no estado®* FéComposto ),
consistindo do ferro oxiferril (O=F8 e do cation radicat porfirinico.
Na equacdo 4, o composto intermediario®{Féormado sofre uma
reacdo de reducgdo pela transferéncia de um eldtraubstrato doador
SH (por exemplo, um fenol), formando composto mgtiario, no
estado de oxidacdo FeComposto I1). Um elétron adicional pode ser
transferido, proveniente de uma segunda moléculsubstrato SH
(Equacdo 5), de forma que a enzima retorne a sosfoativa (F&).
Nas etapas 4 e 5, o substrato doador de elétrddy €éSoxidado
(RUZGAS et al, 1996; FERAPONTOVAet al, 2001; VEITCH, 2004;
ULIANA et al, 2008).
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Existe um amplo interesse pelas peroxidases, dedsdsuas
multiplas aplicacdes nas industrias de papel dosude alimentos, em
andlises bioquimicas e tratamentos de residuosre entitras
(REGALADO et al, 2004). Além disso, ha uma grande utilizacédo
destas enzimas em laboratdrios de pesquisa, com@xemplo, em
reacbes de sintese orgénica e na construcdo deeisases. A
utilizagcado de materiais biolégicos brutos como lesgtdor na construcao
destes bioeletrodos, em substituicdo a enzimaBgaulas, tem recebido
consideravel atencdo de pesquisadores. O uso idedex extratos de
vegetais oferece vantagens atrativas em relac&mamas puras, tais
como estabilidade, baixo custo e longo tempo dea vidgtil
(FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2002).

1.2.2. Lacase

A lacase (EC 1.10.3.2) pertence a classe das duiases e é
uma enzima “multicobre” que catalisa a oxidagdaeha variedade de
compostos inorganicos e aromaticos (particularmdatsis) com a
reducdo simultdnea de oxigénio molecular a &agua &R e
STAPLES, 2002; DURANet al, 2002; RIVA, 2006), como
esquematizado na Figura 5. De acordo com a refiegsenesquematica
do ciclo catalitico da lacase, ocorre a oxidacaguro moléculas de
substrato para os radicais correspondentes e, miactemente, a
eliminacdo de duas moléculas de agua a partir dacé® de uma
molécula de oxigénio molecular.

4 Sub 4 Sube
CU” Cul
cu'  cut cu' cu
CU” Cul
Lac,y; Lac,eg
2 Hzo 02

Figura 5. Representagdo esquematica do ciclo catalitico agasé. Sub:
substrato; Suk: substrato oxidado radicalar (adaptado de RIVAG}0
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Em geral, lacases possuem quatro atomos de cobee qu
desempenham um importante papel nos mecanismdficada Estes
atomos séo distribuidos em diferentes sitios declig e sao
classificados em trés tipos, de acordo com caiatitars funcionais e
espectroscopicas especificas (Figura 6). O colpe Tiou azul (sitio
mononuclear) estd4 envolvido em captura e transferéde elétrons,
portanto, é onde a oxidacdo do substrato acorfeceobres Tipo 2 e 3
(sitio trinuclear) estdo envolvidos na ligacdo omraxigénio, ou seja,
sdo responsaveis pela reducdo do oxigénio moleeulireracdo de
agua (DURANet al, 2002; RIVA, 2006).

His 452 His 111
Cu
His 400/ !
H.,0 i
2‘ i His 395\
Cu__ ! OH Cu
y His 64 | i 458/ Phe 463
His 396 ) : 1s
His 454,,, I
"Cu
RN
His 66 His 109
T2 T3 T1

Figura 6. Representacéo estrutural do sitio ativo das lacdspo 1 ou azul
(T1); Tipo 2 (T2) e Tipo 3 (T3) (RIVA, 2006).

Também conhecidas como “enzimas azuis”, as lacaées
obtidas de plantas superiores, fungos e bactg@m®m, as enzimas
mais conhecidas sdo as provenientes de fungogxeamplo, fungos de
decomposicdo da madeira). Embora os centros de sefam similares
para todas as lacases, diferencas significativas ak&ervadas nas
propriedades termodinamicas e cinéticas, em furmigisua origem
(MAYER e STAPLES, 2002; DURANt al, 2002; RIVA, 2006).

As enzimas lacases sdo extensamente usadas nafiasdde
papel, tecidos, alimentos e cosméticos, bem como &was
biotecnol6gicas, em especial, biorremediacdo deasaga solos
contaminados (DURAN e ESPOSITO, 2000; MINUSSIal, 2002;
RIVA, 2006; COUTO e HERRERA, 2006; MOROZOV& al, 2007).
Além destas aplicacdes, estas enzimas vém sendoegadas com
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sucesso na construgdo de biossensores para detgfimide compostos
fendlicos (GOMESet al, 2004; SANTHIAGO e VIEIRA, 2007;
FRANZOIl et al, 2009 A e B).

1.3. IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

As enzimas apresentam varias propriedades desgj&@ino
descrito anteriormente, que as tornam potentesliszatares para
inUmeros processos de biotransformacdo, destacandm-uso em
industrias farmacéuticas, quimicas e de alimeiaiés) do seu emprego
na construcdo de biossensores. Contudo, as enest@s sujeitas a
perda de sua atividade por fatores quimicos, 8silou bioldgicos,
durante sua utilizacdo ou até mesmo estocageme Dexto, diferentes
tipos de imobilizacdo de enzimas tém sido deseidadva fim de se
obter biocatalisadores com atividade e estabiligaidezgidas durante os
processos em que sao empregados. Além disso, iasasrimobilizadas
apresentam grandes vantagens em relacao as etizi@gaspois podem
ser recuperadas e reutilizadas, e, assim, ha ureraamo tempo de
vida util e diminuicdo dos custos das reac®es isatils por estas
biomoléculas (WEETALL, 1975; GUILBAULT, 1984; DALLA
VECCHIA et al, 2004; MATEOet al, 2007).

As caracteristicas das enzimas imobilizadas sawotadas pelas
propriedades das enzimas e pelo material usado soparte. Desta
maneira, o material empregado na imobilizacdo deveriteriosamente
escolhido para que seja possivel a obtencédo deiagatélisador com
desempenho superior. Recentemente, varios biopaém&m sido
utilizados com essa finalidade, tais como algif®NG et al, 2008),
quitosana (KRAJEWSKA, 2004; GUPTA e JABRAIL, 2006;
OLIVEIRA et al, 2006 A, B e C) e quitina (KRAJEWSKA, 2004;
FERNANDESet al, 2007), pois sdo materiais versateis e quimicagnent
inertes. Assim, a enzima imobilizada de maneiralidevera exibir uma
atividade catalitica maior ou igual a enzima ligreconsequentemente,
sem ocorréncia de alteragbes estruturais, bem comddicacdes no seu
sitio ativo.

Na literatura, encontram-se descritos diversos aestode
imobilizacdo, utilizando diferentes suportes e/ougerdes
reticulantes/ativadores. De modo geral, a imolghra pode ocorrer
através da adsorcao ou ligacdo da enzima em umi imablavel, pelo
uso de um reagente multifuncional através das digmccruzadas,
confinamento em géis ou em membranas poliméricaBETALL,
1975; GUILBAULT, 1984; DALLA-VECCHIA et al, 2004; MATEO
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et al, 2007). A Figura 7 ilustra e classifica os primigp métodos
empregados na imobilizacdo de enzimas.

] METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS \

/ —
ENCAPSULAGAO

(CONFINAMENTO) — \
/ \ adsorcao

(fisica ou idnica) ligagdo
covalente

{-c \

N\ ¥

i 4 membranas por ligacao cruzada
microcapsulas : <« no suporte -

microscopicas entre a enzima e o

suporte
O o E

T At

Figura 7. Métodos de imobilizacdo de enzimas (adaptado dd.LBDA
VECCHIA et al, 2004).

.

A imobilizacdo por adsor¢cdo é um método simplepjda e
baixo custo, sendo amplamente empregado. Estedim@o consiste
na unido entre a enzima e um suporte inerte atade/égacdes de baixa
energia (interacbes de van der Waals ou hidrofébitigacbes de
hidrogénio e ibnicas). Varios materiais podem g#izados para esse
tipo de imobilizacdo, tais como celulose, carvalicasgel, resinas de
troca i6nica e argilominerais em geral. Contudoauttas principais
desvantagens deste método é a dessorcdo da biataotér suporte
(GUILBAULT, 1984; DALLA-VECCHIA et al, 2004; MATEOet al,
2007).

A imobilizacdo por ligagcdo covalente ocorre entge grupos
reativos do suporte e os grupos funcionais nd@atila enzima (ex.:
amino, hidroxila, &cidos carboxilicos). Em gerateemétodo envolve
duas etapas: a ativacdo do suporte com um reagepezifico (ex.:
carbodiimida) e a adicdo da enzima para formacéoligkgao.
Entretanto, deve-se tomar cuidado para nao reailigacdo através do
centro ativo da enzima, o que ocasionaria perdatiddade da mesma.
Ja na imobilizacéo por ligacdo cruzada, as moléaldaenzima ligam-
se entre si por pontes intermoleculares, formamda tede polimérica
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tridimensional. Este método envolve a unido dasnew através de
ligacdes covalentes, utilizando reagentes bi outifumationais (ex.:
glutaraldeido, glioxal). O resultado é uma imohiji@o eficiente e com
boa estabilidade diante de variacbes de pH, tempar@ solventes
(GUILBAULT, 1984; DALLA-VECCHIA et al, 2004; MATEOet al,
2007).

O confinamento da enzima em matriz polimérica @cdurante o
processo de reticulacdo de um polimero insolUvetede polimérica
forma espacos vazios, onde a enzima fica imob#iz&ghresenta como
desvantagens, a perda de enzima pelos poros doepole dificuldade
no transporte do substrato e do produto pelas eangaliméricas. Ja no
confinamento em microcapsulas ou membranas migpaEss) a enzima
nao interage quimicamente com o suporte (ex.: @ceata celulose,
policarbonato, coldgeno), permanecendo praticamesteberta pelo
sistema, mantendo facilmente a atividade enzimaficaantagem da
utilizacao desta técnica é que a enzima nao sadigmlimero evitando,
assim, uma possivel desnaturacdo. Contudo, a difdad espécies
envolvidas no processo e a retencdo de produtasteraor do sistema
séo algumas desvantagens deste método (GUILBAURF4;IDALLA-
VECCHIA et. al, 2004; MATEOet al, 2007).

1.3.1. Quitina

A quitina é o segundo mais abundante polissacarideo
ocorréncia natural, ficando atrds apenas da celutloas liderando em
termos de taxa de reposi¢cdo, que chega a ser dmas maior que da
celulose (CAMPANA-FILHO et al, 2007). A quitina atua como
invélucro protetor e material de suporte nos organs em que ocorre.
Este biopolimero é encontrado na matriz da estuésquelética de
invertebrados, como artrépodes, anelideos, molusoesenterados, em
algas diatoméaceas e nas paredes celulares de &lgges e insetos. E
um polissacarideo de cadeia linear constituida, seuaque
exclusivamente, por unidades 2-acetamido-2-deBeglicopiranose
unidas por ligacdey(1—4), conforme a estrutura mostrada na Figura 8-
A. A quitina apresenta estrutura semelhante a@sguado, a quitosana
(Figura 8-B), sendo essa constituida predominanmtende unidades 2-
amino-2-desoxb-glicopiranose. A quitosana € obtida a partir da
desacetilacao da quitina por processo de hidréleina, apresentando
normalmente grau de desacetilagdo de 40 — 98%. Al&wo, a
quitosana apresenta solubilidade em solucdes agjudbaidas de
acidos, enquanto que a quitina corresponde a @®duuito mais
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acetilados e insoluveis (MUZZARELL#t al, 1986; KRAJEWSKA,
2004; CAMPANA-FILHO et al, 2007; KASAAI, 2008; MOURYA e
INAMDAR, 2008).

o
A OH NH, OH NH
HO -
HO S © 5 HO o
NH
o=< O_ﬂ/ OH

OH

B OH NH, OH NH,
AN VTR
o
HO X Y HO W 5
O:‘/\ OH 2 OH

Figura 8. Estrutura quimica da quitina (A) e do seu derivadpitosana (B).

A quitina e seus derivados séo atualmente usadosigas areas,
tais como: tratamento de agua, biomédica, farmmegutosmética,
biotecnoldgica, agricola e industrias de alimenfogjuitina apresenta
propriedades materiais excelentes como biocompd#te,
biodegradabilidade, alto poder de adsorcdo, estatié fisica e
guimica, além de ndo ser téxica e possibilitar ficadides quimicas na
sua estrutura (FELSE e PANDA, 1999; KURITA, 200AMPANA-
FILHO et al, 2007; MIR, 2008et al; NAGAHAMA et al, 2008;
MOURYA e INAMDAR, 2008). Devido a estas diversasntagens,
este biopolimero tem chamado a atencao de pesqresapara seu uso
como suporte para imobilizacdo de enzimas (FEL$FRAMDA, 1999;
KRAJEWSKA, 2004; FERNANDE®t al, 2007).

