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RESUMO

Nesse trabalho foi construido um biossensor de pasta de carbono contendo
nanoparticulas de ouro (AuNP) estabilizadas em [-ciclodextrina (CD) e
imobilizadas com lacase (LAC) para a determinacdo de rutina em amostras
farmacéuticas. Inicialmente, realizou-se a sintese das AuNP, utilizando CD
como agente estabilizante e borohidreto de s6dio como agente redutor. Uma
solucdo de LAC foi obtida a partir de microrganismos geneticamente
modificados (Aspergillus oryzae) e sua atividade foi medida por
espectrofotometria UV-Visivel. A solucdo de LAC foi misturada a AuNP-CD,
obtendo-se uma dispersdo contendo LAC imobilizada no nanomaterial. As
dispersbes de AuNP-CD e AuNP-CD-LAC foram caracterizadas por
microscopia eletrénica de transmisséo (TEM), medidas espectrofotométricas e
de potencial Zeta. Varios parametros do método foram investigados e a melhor
resposta foi obtida em tamp&o acetato (0,1 mol L™*; pH 5,0), 50 puL de AuNP-
CD-LAC e 1,145 U mL™ de LAC (construcéo do biossensor), amplitude 40 mV,
frequéncia 100 Hz e incremento 10 mV (voltametria de onda quadrada). Sob as
condicbes previamente otimizadas a curva de calibracdo para rutina
apresentou duas faixas lineares. A primeira (faixa (1) de 3,0 x 107 a 1,5 x 10°
mol L™ (r* = 0,9949), com limite de deteccéo de 1,73 x 107 mol L™ e a segunda
(faixa (I1)) de 2,10 x 10° mol L* a 5,0 x 10° mol L™ (r* = 0,9944) com limite de
deteccdo de 5,85 x 107 mol L. O biossensor proposto foi empregado na
determinacdo de rutina em farmacos (capsulas e creme) e os resultados
obtidos mostraram-se de acordo com os valores rotulados e com o método de

referéncia empregado.

Palavras-chave: biossensor, lacase, nanoparticula de ouro, ciclodextrina,

rutina.



1. INTRODUCAO

bY

A rutina pertence a classe de compostos fendlicos conhecida como
flavonoides. Os flavonoides sdo encontrados na natureza em sementes e graos
de frutas, vegetais e diferentes plantas medicinais. Essa classe de substancias
naturais apresenta um largo espectro de atividades bioquimicas e
farmacoldgicas incluindo efeitos antioxidantes, vasodilatadores, anti-
inflamatérios, anti-alérgicos, antivirais e estimulantes do sistema biologico. Por
apresentar essas propriedades interessantes, a rutina € muito utilizada em
formulacbes cosméticas e famacéuticas para uso externo (cremes, geis,
pomadas, sprays, membranas para liberacdo controlada de farmacos),
melhorando principalmente os sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e
venosos e diminuindo a fragilidade capilar.

Técnicas eletroanaliticas, como a voltametria de onda quadrada
associada ao uso de biossensores enzimaticos, por exemplo, sdao muito
empregadas na determinacdo de compostos fendlicos nos mais diversos tipos
de amostras (alimenticias, clinicas, farmacéuticas e ambientais, entre outras). A
voltametria de onda quadrada € uma técnica voltamétrica de pulso rapida e
sensivel que apresenta baixo custo de instrumentacdo e manutencao,
facilidade de operagédo, baixos limites de deteccdo, boa sensibilidade e
seletividade na deteccdo e quantificacdo de diversos analitos. Por estes
motivos, esta técnica voltamétrica vem sendo uma alternativa interessante em
relagdo a outras técnicas de andlises como a cromotografia e a
espectrofotometria, por exemplo.

Portanto, o presente trabalho visa a constru¢do de um novo biossensor a
base de pasta de carbono modificado com a enzima lacase e nanoparticulas de

ouro para a determinacgao de rutina em amostras farmacéuticas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Biossensores

Biossensor € um dispositivo analitico no qual um material biologico
(enzimas, tecidos, DNA, anticorpos) é imobilizado na superficie de um
transdutor adequado. O material biolégico atua como um receptor e tem a
funcdo de reconhecer e interagir seletivamente com o analito, resultando na
alteracdo de uma ou mais propriedades fisico-quimicas (por exemplo, a
transferéncia de elétrons e a variacdo de massa) que séo detectadas e podem
ser medidas pelo transdutor. O transdutor, por sua vez, converte esse sinal
biolégico em um sinal mensuravel (corrente elétrica ou diferenca de potencial
elétrico, por exemplo).>? Em biossensores eletroquimicos as medidas baseiam-
se na transferéncia de elétrons que ocorre na interface eletrodo-solucéo, sendo
gue a corrente medida é diretamente proporcional a concentracdo de espécies
eletroativas que sdo oxidadas ou reduzidas na superficie dos eletrodos.® A
Figura 1 mostra o principio de funcionamento e 0s componentes que

constituem um biossensor.