1.4. LIQUIDOS IONICOS

Recentemente, uma nova classe de compostos, aqiidos
ibnicos (LIs), vem sendo empregada, com grandessacem diversas
reacbes organicas e organometélicas, processos xttacd® e
eletroquimica (HOLBREY e SEDDON, 1999; DUPONTal, 2002 A;
CONSORTI et al, 2001). A aplicacdo destes liquidos tem ganhado
notavel espaco na quimica analitica, onde témusddos em separacao
e pré-concentracdo em cromatografias (HAN e ARMSNR(O2007),
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e, especialmente, em eletroanalitica como elairglitporte ou como
modificadores de sensores e biossensores (WEI eSKAA 2008;
CHERNYSHOVet al, 2008).

LIs ou sais fundidos, como também s&o conhecidudermp ser
definidos como eletrélitos compostos inteiramemteipns, séo liquidos
préximo a temperatura ambiente, apresentam fracasracoes
interibnicas, baixa energia de reticulo cristalidensidades elevadas,
baixas temperaturas de fusdo, negligenciavel predsévapor, boa
estabilidade quimica e térmica, habilidade cataliéi alta condutividade
(HOLBREY e SEDDON, 1999; CONSORHt al, 2001; DUPONT,
2004).

Em virtude das caracteristicas Unicas dos LIs,céspgente por
serem materiais com desprezivel inflamabilidadelatViolade e
toxicidade, estes liquidos vém atraindo a atengdeabquisadores e
indUstrias interessados em tecnologias limpas, rdnemida “quimica
verde”. Atualmente, os LIs estdo sendo substitptomissores para 0s
solventes tradicionais, em muitas reacdes de sintgganica. A
aplicacdo destes materiais vem crescendo, confittmmanas vantagens
em relagdo aos solventes organicos convencionaéssdo geralmente
bastante volateis e nocivos (EARLE e SEDDON, 2000).

Os Lls sao formados por céations organicos e aroogénicos ou
inorganicos, sendo que estas diversas combinac&fisem as
propriedades fisico-quimicas destes compostos. Mard 9 séo
mostrados alguns exemplos de Lls formados peloorcatl,3-
dialquilimidazélio e diferentes anions, tais cometrdfluorborato,
hexafluorfosfato, trifluormetilsulfonato, bis(tuibrmetilsulfonil)-imida,
etc. Estes compostos apresentam propriedadesndéerge acordo com
cada combinacao, conforme dados fisico-quimicodradizs na Tabela
1 (HOLBREY e SEDDON, 1999; CONSORFt al, 2001; DUPONT,
2004).

X= BF,, BMI.BF,
NCON X= PFg, BMIPFg
gy N
Bu X= CF3S03, BMI.CF;SO;4
X X= NTf,, BMI.NTF,

Figura 9. Exemplos de liquidos iénicos 1,3-dialquilimidazdlio
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Tabela 1. Dados fisico-quimicos de alguns liquidos ibnicoselbdos em 1-
alquil-3-metilimidazélio (DUPONT, 2004)

R X T (°CY (mlga s) (g.c?n'3)° (mSZrﬁl)d
Et BF, 13 37 1,28 14

"Pr BFR -17 103 1,24 5,9
"Bu  BFR _  180(233) 121  35(86)
"Bu PR 10 219(312) 137  16(6.5)
"By AICI, - (294) 1,23 (24.1)
"Bu CRSGO; 16 90 1,22 3,7
"Bu  N(T, 4 69 1,43 3.9
"Bu CRCO, - 73 1,21 3,2

R = cétion; X = anion® Ponto de fusid® Viscosidade a 25 °C e entre parénteses a
30 °C;¢ Densidade a 25 °¢;Condutividade a 25°C e entre parénteses a 60 °C.

Dentre os varios Lls existentes, destacam-se axjdelévados da
combinac&o do cation r-butil-3-metilimidazolio (BMI) com anions
fracamente coordenantes, tais como hexafluorfosfé®i) e
bis(trifluormetilsulfonil)imida  (T§N). Esses Lls apresentam
caracteristicas como imiscibilidade em &agua (car&idrofobico),
atividade catalitica, ampla janela eletroquimicaala estabilidade
térmica (decomposi¢éo acima de 400 °C), sendzaditis com éxito,
por exemplo, como agentes estabilizadores de ndimpas metalicas
(ZHOU, 2005; MIGOWSKI e DUPONT, 2007; SCHEEREH al,
2008), bem como na modificacdo quimica de difesergketrodos,
especialmente biossensores. Neste Ultimo casojedivabprincipal é
melhorar a sensibilidade e estabilidade destessligws (ZHAOet al,
2004; MALEKI et al, 2006; CHERNYSHOVet al, 2008; WEI e
IVASKA, 2008; MUSAMEH e WANG, 2008).

1.5. NANOPARTICULAS METALICAS

Nanotecnologia envolve o estudo, manipulacdo, &oiag uso de
materiais, dispositivos e sistemas tipicamente domensées menores
que 100 nm. Recentemente, a nanotecnologia venmgesdando um
importante papel no desenvolvimento de sensorésssdamsores, tendo
em vista as caracteristicas eletrbnicas, magngtidagticas e
eletroquimicas Unicas exibidas pelos nanomaterfisonstrucdo de
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eletrodos usando estes materiais em tamanho nammméem

apresentado resultados incriveis, tais como aumeatsensibilidade,
estabilidade e velocidade de resposta destes digpss
(HERNANDEZ-SANTOS et al, 2002; JIANRONGet al, 2004;

PUMERA et al, 2007; CAMPBELL e COMPTON, 2009; ZHAN@t

al., 2009).

Vérias nanoestruturas tém sido investigadas padexndigar suas
propriedades e possibilidades de aplicacdo emdriesses, incluindo
nanoparticulas, nanotubos, nanofibras e nanofiestr® estes materiais,
as nanoparticulas (especialmente de ouro, pratatieg) sao as mais
extensivamente estudadas e usadas na fabricacdsemsores e
biossensores, como exposto nas revisdes de HemSadéoset al.
(2002), Campbell e Compton (2009) e Zhaaal. (2009) que tratam
das propriedades e aplicacdo das nanoparticulaslicast em
eletroanalise. Nestas revisbes sdo destacadasasgias inigualaveis
propriedades dos materiais nanoparticulados, tamsocaumento do
transporte de massa, grande area superficial a&ivextraordinaria
atividade catalitica associada com seu tamanho ratadd e
composicgao.

A catdlise é a mais importante aplicagdo quimica da
nanoparticulas metdlicas e, por isso, vém senddaamepte estudada.
Destacam-se as nanoparticulas de metais de transispecialmente
metais preciosos, pois possuem espetaculares daal@f cataliticas,
sendo empregadas em muitas reacfes organicas.nassgmrticulas no
meio reacional se comportam como catalisadores génsms
convencionais, mas com a vantagem de serem redagefacilmente
depois da reacdo. Da mesma forma, as nanopartibelagetais nobres
tém sido usadas para catalisar rea¢des bioquingcasta capacidade
pode ser proveitosamente empregada no desenvolamele
biossensores (HERNANDEZ-SANTQS al, 2002; JIANRONGet al,
2004; GUO e WANG, 2007).

Na sintese das nanoparticulas metalicas, o cordmlamanho
das particulas é um fator de grande importanciaoteem vista que
estes materiais sdo apenas cineticamente estaveievem ser
estabilizados para evitar aglomeracdo (coalescéngiee leva a
formagcdo do metal (minimo termodinamico) e, podargerda das
dimensdes nanométricas. Métodos de protecdo estac eletrbnica
tém sido empregados para estabilizacdo de namagastide metais de
transicdo (ZHOU, 2005; DUPONT, 2002 B). O grupopg#squisa do
Prof. Jairton Dupont tem demonstrado recentememieseus estudos
que os Lls derivados do rithutil-3-metilimidazélio sdo excelentes
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meios para preparacdo e estabilizacdo de nanapastimetélicas. De
acordo com esses estudos, os LIs apresentam estpdglimérica de
interacbes fracas e sdo capazes de criar uma $ootegtérica e
eletrbnica em torno da nanoparticula, evitandoadémsna a agregacao
(DUPONT, 2002 A e B; SCHEERENt al, 2003; MIGOWSKI e
DUPONT, 2007). Além disso, € possivel empregar talinente a
solucdo ibnica contendo as nanoparticulas dispeesas reacdes
organicas e na modificacdo de sensores e biossshgmr exemplo.
Assim, a combinacdo do LI com as nanoparticulas nutais
normalmente exibe um efeito sinérgico excelenteayueenta atividade
e robustez do catalisador (ZHOU, 2005).

1.6. CATECOLAMINAS

As catecolaminas representam um grupo de amin@g@ias,
entre as quais estdo a adrenalina, a noradrer@kndopamina, e tém
importantes funcfes como neurotransmissores e MmO As
catecolaminas sdo aminas derivadas do catecol (egé@nico formado
por 2 grupos OH ligados ao benzeno) ao qual egéfldi um grupo
amina. As catecolaminas sdo sintetizadas na medyea-renal, no
cérebro e em algumas fibras nervosas simpéatica®©O[AN et al,
2003; AMORIM et al, 2007; NALEWAJKO et al, 2007;
SHAIDAROVA et al, 2008).

As catecolaminas exibem efeitos excitatorios eitiiiios do
sistema nervoso periférico assim como a¢fes solsistema nervoso
central (SNC), tais como a estimulagcdo da respracdumento da
atividade psicomotora. Podem também influenciaaxa tmetabdlica,
tanto pela modulacdo da funcdo enddcrina comoraggx de insulina e
pelo aumento da taxa de glicogendlise e a mobdlizag acidos graxos.
Além disso, sdo marcadores importantes para o @kign de muitas
doencas, e também sdo extensamente usados noetttdade asma
bronquial, doenca de Parkinson, infarto do miocéedcirurgia cardiaca
(SZEPONIK et al, 1997; KATZUNG, 1998; MICHALOWSKI e
HALABURDA, 2001; GOODMAN et al, 2003; NAGARAJAEet al,
2001; DEVLIN, 2007).

1.6.1. Adrenalina
A adrenalina, também denominada de epinefrina, @& des mais

conhecidas catecolaminas, pertence a familia dasotn@nsmissores
quimicos excitatorios e possui importante papel a@ohormbnio
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(MATEO e KOJLO, 1997; MICHALOWSKI e HALABURDA, 2001
BEITOLLAHI et al, 2008). E biossintetizada principalmente na medula
supra-renal e apresenta acbes farmacol6gicas @ssepar excitar 0s
receptoresa- € f-adrenérgicos, atuando no sistema nervoso central,
renal, hormonal e cardiovalcular (VOET e VOET, 1.98®0ODMAN et

al., 2003; GUYTON e HALL, 2006; FELI>t al, 2006; BEITOLLAHI

et al, 2008).

Quimicamente, a adrenalina recebe a nomenclatural-¢e
hidroxi-2-(metilamino)etil)-1,2-benzenodiol, segonda IUPAC, e
apresenta estrutura quimica de acordo com a Figur& uma amina
simpatomimética (AMORIMet al, 2007), isolada pela primeira vez em
1901 por Takamine e Aldrich, e sintetizada em 1994Stolz e Dalkin
(HERNANDEZ et al, 1998). A adrenalina foi o primeiro horménio a
ser obtido na forma cristalina, apresentando-seadobma de um p6 de
coloracdo branca, ndo apresenta odor e escuredeafjirente sob
exposicao a luz e ao ar (KOJLO e CALATAYUD, 1995).

OH
HO

HN
HO ~

Figura 10. Estrutura quimica da adrenalina.

A adrenalina é um vasoconstritor potente e estimelaardiaco
(KATZUNG, 1998), sendo usada em medicina princigeita no
tratamento de ataque do coracdo, asma bronquaalcayha e cirurgia
cardiaca (MATEO e KOJLO, 1997; DEFTERECS al, 1993;
SOLICH et al, 2000; GOODMANet al, 2003). Clinicamente, é a
droga de escolha para o tratamento de emergéreigadbes alérgicas
severas (anafilaxias), incluindo o choque anafitdtidevido a picadas
de insetos, comida, drogas, e outros alergénio& @D et al, 2000;
AMORIM et al, 2007).

A determinacdo de adrenalina em fluidos biolégices
formulagBes farmacéuticas tém ganhado grande ralev&ientifica e,
consequentemente, recebido investimentos para nevasodernas
pesquisas nesta area. Um grande numero de métedossido
desenvolvido para a determinacdo desta catecolamimpregando
principalmente espectrofotometria (NEVADED al, 1996; ZHUet al,
1997; SOROURADDIN et al, 1998; SOLICH et al, 2000;
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NAGARAJA et al, 2001), quimiluminescéncia (DEFTEREGS al,
1993; MICHALOWSKI e HALABURDA, 2001; LlUet al, 2009),
potenciometria (AMORIMet al, 2007), cromatografia liquida de alta
eficiéncia (FOTOPOULOU e IOANNOU, 2002; SABBIONt al,
2004; NALEWAJKO et al, 2007), eletroforese capilar (WEt al,
2005; LIU et al, 2007) e também técnicas eletroanaliticas usando
diferentes sensores (MATEO e KOJLO, 1997; HERNAND&Zal,
1998; WANG et al, 2002; SUNet al, 2006; SHAIDAROVA et al,
2008; BEITOLLAHI et al, 2008; CHERNYSHO\kt al, 2008; ZHOU

et al, 2009; ZARE e NASIRIZADEH, 2010) e biossensores
(SZEPONIKet al, 1997; LEITEet al, 2003; FELIXet al, 2006).

Porém, alguns destes métodos sdo muito dispendiosos
complicados, requerem longos tempos de execugdo exigem
extracOes/tratamentos prévios das amostras. Adsimssensores de
pasta de carbono apresentam-se como uma altermitired comparada
a outros sensores eletroquimicos atualmente disgieni para
quantificagdo de adrenalina. Estes biossensoreecefa importantes
vantagens, tais como baixo custo, simplicidade atestcucdo, grande
possibilidade de modificagdes, facilidade de regéwada superficie,
boa seletividade e sensibilidade.

1.7. TECNICAS ELETROANALITICAS

As técnicas eletroanaliticas sdo baseadas nas igutages
elétricas mensuraveis (corrente, potencial, camgadutividade ou
resisténcia) de um analito em solucdo quando estdmetido a uma
diferenca de potencial entre eletrodos em umaateteoquimica, com a
finalidade de se obter informa¢fes fundamentaigesgioopriedades
intrinsecas do analito. Estudos de processos dgho e reducdo em
varios meios, de adsor¢cdo em superficies e de isemande
transferéncia de elétrons, inclusive com a utifpagde eletrodos
modificados, exemplificam algumas das numerosascagiles das
técnicas eletroanaliticas. Além disso, essas tésnipodem ser
adequadamente utilizadas na quantificacdo de espdeiinteresse em
diferentes areas de estudo, tais como medicingufrvca, quimica
ambiental e de alimentos. Dentre as vantagens ejieelas por essas
técnicas estdo: a possibilidade de realizar meddieestamente na
amostra (sem necessidade de etapas de pré-tratqreemurto tempo
necessario para a realizacdo das analises e o0 laisto da
instrumentacdo e dos reagentes utilizados, se cadgs as técnicas
cromatograficas e espectroscopicas. Estas impestardntagens tém
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estimulado o uso intenso destas técnicas, bem aovestimentos em
pesquisa para desenvolvimento de métodos cada wéz sensiveis
(SKOOGet al, 2002 e 2008; SOUZAt al, 2003; HARRIS, 2005)

1.7.1. Voltametria

A voltametria compreende um grupo de métodos eleaidticos
nos quais a informacdo sobre o analito é obtidavé$r de medidas de
corrente em funcdo do potencial aplicado e em ¢dedique estimulam
a polarizagcédo de um eletrodo de trabalho. Em veltaay um sinal de
excitacdo de potencial variavel é aplicado sobra oeta eletroquimica
contendo um eletrodo de trabalho. Esse sinal extnafa resposta
caracteristica de corrente na qual se baseia odméth cela é
constituida de trés eletrodos (eletrodo de traballetrodo de referéncia
e eletrodo auxiliar) imersos em uma solucdo comtem@dnalito e um
eletrélito suporte (eletrélito ndo-reativo). O ebeko de trabalho, cujo
potencial varia linearmente com o tempo, tem suraenmkdes pequenas
para aumentar sua tendéncia de se tornar polarifadeletrodo de
referéncia é geralmente um eletrodo de calomelatoraglo ou de
Ag/AgCl, cujo potencial permanece constante durarggperimento. E
0 eletrodo auxiliar, ou contra-eletrodo, que geesita € um fio de
platina, tem a funcdo de conduzir eletricidade atdef de sinal através
da solugéo para o eletrodo de trabalho (WANG, 18)O0Get al,
2002 e 2008; HARRIS, 2005).

1.7.1.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica -eletrodid
importante e extensamente aplicada. Embora esa&aéseja pouco
utilizada em analises quantitativas (em comparapéo,exemplo, a
voltametria de onda quadrada), a VC é muito emplaegara obtencao
de informacg6es sobre os processos eletroquimicosexemplo, sobre
processos redox, deteccéo de intermediarios déesagbservacao e
acompanhamento de reacdes envolvendo produtos dosmaos
eletrodos. Geralmente, é a primeira técnica selad® na investigacéo
de um sistema que contém espécies eletroativasyemegue indica o
potencial redox dessas espécies (SKG@l, 2002 e 2008; HARRIS,
2005).

Na VC, o potencial elétrico aplicado no eletrodo tobalho
corresponde a uma onda triangular (Figura 11) e primeiramente a
varredura de potencial é feita em uma direcdo esegnida, na outra,
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enquanto a corrente é medida, constituindo um .cigksim, a onda
triangular produz a varredura no sentido diretoepois no sentido
inverso, sendo chamado de potencial de inversamim pnde ocorre a
reversdo. Os potenciais de inversdo devem serhedeslde maneira
gue se possa observar a oxidacdo ou reducao, leatatnoor difusdo, de
uma ou mais espécies de interesse (SKO&2Gl, 2002 e 2008;
HARRIS, 2005).

A varredura pode ser realizada na direcdo de paisnmais
negativos (varredura direta) ou na direcdo de p@Enmais positivos
(varredura inversa), de acordo com o que se dedrjervar. Para o
estudo de agentes redutores, deve-se aplicar umaduea inversa
(sentido anddico), sendo processada a oxidacaordpasto, portanto a

corrente de pico anodicadié observada. No caso de agentes oxidantes,

deve-se realizar uma varredura direta (sentidad@ai) para a reducéo
do composto, sendo obtida uma corrente de picalicatdj,). A curva
voltamétrica obtida pela variagdo da corrente (gxes a variagéo de
potencial (eixo x) representa o voltamograma acliEigura 12)
(SKOOGet al, 2002 e 2008; HARRIS, 2005).

Potencial

Tempo

Figura 11. Sinal de excitacdo da voltametria ciclica.
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Figura 12. Voltamograma ciclico.

1.7.1.2. Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (VOQ) é uma técd&agpulso
que oferece vantagens como maior intensidade dal, smelhor
resolucdo do pico, medidas mais rapidas e maiailstidade, podendo
seu limite de deteccao ser comparado ao de técoioasmtograficas e
espectroscopicas. Além disso, a andlise dos pa@snearacteristicos
desta técnica permite a avaliagcdo mecanistica é&igndos processos
eletrédicos. Neste tipo de voltametria a medidaaleente é realizada
com velocidades de varredura superiores a 100 ¥ as medidas de
corrente sao feitas apenas ao final do pulso dmpiail, onde a corrente
capacitiva ja esta minimizada (SKO@Eal, 2002 e 2008; SOUZAt
al., 2003; HARRIS, 2005).

Na VOQ, a forma da curva de corrents. potencial é
proveniente da aplicacdo de potenciais de altEtgamplitude do pulso
de potencial), que varia de acordo com uma escadpotencial de
largura E (altura do degrau) e perioddduracéo do pulso). O perfil da
variacao de potencial na VOQ esta representadigon@alFl3 e consiste
na superposicdo de uma onda quadrada a uma fuagga escalonada
em degraus. Durante cada pulso catddico, o anaBtoreduz na
superficie do eletrodo, e durante o pulso anddicanalito reduzido
volta a se oxidar. No ponto 1, os elétrons fluemetiirodo para o
analito, e no ponto 2 na direcdo inversa. As cteesdo medidas ao
final dos pulsos diretos e reversos e o sinal édobtomo uma
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intensidade da corrente resultami® e forma diferencial (Figura 14),
ou seja, como as duas correntes tém sinais opasiasdiferenca é
maior que qualquer uma das correntes em separddods et al,
2002 e 2008; SOUZAt al, 2003; HARRIS, 2005).

Pulso catédico

* Pulso anddico

el

|
2

UL

‘« T»‘ Onda quadrada  Onda em escada

Figura 13. Forma de aplicacdo do potencial na voltametrianida quadrada
(adaptado de HARRIS, 2005).

resultante 1

resultante

Corrente
Corrente

reversa

reversa

Potencial Potencial

Figura 14. Voltamogramas de onda quadrada (1) processo sklox sistema
reversivel e (2) processo redox de um sistemaeirséxel (SOUSAet al,
2003).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como obijetivo principal deseverok aplicar
novos biossensores para a determinacdo de adeematirformulacdes
farmacéuticas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Biossensor contendo liquido idnico e perodge imobilizada
em quitina modificada liquido i6nico

« Obter um extrato de milho para utilizacdo como dahieé enzima
peroxidase;

e Determinar a atividade da peroxidase por método
espectrofotométrico;

» Modificar quimicamente o biopolimero quitina conmtidiimida
e glioxal;

 Imobilizar a enzima em quitina quimicamente modifia;

« Construir biossensores de pasta de carbono conmrdgidase
imobilizada em quitina quimicamente modificada eferintes
aglutinantes (Nujol e LI);

 Investigar parametros experimentais (porcentagem Ldte
concentracdo de enzima; parametros de voltamedrianda quadrada;
eletrélito suporte e pH) utilizando técnicas volédrtas para
otimizag&o dos biossensores;

e Aplicar os biossensores desenvolvidos na deter@nage
adrenalina em amostras de formulagcdes farmacéuticaando
voltametria de onda quadrada,;

e Comparar o teor de adrenalina em produtos farmiao8ut
determinado utilizando-se o0s biossensores propostagsn método
padréo.

2.2.2. Biossensor contendo lacase e nanoparticulds platina em
liquido ibnico

e Construir um biossensor de pasta de carbono camtend
microcipsulas de lacase e nanoparticulas de plamall (Pt-
BMI.PF);
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e Investigar parametros experimentais (porcentagem de
nanoparticulas de platina em LI; porcentagem darenzarametros de
voltametria de onda quadrada; eletrdlito suporteH utilizando
técnicas voltamétricas para otimizacado do biossenso

» Aplicar o biossensor desenvolvido na determinagiadienalina
em amostras de formulagbes farmacéuticas;

e Comparar o teor de adrenalina em produtos farmiao8ut
determinado utilizando-se 0 biossensor propostn enétodo padréo.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. INSTRUMENTAGAO

O extrato enzimatico foi obtido utilizando-se umuidificador
Black & Decker modelo IB900 e uma centrifuga Hiiatledelo Himac
CR 20B2, respectivamente, para homogeneizacao teifegacdo do
material vegetal.

Um espectrofotdmetro Micronal modelo B572 e cubd&a
guartzo (1,00 cm de caminho 6ptico) foram usados paleterminacao
da atividade do extrato enzimatico.

As quantificagbes de adrenalina pelo método cortipara
(método padrdo) foram realizadas em um espectrofdtdé UV-vis
Hewlett-Packard (Boise, ID, USA), modelo 8452A, cambeta de
quartzo de 1,00 cm de caminho éptico.

Um banho ultra-sénico Unique 1400A foi utilizadagauxiliar
no preparo de solucdes.

As medidas voltamétricas foram realizadas em uranpodstato/
galvanostato Autolab PGSTAT12 (Eco Chemie, The &hdhds),
conectado a unsoftwarede processamento de dados (GPES, versao
4.9.006, Eco Chemie). Para execucdo das andlidieswse uma cela
de vidro (capacidade méaxima aproximada de 15 mLjn se
compartimento divisério e com tampa de Teflon mtavde orificios
circulares para encaixe dos eletrodos e adicdo sohs;0es. Foi
utilizado um sistema de trés eletrodos: o biossedsesenvolvido no
laborat6rio aplicado como eletrodo de trabalho, efaetrodo de
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) como eletrodo de referéncia e uma placa de
platina (0,5 crf) como eletrodo auxiliar.

As caracteriza¢gbes morfolégicas dos biossensomendelvidos
e de um eletrodo de pasta de carbono ndo modifitado realizadas
no Laboratério de Caracterizacdo MicroestruturalCNL) do
Departamento de Engenharia Mecénica da Universidaatieral de
Santa Catarina (UFSC). As pastas foram colocadas sona superficie
de carbono contendo uma fita de dupla face e emidsedoram
cobertas com uma camada de ouro para formar une fdandutor
utilizando um metalizador (Blazers SCD 005, Lieoktein). As pastas
foram analisadas em um microscopio eletrénico desglara (MEV)
PHILIPS, modelo XL30, utilizando detector de elas®ecundarios.
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3.2. REAGENTES, SOLUGOES E AMOSTRAS

Reagentes de grau analitico foram obtidos comereiate e
usados no preparo de solugbes, sem tratamentoorlicipara
purificacdo. Todas as solugbes foram preparadasdosse agua
destilada e deionizada.

Solucdes tampéo acetato (pH 4,0; 4,5; 5,0 e 5fopfato (pH
6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) foram preparadas nasertragdes de 0,1 mol
L, utilizando reagentes obtidos da Vetec.

Extrato bruto de milho verde foi usado como foregpdroxidase.
O milho verde foi obtido de um supermercado deiftdipolis — SC, e
0 extrato deste vegetal foi armazenado em refiilgera 4 °C.

Na determinacdo da atividade enzimatica da perse&iddo
extrato de milho foi utilizada uma solucdo de gealid,0x10° mol L™
preparada mediante diluicdo de 0,14 mL deste réadéitdrich, 98%)
em um baldo volumétrico de 25 mL com solucgéo tanfipsfato 0,1 mol
L (pH 7,0). Também para esta andlise, uma solucémes de
peréxido de hidrogénio 9,8xTnol L™ foi preparada diluindo 1,0 mL
desse reagente (Vetec, 30%) em um baldo volumétacbO0 mL com
solugdo tampéo fosfato 0,1 mof (pH 7,0). Esta solucdo estoque foi
armazenada em geladeira para uso durante o tralihe solucdo de
trabalho de peréxido de hidrogénio 9,8%1@0l L™ foi preparada
diariamente a partir da diluicdo de 1,0 mL da s&duestoque em baldo
volumétrico de 10 mL, com tampao fosfato pH 7,0.

Quitina purificada em p0, apresentando granulometfierior a
60 mesh e grau de acetilacdo de 89,5%, foi adquitédAldrich e usada
como suporte para imobilizar a enzima vegetal. X@li@ carbodiimida
foram obtidos da Sigma e utilizados na modificagéimica da quitina.

Microcapsulas de lacase (Denilite Il Base; 800 ) fpram
obtidas da Novozymes, sendo esta enzima produzide p
microorganismos geneticamente modificaddspergillus oryzae

Para construcdo dos biossensores de pasta de eddiarsado
poé de grafite (Acheson 38) da Fisher Scientific igoN(6leo mineral
purificado) obtido da Aldrich. O LI hexafluorfostatde 1-butil-3-
metilimidazélio (BMI.PFE) e as nanoparticulas de platina dispersas em
LI BMI.PFs (Pt-BMIL.PR) foram sintetizados e caracterizados no
Laboratorio de Catalise Molecular (LAMOCA) da Unisielade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS) pelo grupo de pesqids&rof. Dr.
Jairton Dupont, e fornecidos para o presente tnabal

Solucdo estoque de adrenalina 1,0kiflol L™ foi preparada
diariamente pela dissolucdo de 0,0018 g deste meadg8&igma) em
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baldo volumétrico de 10 mL com tampé&o fosfato O¢l b?* (pH 6,5 /
7,0).

Amostras de solucdes injetaveis de adrenalina (iniiy) foram
obtidas no Hospital da Universidade Federal deeS@atarina (UFSC),
na cidade de Florianopolis — SC, e foram analisedgwregando-se 0s
biossensores propostos e um método padrao (edpsmtnétrico).

3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Biossensor contendo liquido i6nico e peroxise imobilizada
em quitina modificada

3.3.1.1. Obtencao do extrato enzimatico

Apos descascar, limpar e degranar as espigas de weifde Zea
maysL.) obtido no supermercado local, uma massa de @%le graos
deste vegetal foi homogeneizada em um liquidificgdontamente com
100 mL de tampéo fosfato 0,1 mof pH 7,0). O extrato bruto vegetal
(homogenato) foi rapidamente filtrado em quatro adas de gaze e
posteriormente centrifugado a 18000 rpm por 5 mima temperatura
de 4 °C (OLIVEIRAet al, 2006 A, B e C; FERNANDESt al, 2007).
A solucdo sobrenadante, quando necessario, passofiltfacdo em
holder com membrana 0,46n (Millipore, Bedford, USA). O extrato
enzimético foi armazenado em frascos ambar, solyeedcdo, e usado
como fonte da enzima peroxidase para a construggibidssensores.

3.3.1.2. Determinacéo da atividade enzimatica daxjase

A atividade da peroxidase no extrato de milho feiedminada

medindo-se a variagao de absorbancia (comprimentmda = 470 nm)

do tetraguaiacol formado na reacdo enzimatica (&iglb). Nessa
determinacdo foram usados 0,2 mL da solucdo sataatendo extrato
vegetal, 2,7 mL de guaiacol 0,05 mof' le 0,1 mL de peréxido de
hidrogénio 9,8x18 mol L. Apés a homogeneizacdo dessas solucdes,
em triplicata, foi acompanhada espectrofotometreram a absorbéancia
do tetraguaicol durante cerca de 2 min, a temperaimbiente.
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H;C—0O O—CHj,
HaC—O 0—0
OH
4 + 4H,0, peroxidase + 8H,0
O 0—0 O
H3C—O O_CH3

Figura 15. Reagdo entre guaiacol e peréxido de hidrogéni@lisatla pela
enzima peroxidase.

A atividade enzimatica — unidade fhL— definida como a
guantidade de enzima que causa 0 aumento de 0)6idhdes de
absorbancia por minuto, sob as condicbes mencisnémlaleterminada
pela equacéo 6 (VIEIRAt al, 1998, 2003; MIKKELSEN e CORTON,
2004; OLIVEIRA, 2007).

A (unidade mit) = AAbs.1000 (Eq. 6)
At(s).V(mL)

A = atividade da enzima (unidade ML
AAbs = variagao da absorbanciaq(470 nm)
V = volume do extrato enzimético (mL)

At = variacdo do tempo (s)

3.3.1.3. Reticulacdo da quitina

A quitina foi usada como suporte para a imobilipagia
peroxidase obtida do milho, apés modificacdo quaroimm os reagentes
glioxal (GUPTA e JABRAIL, 2006; MARTINEZet al, 2007) e
carbodiimida (CHIOU e WU, 2004; OLIVEIRAet al, 2006 B).
Primeiramente, uma aliquota de 1,0 mL de solucaglidsal 4,0%
(v/v) preparada em solucdo tampéo fosfato (0,1 Imbl pH 7,0) foi
transferida sobre uma massa de 1,0 g de quitinpéeen manualmente
misturada por 1 min. Apds permanecer em repouso 4pdr, em
temperatura ambiente, a quitina foi filtrada e tivacom solugéo
tampéo fosfato (pH 7,0) para remover 0 excesso ldxaf e, na
sequéncia, foi secada em um dessecador contendm, sfob
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temperatura ambiente.

A quitina previamente reticulada com glioxal, agiwu-se uma
aliquota de 30,0 mL de solucdo de carbodiimida BJ#xmol L,
preparada em solucdo tampao 0,1 mdl(pH 7,0), deixando-se sob
agitacdo mecénica por cerca de 30 min, a temparatmmbiente. Em
seguida, a quitina foi filtrada e lavada com sotutgmpédo de fosfato
pH 7,0 para remover o excesso de carbodiimida. Atingu
guimicamente modificada foi secada a temperatultziemte e estocada
para subsequente utilizagdo como suporte paralizagf#io de enzimas.

3.3.1.4. Imobilizacéo da peroxidase em quitina ficatia

A quitina quimicamente modificada, de acordo com o
procedimento descrito anteriormente, foi utilizadano suporte para
imobilizacdo da enzima peroxidase do extrato déamilerde. Foram
adicionadas aliquotas de 35 a 2%0 do extrato de milho
(aproximadamente 300 a 2000 unidades de peroxidabeg 0,02 g de
quitina  modificada, individualmente. Esses matsriaiforam
cuidadosamente homogeneizados durante cerca de n2 emina
sequéncia, foram secados a temperatura ambiensteriBomente, a
peroxidase imobilizada na quitina foi utilizada garonstrucdo dos
biossensores.

3.3.1.5. Construcao dos biossensores

Trés tipos de biossensores contendo peroxidase it m
imobilizada em quitina quimicamente modificada ferdintes materiais
aglutinantes foram construidos do seguinte modo:

= Biossensor |(Nujol:BMI.PFs; 100:0; %, m/m): 20,0 mg de
quitina reticulada contendo 1500 unidades de péase (10%, m/m)
foram misturados com 140,0 mg de grafite em pé (70%n) em um
almofariz durante 20 min para assegurar a dispets@fmrme da
enzima. Na sequéncia, 40,0 mg de Nujol (20%, mémgnh adicionados
a este p6 e misturados por cerca de 20 min paea aljasta final (7,5
unidades de peroxidase thgde pasta de carbono). Esta pasta de
carbono modificada foi embutida na ponta de umagarplastica de
1,0 mL (1,0 mm de diametro interno) e um fio dereal®,4 cm x 10,0
cm) foi inserido para obtenc¢éo do contato elétrico;

= Biossensor I[(Nujol:BMI.PFg; 50:50%, m/m): este biossensor foi
construido de acordo com o método descrito p&mssensor,Iporém
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foi usado como aglutinantes 20,0 mg de Nujol (16%n) e 20,0 mg de
LI BMI.PFg (10%, m/m);

= Biossensor IlI(Nujol:BMI.PFs; 0:100%, m/m): este biossensor
também foi construido conforme o procedimento d®sacima, porém
somente LI foi incorporado como aglutinante, seasado 40,0 mg de
BMI.PFs (20%, m/m).

3.3.1.6. Medidas eletroquimicas

As medidas voltamétricas foram realizadas de acaao o
seguinte método: uma aliquota de 10,0 mL de soltep@pado fosfato
(0,1 mol LY pH 7,0) contendo 9,69x10mol L™ de peréxido de
hidrogénio foi transferida para uma célula eletfotca, e, em seguida,
sucessivas adicfes de solugcdo padrdo de adremaliremostras de
formulagbes farmacéuticas foram feitas com a atfio de um
micropipetador. Os voltamogramas ciclicos foramlizados em
intervalo de potencial de +0,20 a —0,50 V, com eidade de varredura
de 100 mV §. As medidas de voltametria de onda quadrada foram
obtidas aplicando varreduras de potencial entrg0+8,-0,60 V, com
frequéncia de 10-100 Hz, amplitude de pulso de QO-hV e
incremento de 1,0-7,0 mV, ap6s adicbes sucessivasalito. Todos 0s
potenciais foram registradas. Ag/AgCl (3,0 mol L* KCI), ap6s um
tempo de agitacdo de 60 s (suficiente para homageng solugéo), e
sob temperatura ambiente.

3.3.2. Biossensor contendo lacase e nanoparticulds platina em
liquido idnico

3.3.2.1. Construcao dos biossensores

Os bhiossensores foram construidos através da homiagedo
manual de 40,0 mg de microcapsulas de lacase (@09, e 100,0 mg
de grafite em p6 (50%, m/m) em um almofariz dura2@emin para
assegurar a disperséo uniforme da enzima. Subdeqente, 30,0 mg
de Nujol (15%, m/m) e 30,0 mg de nanoparticulapldéna dispersas
em LI (Pt-BMI.PF) (15%, m/m) foram adicionadas ao p6 de grafite
contendo enzima e misturados por cerca de 20 mingraduzir a pasta
final. A pasta de carbono modificada resultanteeimbutida em uma
seringa plastica de 1,0 mL (1,0 mm de didametrorrioiee um fio de
cobre (0,4 cm x 10,0 cm) foi inserido para obtend@a@ontato elétrico
externo.
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O biossensor sem nanoparticulas de platina foiapaep de
acordo com o mesmo procedimento, substituindo PLBR por
somente LI BMI.PE:

O EPC néo modificado foi preparado de forma sindtaavés da
homogeneizacdo manual de grafite em pd e Nujolmnalmofariz com
auxilio de um pistilo.

Os bhiossensores construidos foram estocados erhdeca, a
temperatura ambiente, quando ndo estavam senidaddis.

3.3.2.2. Medidas eletroquimicas

As medidas de voltametria foram realizadas de nsiohilar ao
descrito anteriormente (item 3.3.1.6.). Contudsta@arte do trabalho,
a solucdo tampao fosfato pH 6,5 foi utilizada catedrolito suporte. Os
voltamogramas ciclicos foram registrados na faigapdtencial entre
-0,6 e +0,4 V, e para as medidas de voltametrianda quadrada foram
realizadas varreduras de potencial entre —0,5 ¥.0,0

3.3.3. Preparacgdo das amostras e determinacédo daawcalina

Amostras de adrenalina injetavel, contendo bigsulfie sodio
(NaHSQ) como conservante, foram analisadas ap6s passaurpo
simples pré-tratamento. As amostras foram apropmaate diluidas em
solucdo tampao acetato (0,1molLpH 4,0) e, subsequentemente,
borbulhadas com nitrogénio durante cerca de 5 Edéte periodo foi
suficiente para remover a interferéncia do bissuliob a forma de
H,SO; (SOyq) + HOg) (FELIX et al, 2006; AMORIM et al, 2007).
Estas amostras de adrenalina foram quantificadaandos os
biossensores propostos e um método espectrofotompadrao.

O método de adi¢cdo de padrao foi usado para detecdd de
adrenalina em amostras de formulacbes farmacéutaimavés de
técnica eletroanalitica. Aliquotas das amostrasigmente preparadas
foram transferidas para a célula eletroquimica eswdd o eletrdlito
suporte (e peréxido de hidrogénio, quando necedsdrguantificadas
usando voltametria de onda quadrada, apds sucesabligbes de
solugcéo padrdo de adrenalina. Todas as medidas fexacutadas em
triplicata.

Um método de espectrofotometria UV para determmagé
adrenalina recomendado pela Farmacopéia (UNITED T&ERA
PHARMACORPEIA, 2007) foi usado para comparacao cemesultados
analiticos obtidos usando os biossensores propod®sacordo com
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esse método padrdo, solugbes de adrenalina emngaeske acido
cloridrico 0,01 mol [* apresentam uma absorbancia maxima em 280
nm, com absortividade molar situada entre 260008 28cm’* mol™.
Para as amostras de formulagdes farmacéuticasnédidee injetavel)
analisadas neste trabalho, a quantificacdo esfetotm@étrica de
adrenalina foi feita através do método de padrgaizaxterna.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. BIOSSENSOR CONTENDO PEROXIDASE IMOBILIZADA
EM QUITINA MODIFICADA E LIQUIDO IONICO

4.1.1. Estudo da atividade e estabilidade da peradse

O extrato vegetal enzimatico foi obtido de milhodeeZea Mays
L.) e utilizado como fonte da enzima peroxidase.atvidade da
peroxidase foi investigada por espectrofotometnac@mprimento de
onda de 470 nm, acompanhando-se a absorbanciatrdguggacol
formado na reag¢do enzimatica, como demonstradai@ntente na
Figura 15.

De acordo com o grafico da atividade enzimaticguiE 16),
pode-se calcular a atividade da peroxidase atral@sEquacdo 6
(mostrada anteriormente), utilizando a parte lirdmgrafico, obtendo-
se um valor de atividade da peroxidase igual aO8uidades por
mililitro do extrato de milho.

1,2

O 20 40 60 8 100 120
t(s)
Figura 16. Determinagdo da atividade enzimatica da peroxidase.

De acordo com a literatura (LOOMIS, 1969; FATIBELLO
FILHO e VIEIRA, 2002; OLIVEIRA, 2007), o escurecime dos
tecidos vegetais esta relacionado com as reacdEe anenzima
polifenol oxidase ou peroxidase e os compostos lifersd naturais
presentes nesses tecidos. Este processo aliad@aci@x promovida
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pelo oxigénio do ar sdo os responsaveis pela digiiouda atividade
enzimatica dos extratos vegetais brutos no decdorégmpo.

Com o objetivo de acompanhar a estabilidade daxjgerse do
extrato bruto de milho verde armazenado em refdmr (4 °C), um
estudo da atividade enzimética foi realizado. Aalgiitlade da enzima
foi investigada durante 20 dias, apresentando digéo gradual dos
valores de atividade no decorrer deste perioddpooe apresentado na
Figura 17. Por este motivo, preferiu-se sempreizatil o extrato
preparado recentemente para a construcdo dosdeletey além disso,
assegurou-se melhor conservacdo da atividade eitanetravés de
imobilizacao.

90001
8000{ = =

7000/ e
60001
50001

40004 e

Atividade (unidades mt)

3000+

o 5 10 15 20
Dias

Figura 17. Estudo da estabilidade da peroxidase do extratmitteo verde
armazenado em refrigerador (4 °C).

4.1.2. Quitina quimicamente modificada e imobiliza§o da
peroxidase

A quitina (Figura 18-A) é estruturalmente semelbantelulose,
mas é um amino polissacarideo com grupos acetaraglposicdes C-2
no lugar de grupos hidroxila. Além da sua estrutodissacaridica
Unica, a presenga de grupos amino na quitina et vantajosa por
apresentar distintas funcdes bioldgicas disponjpaia realizar reacdes
de modificacdo de sua estrutura quimica. Destaadoamquitina pode
apresentar um potencial de aplicacdo muito maidaagquye celulose em
muitos campos da ciéncia e tecnologia (KURITA, 2081R et al,
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2008).

As caracteristicas da enzima e do suporte parailinagtfio sao
as principais responsaveis pela eficacia e propdiesl da enzima
imobilizada. A quitina é um material suporte exo&de para
imobilizacdo de enzimas por causa de suas Variaactedsticas
desejaveis, incluindo hidrofilicidade, biocompdidzde,
biodegradabilidade e estabilidade fisico-quimicdénmA disso, este
biopolimero é suscetivel a modificacdo quimicadiz@os grupamentos
amino e hidroxila que possibilitam a formag&o dagdéo covalente com
a enzima (KURITA, 2001; ZENG e ZHENG, 2002; MéRal,, 2008).

A Figura 18 apresenta um esquema proposto paralalimacéo
da peroxidase de milho em quitina (A) modificadéngcamente com
glioxal (B) e carbodiimida (C). O glioxal foi utado como agente
reticulante, pois possui propriedades bifunciorgie resultam em
reagcbes com o0s grupos amino. Inicialmente, o dlio’age com os
grupos NH disponiveis da quitina (aproximadamente 10,5%grdo a
formacgéo de uma rede polimérica, na qual a enzemaxjaase pode ser
aprisionada entre os intersticios formados. Aléresali existe a
possibilidade da enzima ligar-se em uma das extishes livres do
glioxal, ou seja, este reagente induz a formac&wades de Schiff entre
seus grupos aldeidicos livres e grupos amino dafcolas de
peroxidase. A adicdo subsequente da carbodiimiddizada como um
agente ativador, o qual reage preferencialmenteasogrupos hidroxila
da quitina. Apds a ativacdo, ocorre a formacaoigkcdo covalente
entre o suporte e o grupo amino da peroxidase.r&ggeque a enzima
peroxidase (D) seja covalentemente imobilizada dBambém fique
retida no espaco intersticial do biopolimero madifio, promovendo
alta estabilidade, sem causar inativacdo enzimatica
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Figura 18. Esquema proposto para imobilizacdo da peroxidasegeitina
guimicamente modificada.

Conforme relatado previamente por Gupta e Jab28i0§) em
um estudo utilizando microscopia eletrénica de edura (MEV), a
reticulacdo de microesferas de quitosana utilizaghitaraldeido ou
glioxal confere a superficie deste biopolimero uspeato finamente
rugoso. A Figura 19 mostra imagens de MEV de cuigm pé antes
(A) e ap6s modificagdo quimica (B). Pode-se obsequa a morfologia
das particulas de quitina foi alterada ap6s retg@d, apresentando uma
superficie significativamente mais enrugada em evagfio a aparéncia
do suporte que nao recebeu nenhum tratamento, ramfdescrito por
Gupta e Jabrail (2006) no estudo com quitosanaufast similar a
quitina). Esta informacéo indica que as reagOesnddificacdo deste
suporte foram realizadas de forma eficiente.
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Figura 19. Imagens de microscopia eletrénica de varreduraMEe quitina
em po antes (A) e apés modificagao quimica (B).

4.1.3. Morfologia dos eletrodos

De acordo com o descrito na literatura (LBI al, 2005;
MALEKI et al, 2006; WANGet al, 2007; FRANZOIet al, 2009 A;
FERNANDESet al, 2009), a morfologia das pastas de carbono diferem
em relacdo aos tipos de aglutinantes utilizadoscamstrucdo dos
eletrodos.

A Figura 20 apresenta imagens de microscopia eieadde
varredura (MEV) dos biossensores contendo (A) Nuol(B) LI
BMI.PFs. Podem-se observar caracteristicas distintas mélogia dos
eletrodos estudados. O biossensor construido deo nadlicional,
usando Nujol como aglutinante (Figura 20-A), apméze uma
superficie composta por flocos de carbono irregslar isolados. Por
outro lado, o biossensor contendo LI (Figura 204Xibiu uma
superficie mais uniforme, com melhor compactacdo pdata de
carbono, possivelmente em razéo da alta viscosdia@MI.PF.
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Em adicdo, o LI apresenta outras vantagens quamgoegado
em biossensores, podendo-se destacar a facilitegd@nsferéncia de
elétrons na superficie destes eletrodos (&tldl, 2005; MALEKI et al,
2006).

N AcoV SpniiM
15.0kv 4.0 25

A, i TS 3 o
VvV  Spot Magn Det WD
“100kvV 40 250x  SE 103

S pe o os B g w54 Vi e

100 pm

Figura 20. Imagens de microscopia eletrbnica de varredura (MEWS
biossensores contendo (A) Nujol e (B) liquido i@nBMI.PF;.

4.1.4. Processo enzimatico na superficie do eletmd

Reac0es catalisadas por enzimas tém sido extersiNamsadas
em determinacbes de diferentes analitos de interesmacéutico. A
peroxidase catalisa a oxidacdo de mono-, di-, poéiminofendis, entre
outros, para sua quinona correspondente, na pesEnperoxido de
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hidrogénio. O desenvolvimento de varios biossessapge utilizam
peroxidase proveniente de material vegetal (extvaito ou tecido) tem
sido reportado na literatura (FATIBELLO-FILHO e MHEA, 2002;
VIEIRA et al, 2003; OLIVEIRAet al, 2006 A, B e C; FELIXet al,
2006; FERNANDESet al, 2007). Estes eletrodos tém apresentado alta
estabilidade, elevada atividade enzimatica e baib&to de producao
comparado com biossensores que empregam enziniBsaoiais.

A Figura 21 mostra um esquema da reacdo enzimatite
adrenalina e a peroxidase vegetal na superficie bassensor.
Inicialmente, a adrenalina (A) em contato com axi€dase, na presenca
de perdxido de hidrogénio, é oxidada & adrenalinaga (B). Entéo,
estao-quinona é reduzida eletroquimicamente na superéioi eletrodo
a um potencial de —0,23 ¥5. Ag/AgCI. A corrente de pico resultante
obtida é diretamente proporcional a concentrac&mnddto.

SUPERFICIE DO

BIOSSENSOR
PER eq \
OXI
H.Q: NH
'H,0
HO

Q)

Figura 21. Representacdo esquematica da oxidagdo/reducadreizabna na
superficie do biossensor. PER peroxidase reduzida; PER peroxidase
oxidada.
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4.1.5. Otimizag&do do método
4.1.5.1. Porcentagem de liquido iénico

Uma investigacdo do efeito da propor¢cdo das sutiatin
empregadas na construcdo dos biossensores faagaliEm estudos
prévios feitos pelo nosso grupo (OLIVEIREt al, 2006 A e B;
FERNANDESet al, 2007) a melhor composicdo da pasta de carbono
foi definida pela razdo 70:20:10% (Mm/m) de pd de
grafite:aglutinante:enzima-suporte. Entdo, estaposigdo foi usada no
presente estudo para a construcdo dos biossenswaigndo-se a
contribuicdo de diferentes aglutinantes (Nujol ¢ &lpropor¢cdes no
desempenho dos eletrodos.

A Figura 22 apresenta os voltamogramas ciclicose(le onda
gquadrada (B) obtidos com os biossensores conteh@@Ml.PFs;) e/ou
Nujol como aglutinante, em diferentes propor¢cdes geguintes
proporgfes de Nujol:BMI.RForam investigadas: (1) 100:0; (II) 50:50 e
(1 0:100 (%, m/m). Neste estudo foram comparadasrespostas
analiticas destes biossensores para a determinlgcadrenalina. Nos
voltamogramas ciclicos (Figura 22-A), as medidaarfoexecutadas em
uma faixa de potencial entre +0,2 e -0,5v¥. Ag/AgCl, a uma
velocidade de varredura de 100 niV, em solucdo tampé&o fosfato (pH
7,0) contendo 1,0xIbmol L de adrenalina e 9,69xi0mol L™ de
peréxido de hidrogénio. Conforme pode ser observdmmve um
acréscimo na corrente de fundo (corrente capaitivan 0 aumento da
porcentagem de LI, devido a capacitancia da dupi@ada ser maior no
eletrodo contendo LI do que no eletrodo constraimlm Nujol (LIU et
al., 2005; MALEKI et al, 2006).
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Figura 22. Voltamogramas ciclicos (A) e de onda quadradeaofBidos usando
biossensores contendo Nujol:BMILRas proporgces (1) 100:0 (m/m); (1)
50:50 (m/m) e (Ill) 0:100% (m/m), em solucdo tampi@sfato (pH 7,0)
contendo 1,0x18 mol L™ de adrenalina e 9,69xT0mol L™ de peréxido de
hidrogénio. (A) velocidade de 100 mV;s(B) frequéncia de 80 Hz, amplitude
de 60 mV, incremento de 5,0 mV. Inserido: valorescdrrente referentes a
cada composicao.
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Contudo, como previamente relatado na literaturdLl(EKI et
al., 2006), a adi¢éo de LIs em EPCs modifica a mi¢roesa da pasta
e causa uma diminuicdo da resisténcia a transiaré&e elétrons,
levando a um aumento na taxa dessa transferéreiadoda elevada
condutividade do LI. Nos voltamogramas de onda dad mostrados
na Figura 22-B, a contribuicdo da corrente capeciéi suprimida. Por
conseguinte, um aumento na corrente de pico fotrebda até uma
razao Nujol:BMI.PE de 50:50% (m/m). Entretanto, uma diminuicdo
consideravel na corrente de pico foi observada dmansado o
biossensor contendo 100% BMI{LEomo aglutinante, sendo este
resultado atribuido provavelmente a elevada resistédesse eletrodo
causadas pela presenca de LI em alta proporcdo.SAMEH e
WANG, 2008). O mesmo comportamento foi informadtedaormente
para a reducdo eletroquimica de &cido rosmarinioo EPCs
modificados com o mesmo LI (FRANZ@t al, 2009 B).

Portanto, foram selecionados o biossensor | (NUjoD%) e
biossensor Il (Nujol:BMI.P§ 50:50%) para realizar os estudos
seguintes até a determinacéo, possibilitando avalk@ntribuicdo do LI
quando usado em proporcoes adequadas. Para fresesfativos, nas
figuras contendo os resultados de otimizacdo dossensores serdo
apresentadas as correntes relativas ao biossehseendo que o
biossensor | apresentou 0s mesmos valores otimos foalos os
parametros investigados.

4.1.5.2. Concentracdo de enzima

Para otimizacdo dos biossensores | e Il, variosnpetros
experimentais foram investigados através de volidnale onda
gquadrada. Inicialmente, o efeito de concentrac&ndana de 1,5 a 10,0
unidades mg de pasta de carbono foi estudado em eletrodosucean
composicao de 70:20:10% (m/m/m) de grafite em
pé:aglutinante:peroxidase imobilizada em quitina dificada. As
respostas analiticas dos biossensores imersos Rmasocontendo
1,0x10* mol L* de adrenalina e 9,69xt0mol L* de peréxido de
hidrogénio aumentaram até uma composi¢céo de pasxidquivalente
a 7,5 unidades riigde pasta de carbono, decrescendo em quantidades
maiores de enzima, conforme observado na FiguraP28anto, a
concentracdo de peroxidase de 7,5 unidadésdagpasta foi usada na
construcao dos proximos biossensores.
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Figura 23. Estudo da concentragdo de enzima nos biossenstligando
solucéo contendo 1,0xt@nol L™ de adrenalina e 9,69x10nol L™ de peréxido
de hidrogénio em tampao fosfato 0,1 mdl(pH 7,0).

4.1.5.3. Efeito do pH e concentracéo de peroxidoidiegénio

O efeito do pH foi investigado na faixa entre 6,8,@, sobre a
resposta dos biossensores | e Il em solugéo tafopéato 0,1 mol [*
contendo 1,0xI®mol L de adrenalina e 9,69x2@nol L™ de peréxido
de hidrogénio, como mostrado na Figura 24. A maitensidade da
corrente de pico foi obtida em pH 7,0, estando dard® com os
resultados informados em outros estudos com bisseesn contendo
enzima peroxidase obtida de vegetais (OLIVEI®Aal, 2006 A e B;
FERNANDESet al, 2007). Entao, solugdo tampao fosfato 0,1 myl L
em pH 7,0, foi usada como eletrdlito suporte ngeB&ncias seguintes.
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Figura 24. Efeito do pH sobre a resposta dos biossensorianto solucdo

contendo 1,0x16 mol L™* de adrenalina e 9,69xi0mol L de peréxido de
hidrogénio em tampéo fosfato 0,1 mél.L

Além disso, a influéncia da concentracdo de peixiE
hidrogénio na resposta dos biossensores foi imasi na faixa entre
4,87x10° e 2,85x1d mol L' De acordo com os resultados
apresentados na Figura 25, as correntes de piemtiv significativa
elevacdo até a concentracdo de 9,69xifol L' de HO, em
guantidades maiores deste reagente o aumento hamrfsideravel.
Desta forma, a concentracdo de 9,69kifol L™ de peréxido de
hidrogénio foi selecionada para os demais estudos.
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Figura 25. Efeito da concentragédo do peroxido de hidrogéoles a resposta
dos biossensores utilizando solugéo contendo 1owid L de adrenalina em
tampéo fosfato 0,1 mol'L(pH 7,0).

4.1.5.4. Parametros de voltametria de onda quadrada

Os parametros de voltametria de onda quadrada festumados
para a obtencdo do melhor desempenho dos biossensar Il nas
analises de adrenalina, sob as condi¢bes anteritgrselecionadas. A
Figura 26 apresenta os resultados destes estudlomades utilizando
solugdes contendo 1,0xt@nol L™ de adrenalina e 9,69xI0nol L™ de
peréxido de hidrogénio em tampao fosfato 0,1 mio{pH 7,0).

Para o estudo da frequéncia foi investigada emfaira de 10 a
100 Hz, fixando a amplitude em 100 mV e o incremem 5,0 mV. O
gréfico ilustrado na Figura 26-A mostra que a gugale resposta para
a adrenalina aumentou linearmente até 80 Hz, mdoiss praticamente
constante em maiores frequéncias; portanto, o vaéor80 Hz foi
selecionado para os estudos subsequentes.

A amplitude de pulso foi investigada em intervat XD a 100
mV, fixando a frequéncia em 80 Hz e o incrementoS%énmV. De
acordo com os resultados mostrados na Figura 2BeBve um
crescimento linear da intensidade da corrente d® gt 60 mV. Desta
forma, a amplitude de 60 mV foi escolhida como ligeeia 0s préoximos
estudos.
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Figura 26. Investigacédo dos paradmetros de voltametria de qoedrada sobre

a resposta analitica dos biossensores utilizantig&o contendo 1,0x0mol

L™ de adrenalina e 9,69xt0nol L™ de peréxido de hidrogénio em tampao
fosfato 0,1 mol ! (pH 7,0). (A) Estudo da frequéncia; (B) Estudo da
amplitude; (C) Estudo do incremento.
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Uma investigacdo do incremento também foi realizada
intervalo de 1,0 a 7,0 mV, fixando a frequéncia8hiHz e a amplitude
em 60 mV. Conforme informagdes da Figura 26-C, auw aumento
significativo da resposta analitica até 5,0 mV, deme decréscimo em
valores maiores de incremento. Desta forma, o inendo de 5,0 mV
foi selecionado para os estudos posteriores.

A Tabela 2 resume os principais parametros armitic
investigados, mostrando as faixas estudadas ela®yaelecionados,
para a otimizacdo do método usando os biossen$@ ¢y propostos.

Tabela 2.Parametros de otimizagdo do método proposto

Parametro Faixa investigada Melhor valor
Nujol : LI (%, m/m) 100:0 — 0:100 50:50
Peroxidase
(unidades mg pasta de carbono) 1,5-10,0 7.5
pH 6,0-8,0 7,0
Peroxido de hidrogénio (mol)  4,87x10°—2,85x10¢  9,69x10°
Frequéncia (Hz) 10-100 80
Amplitude (mV) 10 -100 60
Incremento (mV) 1,0-7,0 50

4.1.6. Curva analitica da adrenalina

A Figura 27 apresenta os voltamogramas de ondarapm@ as
curvas analiticas para adrenalina obtidas empregatossensor | (A)
e o biossensor Il (B), respectivamente, sob asi¢cdesl experimentais
previamente otimizadas.

A curva analitica do biossensor | (Figura 27-A)liogar na faixa
entre 1,98x10 e 1,06x10* mol L™ de adrenalina @&i = 0,03 +
2,27x16 [adrenalina]; r = 0,9996), onde é a corrente de pico em pA e
[adrenalina] é a concentracdo de adrenalina emLitolO limite de
deteccdo (3 x desvio padrdo do intercepto/incliopg o limite de
gquantificacao glo x desvio padrdo do intercepttifincdo) encontrados
foram 3,96x10" e 1,32x10° mol L™, respectivamente.
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Figura 27. Voltamogramas de onda quadrada obtidos usandassdsisor | (A)
e o biossensor Il (B), em solugéo tampao fosfatbn(®l L™; pH 7,0) para (a)
9,69x10° mol L™ de peréxido de hidrogénio e solucdes de adrenalas:
seguintes concentracdes: (b) 9,89%10c) 1,98x10% (d) 5,91x10% (e)
9,80x10% (f) 1,94x10% (g) 2,89x10% (h) 3,81x10% (i) 5,61x10°% (j)
7,34x10° (k) 9,01x10% (I) 1,06x10* e (m) 1,22x10' mol L™ em frequéncia
de 80 Hz, amplitude de 60 mV e incremento de 5,0. tmgerido: curvas
analiticas correspondentes.
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A curva analitica obtida para o biossensor Il (FAg27-B)
apresentou linearidade de 9,89X14té 1,22x10 mol L™ de adrenalina
(-Ai=0,05+ 3,07x1?)[adrena|ina]; r = 0,9998), com limite de deteccao
de 2,27x10" mol L™ e limite de quantificacdo de 7,56xi0nol L™
Pode ser verificado que o biossensor (ll) apresentoa faixa linear
mais ampla, menor limite de deteccdo e maior iachio da curva
analitica (indicando uma maior sensibilidade de ibca¢ao),
provavelmente, devido a alta condutividade do diquiibnico
combinada com a proporcéo ideal utilizada na cog&tr do biossensor.

4.1.7. Repetibilidade, reprodutibilidade e estabilade dos
biossensores

A repetibilidade das medidas de corrente obtideands os
biossensores propostos foi estudada em solucdo atanfpsfato
contendo adrenalina 1,0x{0mol L e peréxido de hidrogénio
9,69x10° mol L. O desvio padrao relativo das correntes obtides pa
adrenalina foi de 1,8% para o biossensor | e d& Déra o biossensor
I, com base em oito medidas sucessivas realizagando cada
eletrodo.

A reprodutibilidade também foi investigada utilidan quatro
biossensores (de cada tipo), preparados indepeamdente e de igual
modo. Uma reprodutibilidade aceitavel foi obtidapcdesvio padrédo
relativo de 6,6 e 5,1% para biossensores | edhagtivamente.

A estabilidade dos biossensores foi investigadaupomeriodo
de 120 dias, com medidas realizadas em solugcéo atanpsfato
contendo 1,0xI6mol L* de adrenalina e 9,69x2@nol L™ de peréxido
de hidrogénio. Os biossensores foram estocadasgetatura ambiente,
quando fora de uso. As medidas foram realizada® €énb dias e
nenhuma mudanca significativa foi observada duraste periodo, o
gue pode se atribuido a eficiente imobilizagcdo anea no suporte de
quitina quimicamente modificada.

4.1.8. Interferentes

Experiéncias preliminares realizadas por Feadix al. (2006)
mostraram uma interferéncia significativa do anibissulfito nas
medidas de determinacdo de adrenalina em formdafg@macéuticas
empregando biossensores, sendo também observado fatst no
presente trabalho. De acordo com o procedimentorigonente
informado na literatura (FELDét al, 2006; AMORIM et al, 2007),
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procedeu-se a eliminacédo do interferente bissudfitavés da adicdo de
nitrogénio durante 5 min nas amostras em meio §sidinigdo tampéao
acetato 0,1 mol , pH 4,0). Este procedimento mostrou-se eficaz na
remocao do interferente na forma de,S€) por isso, todas as amostras
passaram por este rapido tratamento antes dasemali

4.1.9. Estudo de recuperacédo

Um estudo de recuperacdo de adrenalina em duastramos
comerciais foi executado, com adicdo de trés aégpuale solucdes
padrdo dessa catecolamina em diferentes conceedrd826; 6,49 e
9,64 mg LY. Os resultados encontrados foram comparados m a
concentracdes adicionadas e apresentados de ngdoide na Tabela
3. A recuperacao variou de 96,0 a 102,6% para ssbiwsor | e 97,9 a
100,8% para o biossensor Il. Estes resultados detraom uma exatidao
satisfatéria dos biossensores desenvolvidos eandia auséncia de
efeitos de matriz nestas determinagdes.

Tabela 3.Recuperacgdo de adrenalina em formulac¢es farnieagutsando os
biossensores propostos

Adrenalina (mg %)
Encontrado

Recuperacéo (%)

Amostra .
Adicionado " Bjpssensor Biossensor Biossensor Biossensor
* (an* 0] ()

A 3,26 3,13+0,07 3,19+0,03 96,0 97,9
6,49 6,36+0,06 6,49+0,05 98,0 100,0
9,64 9,77+0,04 9,66+0,04 101,3 100,2

B 3,26 3,15+0,05 3,22+0,04 96,6 98,8
6,49 6,49+0,05 6,54+0,05 100,0 100,8

9,64 9,89+0,07 9,60+0,06 102,6 99,6

*n=3; A e B = adrenalina injetavel.

4.1.10. Determinacao de adrenalina em formula¢dearmacéuticas

As concentractes de adrenalina em duas amostfamudacoes
farmacéuticas foram determinadas usando os biasssnsropostos. As
amostras foram previamente preparadas como descriésiormente e
guantificados pelo método da adicdo de padrdo. €3sltados das
analises realizadas usando os biossensores bethfcomparados com
0 método padréo (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 200%)0
valor rotulado (Tabela 4). Aplicando o tetfeara os resultados obtidos
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usando os biossensores | e I, o valot dalculado i) foi menor que o
valor tedrico ;) (2,78) para uma média de cinco medidas a 95% de
nivel de confianga, indicando que ndo ha difereigaificativa entre os
resultados obtidos. Também, o valorFlealculado Ec) foi menor que

o valor deF tedrico f1) (6,39). Os erros relativos encontrados entre
biossensor e método padrao foram muito pequenofixea de -1 e
+1%. Portanto, estas analises estatisticas deraonéia exatiddo dos
resultados obtidos com os biossensores propostraqucomparados
ao método padréao.

Tabela 4. Determinacdo de adrenalina em formulagfes farniaeduusando
método padréo e os biossensores propostos

Adrenalina (mg mL)

Erro
] ] relativo
Amostra  Valor Método Biossensor Biossensor (Er) (%)
rotulado  padrdo* H* (in*
Ern  En
X =1,01+0,05 X =1,03+0,04
A 1,00 1,02+0,08 t-=0,45 tc = 0,56 -1,0 +1,0
Fc = 2,6 Fc = 4,0
X =0,96+0,03 X =0,98+0,03
B 1,00 0,97+0,07 t=0,75 tc=0,75 -1,0 +1,0
Fc=54 Fc=54

*n = 5; A e B = adrenalina injetavel; X = média estio padrdofc = valor det
calculado e = valor tedrico (2,78), nivel de confianca de 99%;= valor deF
calculado &+ = valor teérico (6,39), nivel de confianca de 9%;= biossensor |
vs.método padréo; EE biossensor Ivs.método padréo.

4.2. BIOSSENSOR CONTENDO LACASE E NANOPARTICULAS
DE PLATINA EM LIQUIDO IONICO

4.2.1. Contribuicao das nanoparticulas em liquiddnico

O comportamento eletroquimico da adrenalina usamdo
biossensor contendo lacase e nanoparticulas deapthspersas em LI
(biossensor-Pt-BMI.PJ, o biossensor sem nanoparticulas de platina
(biossensor-BMI.P§ e o eletrodo de pasta de carbono sem modificacao
(EPC) foram investigados através de voltametri@rta quadrada em
uma faixa de potencial entre —0,5 e 0,0/&/ Ag/AgCI. A Figura 28
mostra 0s voltamogramas obtidos usando o EPC (agsdnsor-
BMI.PF; (b) e biossensor-Pt-BMI.RFc) em 1,0x18 mol L™ de
adrenalina em solucdo tampéo fosfato (0,1 mblgH 6,5); amplitude
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de pulso de 80 mV, frequéncia de 20 Hz e increméats,0 mV. Como
pode ser observado, 0 biossensor-Pt-BMJ.&ffesentou uma resposta
maior de corrente de reducdo dajuinona para adrenalina a um
potencial de -0,21 V em comparagdo com O bhiossersson
nanoparticulas de platina e o EPC. A corrente de para adrenalina
usando o biossensor-BMI.PIEorrespondeu a 64,2% da resposta do
biossensor contendo nanoparticulas de platina eneriquanto que o
EPC obteve uma resposta correspondendo a apet®¥% #3, resposta
do eletrodo selecionado (biossensor-Pt-BMJ)PF

T T T T T T T T

-0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0
EMV

Figura 28. Voltamogramas de onda quadrada obtidos usand&R&); (b)

biossensor-BMI.P§ (c) biossensor-Pt-BMI.RFem solucéo contendo 1,0x10

mol L™ de adrenalina em tampao fosfato (0,1 miglpH 6,5); frequéncia de 20
Hz; amplitude de 80 mV, incremento de 5,0 mV.

4.2.2. Reacdo enziméatica na superficie do eletrodo

Extensivos esforcos em pesquisa foram dedicadogléamas
possibilidades oferecidas pelas enzimas dentro dplcacdes
biotecnoldgicas e ambientais (DURAd al, 2002). Comercialmente, a
lacase tem sido usada principalmente para destigo#fo de tecidos
lenhosos, producao de etanol e biorremediacdoalizagdo de intensas
pesquisas com lacase nos recentes anos pode ibeifdatra grande
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diversidade destas enzimas, além do seu vasto cdmpplicacdo e
enzimologia muito interessante (MAYER e STAPLES)20DURAN
et al, 2002). Reacdes catalisadas por estas enzimas trglamente
usadas na determinagdo de diferentes analitosicyjarnente de
interesse farmacéutico.

Varios biossensores contendo lacase foram deswitderatura
(GOMESet al, 2004; SANTHIAGO e VIEIRA, 2007; PUMERAL al,
2007; FRANZOIlet al, 2009 B), como previamente discutido. A Figura
29 apresenta uma representacdo esquematica dep reaginatica
envolvendo a adrenalina e a lacase na superficibiaksensor-Pt-
BMI.PF;. Semelhante ao que ocorre com a enzima peroxidase,
anteriormente descrito, a (A) adrenalina é oxidatavés da lacase em
presenca de oxigénio molecular para (B) adrenalinaga (FELIXet
al., 2006). Entdo, esta-quinona é reduzida eletroquimicamente na
superficie do eletrodo em um potencial de —0,2¥sVAg/AgCI. A
corrente de pico resultante é usada como respositica para a
determinacédo e quantificagdo de adrenalina.

BIOSSENSOR

(A)

Figura 29. Representacdo esquemética do processo enzimétite a
adrenalina (A), oxigénio e lacase, e a reducdo roglefimica da
adrenalinaquinona (B) na superficie do biossensAC,.; lacase na forma
reduzida e LAG,;: lacase na forma oxidada.
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4.2.3. Otimizag&o do método
4.2.3.1. Porcentagem de liquido ibnico contendmparticulas

O efeito das razdes de Nujol:Pt-BMIfR) 100:0, (b) 75:25, (c)
50:50, (d) 25:75 e (e) 0:100% (m/m) foi investigadoas respostas do
biossensor na determinagéo de adrenalina por veliterrticlica (A) e
voltametria de onda quadrada (B) sdo comparad#&sgouaa 30. Como
pode ser visto nos voltamogramas ciclicos (Fig@-#J a corrente de
fundo aumentou com um aumento no conteddo de Lhfddme
relatado por MALEKI et al. (2006), a adicdo de LIs em um EPC
modifica a estrutura da pasta, causando um aumeatdaxa de
transferéncia de elétrons. Este fato se deve acahdutividade do
eletrodo contendo LI em comparacdo com o uso deaglutinantes.
Contudo, quando a contribuicdo da corrente capacfti suprimida
(voltamogramas de onda quadrada — Figura 30-B),aumento na
corrente de pico catddica foi observado até unmecdiel de Nujol:Pt-
BMI.PF; de 50:50%; depois disso a resposta decresceu
consideravelmente. Este mesmo comportamento foereddo no
trabalho descrito anteriormente e também descritwa poutros
biossensores que contém LIs em estudos reportadoditematura
(FRANZOI et al, 2009 A e B). Consequientemente, a razdo 50:50%
(m/m) de Nujol:Pt-BMI.PEfoi usada para subsequentes construcdes de
biossensores, sendo as analises para determinac@drenalina em
amostras farmacéuticas realizadas através de \aitiamde onda
quadrada.
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Figura 30. Voltamogramas ciclicos (A) e de onda quadrada (Bando
Nujol:Pt-BMI.PF; nas razdes (a) 100:0, (b) 75:25, (c) 50:50, (dy2® (e)
0:100% (m/m) no biossensor de lacase imerso ent@oltampao fosfato pH
6,5 contendo (A) 4,0xI6 mol L™ de adrenalina a 100 mV's (B) 1,3x10"
mol L™ de adrenalina em frequéncia de 20 Hz, amplitude8@emV e
incremento de 5,0 mV. Inserido: valores de corrgrete cada composi¢do do
biossensor.
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4.2.3.2. Porcentagem de enzima

A influéncia da porcentagem de lacase em micro¢apsu
adicionada no EPC modificado com nanoparticulaglatéa em LI foi
investigada na faixa entre 5 e 40% (m/m). Confommstrado na Figura
31, a corrente de pico da adrenalina aumentou coaurnento da
guantidade de enzima até 20,0% (m/m). Entdo, esmtzeptagem de
lacase foi selecionada para estudos adicionaisma composi¢éo
50:20:15:15% (m/m/m/m) de pé de grafite:lacase:NRjeBMI.PF;,
respectivamente, foi usada na construgcdo do bisss&t-BMI.PE.
Recentemente, Franzei al. (2009 B) realizaram a investigacdo de
pardmetros similares para construcdo de um biosseeslacase para
determinacao de acido rosmarinico, obtendo resmsdtadmelhantes.

40

0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40

% lacase (m/m)

Figura 31. Estudo da porcentagem de enzima no biossensizantb solugdo
contendo 1,3x1® mol L™ de adrenalina em tampéo fosfato 0,1 mdl (pH
6,5).

4.2.3.3. Eletrdlito suporte e pH

Apoés a otimizacdo da composicdo do biossensor,eioefio
eletrélito suporte/pH foi investigado, em tripliaana faixa entre 4,0 e
7,5 sobre a resposta do biossensor proposto ntikizaolucdo contendo
1,3x10* mol L* de adrenalina em tamp&o acetato (pH 4,0-5,0) ou
fosfato (pH 6,0-7,5) 0,1 moll, como mostrado na Figura 32. A maior
resposta para o analito foi obtida em pH 6,5, mosip similaridade
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com resultados informados em outros estudos conssdnmsores
contendo a enzima lacase despergillus oryzae(SANTHIAGO e
VIEIRA, 2007; FRANZOIlet al, 2009 A e B). Entdo, a solu¢do tampéao
fosfato 0,1 mol [}, em pH 6,5, foi usada como eletrélito suporte nas
experiéncias subsequentes.

40

20+

-0i (WA)

104

35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
pH

Figura 32. Efeito do eletrélito suporte/pH sobre a resposta bibssensor
utilizando solucéo contendo 1,3x1énol L™ de adrenalina em tampé&o acetato
(pH 4,0-5,0) ou fosfato (pH 6,0-7,5) 0,1 malL

4.2.3.4. Parametros de voltametria de onda quadrada

A avaliacdo dos paradmetros da voltametria de onddrada, tais
como; frequéncia, amplitude de pulso e incremeéto extremamente
importantes, pois a partir da otimizacdo dos mesrusssivel obter um
biossensor com maior sensibilidade. Por esta ragstes parametros
foram investigados utilizando solucdes contendx13 mol L de
adrenalina em tampao fosfato 0,1 mét [pH 6,5) e os resultados
obtidos estdo apresentados na Figura 33.
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Figura 33. Investigacédo dos paradmetros de voltametria de qoedrada sobre
a resposta analitica do biossensor utilizando &olepntendo 1,3x10mol L™*
de adrenalina em tamp&o fosfato 0,1 mol (pH 6,5). (A) Estudo da
frequéncia; (B) Estudo da amplitude; (C) Estudondoemento.
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No estudo da frequéncia foi investigado um intends 10 a 100
Hz, fixando a amplitude em 80 mV e o incremento &6 mV. A
frequéncia de 20 Hz foi selecionada, pois a madoreate de resposta
para a adrenalina foi neste valor, sendo signifigatente menor nas
demais frequéncias testadas (Figura 33-A).

A amplitude de pulso foi investigada em uma faigal® a 100
mV, fixando a frequéncia em 20 Hz e o incrementoS%énmV. De
acordo com os resultados mostrados na Figura 38-Bymplitude
escolhida foi 80 mV, pois houve um crescimentodinga intensidade
da corrente de pico até este ponto, mantendo-sgtariie em valores
maiores.

Um estudo do incremento também foi realizado eervalo de
1,0 a 7,0 mV, fixando a frequéncia em 20 Hz e alitie em 80 mV.
Conforme mostrado pela Figura 33-C, houve um aumgighificativo
da resposta analitica até 5,0 mV, com decréscintoaante em valores
maiores de incremento. Desta forma, o incrementds,@emV foi
selecionado para os estudos posteriores.

A Tabela 5 reltne os principais parametros anaditico
investigados, mostrando as faixas estudadas elagyaelecionados,
para a otimizagcao do método usando o biossenspogim

Tabela 5.Parametros de otimizagdo do método proposto

Parametro Faixa investigada Valor 6timo
Nujol:Pt-BMI.PFs (%, m/m) 100:0 - 0:100 50:50
Lacase (%, m/m) 5-40 20
pH 40-75 6,5
Frequéncia (Hz) 10 -100 20
Amplitude (mV) 10 -100 80
Incremento (mV) 1,0-7,0 5,0

4.2.4. Curva analitica da adrenalina

Sob as condigbes experimentais otimizadas, osmotieamas de
onda quadrada e a curva analitica para a adrenfiaan obtidos
empregando o biossensor proposto, conforme mostradiigura 34. A
curva analitica obtida com este biossensor ap@sdatxa linear de
9,99x10" a 2,13x10* mol L™ de adrenalina @i = 0,21 + 2,10x1D
[adrenalina]; r = 0,9998), onds é a corrente de pico resultante em pA
e [adrenalina] é a concentracdo de adrenalina el oO limite de
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deteccdo (3 x desvio padrdo do intercepto/incliopg o limite de
guantificacéo glo x desvio padrdo do intercepttifincdo) encontrados
foram 2,93x10’ e 9,76x10" mol L™, respectivamente.

10+

a
20 |
n

30+

-Oi (HA)

40 ol

0 5 10 15 20
50 [adrenalina] x18 mol L*

-0,5 -0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2
E (V)

Figura 34. Voltamogramas de onda quadrada obtidos usandoossdyisor
proposto em (a) solucdo tampéo fosfato (0,1 mdal pH 6,5) e solucdes de
adrenalina nas seguintes concentracdes: (b) 9,99x{€) 4,97x10% (d)
9,90x10% (e) 1,96x10% (f) 2,91x10% (g) 3,85x10% (h) 5,66x10° (i)
7,41x10% (j) 9,09x10% (k) 1,23x10% (I) 1,52x10% (m) 1,74x10* e (n)
2,13x10* mol L™ em frequéncia de 20 Hz, amplitude de 80 mV e mergo
de 5,0 mV. Inserido: curva analitica da adrenalina.

4.2.5. Repetibilidade, reprodutibilidade e estabitiade do biossensor

A repetibilidade da corrente de pico resultantsfosta analitica)
obtida usando o mesmo biossensor foi investigadaselucdes de
tampao fosfato (pH 6,5) contendo 1,3%1fol L™* de adrenalina. O
desvio padréo relativo foi de 3,4% para oito meslidacessivas. A
reprodutibilidade foi investigada considerando guabiossensores
preparados independentemente. Uma boa reprodieidhdi foi obtida,
com desvio padréo relativo de aproximadamente $& o biossensor
proposto.
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Outros parametros importantes nas determinacddiicasasao a
estabilidade e o tempo de vida Uutili do biossengmsim, estes
parametros foram investigados para o biossenspogto com medidas
realizadas a cada 1-10 dias, durante um perio86 des (mais de 300
determinacdes para cada quantidade de pasta dencarsada na
seringa); sendo armazenado a temperatura ambiem@dg nao
utilizado. Como pode ser observado na Figura 3Bpgsensor mostrou
uma estabilidade operacional excelente, mantend@ wesposta
correspondente a mais de 80% (em relacdo a respdstd), durante
90 dias.
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0 20 40 60 80 100
Dias
Figura 35. Estudo da estabilidade e tempo de vida til dgdginsor proposto
usando 1,3xI®mol L' de adrenalina em solucdo tampé&o fosfato (pH 6,5).

4.2.6. Interferentes e estudo de recuperacao

Conforme relatado anteriormente (item 4.1.8), arfaténcia do
bissulfito de sodio nas medidas de quantificacaoadeenalina em
amostras farmacéuticas empregando biossensorefiniimada através
da borbulhacao de nitrogénio nas amostras dissa\dch meio acido.

Um estudo de recuperagdo foi executado, em tripliaasando
trés amostras de formulacbes farmacéuticas (A, 8: eénjecdo de
adrenalina) com trés diferentes concentracbes déipale adrenalina
(3,30; 6,54 e 9,73 mg 1) e as concentracdes encontradas foram
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comparadas com as concentracdes adicionadas. (tades foram
reunidos na Tabela 6, e mostram que recuperact@iasnériaram de
95,5% até 104,2%, demonstrando uma precisdo satiafado
biossensor desenvolvido, e indicando a ausénciafeitos de matriz
nestas determinacgdées.

Tabela 6. Recuperacdo de adrenalina em formulagdes farneagutsando o
biossensor proposto

Adrenalina (mg [)

Amostra Adicionado Encontrado* Recuperacdo (%)
A 3,30 3,24+0,06 98,2
6,54 6,74+0,07 103,1
9,73 9,62+0,04 98,9
B 3,30 3,44+0,07 104,2
6,54 6,63+0,05 101,4
9,73 9,66+0,06 99,3
C 3,30 3,15+0,04 95,5
6,54 6,43+0,06 98,3
9,73 9,88+0,05 101,5

A, B e C = adrenalina injetavel; *n = 3
4.2.7. Determinacgédo de adrenalina em formulag8esrfaacéuticas

O método proposto foi avaliado aplicando-o paraterchinacdo
de adrenalina em formulagbes farmacéuticas. As ertragdes de
adrenalina em trés amostras de formulagdes injstaferam
determinadas, em triplicata, usando o biossensgopto e um método
espectrofotométrico padrao (UNITED STATES PHARMACER,
2007). Os resultados das quantificacdes usandossdisor, o método
de referéncia e o valor do rotulo foram comparadosnforme
apresentado na Tabela 7. De acordo com o testa-nivel de 95% de
confianga, ndo ha diferenca significativa entre étado padrdo, os
resultados obtidos com o biossensor e o valoradtul Portanto, pode
ser concluido que o método é satisfatorio para termeacao de
adrenalina em formulacdes farmacéuticas.



81

Tabela 7. Determinacdo de adrenalina em formula¢des farmiaeSutisando
método padrdo e o biossensor proposto

Adrenalina (mg mL) Erro relativo (%)
Amostra . Método . %
Roétulo padrio* Biossensor Er En Er;
A 1,00 1,02+0,08 1,04+0,03 +2,0 +2,0 +4,0
B 1,00 0,97+0,07 0,96+0,04 -3,0 -1,0 -4,0
C 1,00 0,98+0,05 0,95+0,04 -2,0 -3,0 -5,0

*n = 3; nivel de confianca de 95%; A, B e C = adiarma injetavel; Ex método
padréovs. valor rotulado; Er biossensowvs. método padrdo; Er biossensows.
valor rotulado.

4.3. COMPARAS)AO DOS SENSORES DESENVOLVIDOS PARA
DETERMINACAO DE ADRENALINA COM OS REPORTADOS
NA LITERATURA

S&o varios os trabalhos eletroanaliticos reportadosteratura
para determinagdo de adrenalina. A Tabela 8 apgeesemresumo das
caracteristicas analiticas e composi¢cdes de aldniossensores e
eletrodos modificados descritos na literatura, gomnte com o0s
desenvolvidos no presente trabalho.

De acordo com as informag0es apresentadas na Talmdde-se
observar que os pesquisadores utilizaram os etetraft pasta de
carbono (EPCs) e os eletrodos de ouro como baseapesnstrucéo de
eletrodos modificados para determinacdo de adrenafiendo estes
tipos de eletrodos largamente empregados em t@balbe
desenvolvimento de sensores/biossensores. Alénp, didderentes
materiais foram utilizados na construgcdo e/ou nmaiEo destes
eletrodos, tais como: enzimas — lacase e peroxiflaSHE et al,
2003), polifenol oxidase (FELIX et al, 2006); filmes
eletropolimerizados (ZHOWet al, 2009); nanotubos de carbono e
complexos (BEITOLLAHIet al, 2008). Nos trabalhos com eletrodo de
ouro, 0s reagentdscisteina e 3-amino-5-mercapto-1,2,4-triazol foram
usados para a montagem das monocamadas auto-admEniSAMS)
sobre a superficie do eletrodo (WANSB al, 2002; SUNet al, 2006).
No presente trabalho, foram utilizadas as enzinesexglase e lacase
como material biorreceptor dos biossensores debédwes; além disso,
foi realizada a incorporacdo de liquido iénico (BRE) ou
nanoparticulas de platina dispersas em liquida@@Pt-BMI.PE) na
construcdo dos eletrodos, com a finalidade de alamem
detectabilidade e sensibilidade dos mesmos.
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Em relacdo as caracteristicas analiticas, o lidételeteccdo dos
biossensores desenvolvidos no presente trabalh@a@paraveis ou
melhores que os relacionados na Tabela 8, ficatds apenas dos
eletrodos de ouro modificados com SAMs (WANGal, 2002; SUNet
al., 2006) e do biossensor bi-enzimético (LEl@Eal, 2003), contudo
supera estes Ultimos em comparacgédo a faixa li@edom desempenho
analitico dos biossensores propostos pode semiaiwiba eficiéncia
catalitica das enzimas empregadas na construcées ddetrodos, bem
como a alta condutividade do LI e o fato das nartfmpdas metalicas
facilitarem a transferéncia de elétrons, melhorasignificativamente a
detectabilidade do método.

Tabela 8. Biossensores e eletrodos modificados para detegéin de
adrenalina

Composicao do Faixa linear Limite de
biossensor / eletrodo (mol LY detecgéo Referéncia
modificado (mol LY
Eletrodo de ouro— Wanaet al
cistefna—monocamadas 1,0x107— 2,0x10° 1,0x10°8 2802 "
auto-organizadas
Grafite em p6—Nujol- 6.1x10° — 1.0x10% 2 5x10° Leiteet al,
lacase—peroxidase ’ ’ ’ 2003
Grafite em p6-6leo Felix et al
mineral—polifenol 5,0x10° — 3,5x10* 1,5x10° 2006
oxidase
Eletrodo de ouro- 1,0x10"— 1,0x10° s Sunet al,
triazol-monocamadas 1 0x10°— 6 0x10" 1,0x10 2006
auto-organizadas ’ ’
Grafite em p6—
parafina—nanotubos de 7 0x10” — 1.2x10° 2 16x107 Beitollahi et
carbono—complexo ’ ’ ’ al., 2008
EBNBH
Grafite em p6-6leo Zhouet al
mineral-acido 5,0x10° — 1,0x10* 1,0x10° 2009

poliisonicotinico
Grafite em p6—Nujol-
BMI.PF—peroxidase  9,89x10’ — 1,22x10d 2,27x10
imobilizada em quitina
Grafite em p6—Nujol—
Pt-BMI.PR—lacase

Este trabalho
(1@ parte)

Este trabalho

7 7
9,99x10" — 2,13x1d 2,93x10 (22 parte)
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram desenvolvidos e aplicados sogesso
novos biossensores para a determinacdo de adeenafiavés da
voltametria de onda quadrada. Foram construidos Himissensores
diferentes, sendo o primeiro, um biossensor deapdst carbono
contendo LI hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilirazblio (BMI.PF) e
peroxidase de milho Zea mays L.) imobilizada em quitina
guimicamente modificada com glioxal e carbodiimida segundo, um
biossensor contendo microcapsulas de lacase e andicafas de platina
dispersas em LI (Pt-BMIL.Rf

Em relacdo ao primeiro biossensor, pode-se corglig@ra quitina
quimicamente modificada demonstrou ser um supategado para
imobilizacdo da peroxidase obtida de extrato bdetanilho, garantindo
maior estabilidade e tempo de vida util para elgtgoslo. A adicdo de
LI em propor¢cdo adequada melhorou a sensibilidadenétodo, em
razdo deste sal fundido apresentar alta condutigigaproporcionar um
aumento na taxa de transferéncia de elétrons.

Na sequéncia deste trabalho, o segundo biosseesenwblvido
com a enzima lacase em microcapsulas também apesstabilidade
e tempo de vida util apropriados. A adicdo de Lintendo
nanoparticulas de platina dispersas garantiu pesa kiossensor uma
maior sensibilidade, pelos motivos anteriormente neimmados
referentes ao LI e também devido a contribuicdo rasoparticulas
metdlicas, as quais participam na facilitacao aasfieréncia de elétrons.

Sob condi¢des experimentais previamente otimizpdas cada
um dos biossensores, foram construidas as curaditiGas a partir da
corrente resultantevs. concentracdo de adrenalina, apresentando
linearidade em um intervalo de 9,89x1Gaté 1,22x17 mol L™ e
9,99x10" até 2,13x1¥ mol L™, com um limite de deteccdo de
2,27x10° e 2,93x10" mol L', respectivamente. A recuperacdo da
adrenalina nas amostras de formulacdes injetaxawisw de 97,9 até
100,8% e 95,5% até 104,2%, respectivamente paraletsodos
desenvolvidos. Por fim, a quantificacdo da adraaaéim formulacdes
farmacéuticas usando esses biossensores apresentaudancia com o
método oficial, confirmando que os métodos propostin adequados
para esta finalidade.

Portanto, pode-se destacar que o0s biossensoresosfwep
exibiram alta sensibilidade, seletividade satisfatdoa repetibilidade e
reprodutibilidade e estabilidade adequada. Alémsodi® baixo custo,
simplicidade e rapidez para a construcéo e aplicdgd biossensores,
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tornam esses métodos vantajosos em relacdo a o@trdsas usadas
para determinacdo de catecolaminas. Estas casticesifazem destes
biossensores alternativas atraentes para apliceg@malise e controle
de qualidade de formulagées farmacéuticas.
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