Figura 1. Componentes utilizados no desenvolvimento de biossensores.*

BIOSSENSOR

RECEPTOR TRANSDUTOR

polifenol ELETRONICA

. ELETROQUIMICO
enzima

=  Amperométrico
= Potenciométrio

célula
|:> = Condutimétrico |:>

antigeno

A iy

colesterol

DNA :
DNA CALORIMETRICO —
. anticorpo PIEZELETRICO
uréia .
OPTICO

Dentre os materiais mais utilizados na constru¢cado de biossensores tém
destaque: ouro, carbono vitreo e a pasta de carbono. Esses substratos podem

ser modificados com uma grande variedade de materiais (por exemplo,
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anticorpo, enzimas, nanoparticulas, surfactantes, liquidos iénicos) melhorando
a seletividade e a sensibilidade desses dispositivos. Os eletrodos construidos a
base de pasta de carbono oferecem vantagens em relacdo ao baixo custo,
facilidade na construcao e renovacéo da superficie.>*”

Desde o desenvolvimento do primeiro biossensor conhecido como
“eletrodo enzimatico”, construido por Clark & Lyons em 1962, diversos outros
biossensores foram construidos empregando diferentes tipos de materiais
biol6gicos.®? Neste contexto, a utilizacdo de enzimas no desenvolvimento de

biossensores resulta em sensores altamente seletivos e sensiveis.'®

2.2. Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas (proteinas) que atuam como catalisadores
em reacdes biolégicas. O catalisador ndo altera a constante de equilibrio da
reacdo e atua diminuindo a energia de ativacdo da reacdo, acelerando varios
tipos de reacbes de conversdo de substratos em produtos.'™'? As reacées
ocorrem em uma parte especifica da enzima chamada de sitio ativo, e as
moléculas que interagem com esse sitio sdo chamadas de substratos.*

Uma teoria para explicar as caracteristicas cinéticas apresentadas por
muitas enzimas foi proposta em 1913 por Leonor Michaelis e Maud Menten. A
teoria baseia-se em uma enzima (E) que se combina com um substrato (S),
para formar um complexo enzima-substrato (ES), o qual pode prosseguir para

formar um produto (P), ou dissociar em E e S, de acordo com a Equacéo 1.

kq ks
E+S=[ES] >E+P @
k,

A velocidade v de formacdo do produto é dada pela Equacdo 2
(Equacéo de Michaelis Menten) na qual vhax € a velocidade quando a enzima
esta totalmente saturada com substrato, e KM (constante de Michaelis-Menten)
€ a concentracdo de substrato na qual a velocidade de reacdo € metade da

méaxima (Vmax/2). ESsa constante é caracteristica de um substrato para uma
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enzima especifica, fornecendo um parametro de especificidade entre substrato-
enzima.

_ Umax [S]
 Ky+[S]

2)

De acordo com a Figura 2, a velocidade de catalise v varia com a
concentracdo do substrato [S], onde v é definida como o nUmero de moléculas
de produto formadas por segundo. Pode-se observar que v é quase
linearmente proporcional a [S], quando [S] € baixa; porém, em alta [S], v é

quase independente de [S].****

Figura 2. Grafico da velocidade da reacdo em funcdo da concentracdo do

substrato, para uma enzima que obedeca & cinética de Michaelis-Menten .*

VITIEIX """"""""""""""""""""""""

Vmax/2f------------; ..

Velocidade da reagdo (v)

Concentracdo do substrato [S]

2.2.1. Enzima lacase

A lacase (LAC) pertence a classe das oxirredutases, mais
especificamente a familia das oxidases “multicobre”, sendo encontrada na
natureza, incluindo: plantas, bactérias, insetos e, principalmente, fungos.***
As lacases vém sendo estudadas pelas varias aplicacbes

biotecnolégicas, tais como biotransformacdo de xenobidticos e efluentes
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industriais, biorremediacdo de solos contaminados, producéo de bioetanol,
clarificacdo de vinhos e chas e sdo amplamente empregadas, como
modificadores, no desenvolvimento de biossensores, pois catalisam a oxidacao
de uma grande variedade de compostos, em especial compostos fendlicos com

a reducéo simultanea de oxigénio molecular & agua.***’

Sua estrutura é constituida por quatro atomos de cobre, de trés
diferentes tipos, localizados um em cada sitio Tipo 1 e Tipo 2 e dois no sitio
Tipo 3, conforme apresenta a Figura 3. Estes atomos desempenham
importante papel nos mecanismos cataliticos desta enzima e sao
caracterizados pela distribuicdo espectral no UV-Vis e caracteristicas de
ressonancia paramagnética eletrénica (EPR). O sitio Tipo 1 (sitio mononuclear)
€ onde acontece a primeira oxidacdo do substrato. Este sitio possui uma banda
de absor¢cdo em 600 nm sendo responséavel pela cor azul da LAC em solucdo
aquosa. O cobre Tipo 2 possui absorc¢éo fraca na regido do visivel, mas é ativa

no EPR. J& o cobre Tipo 3 apresenta absorcéo préximo de 300 nm.*#°

Figura 3. Representacéo do sitio ativo das lacases."’

His 452 His 111
Cu
His 4007 |
H,0 | .
| I His 395\
Cu ~ . OH Cu
7 THises 5 sasg” Pheds3
His 396 His 454, |
" Cu
7 .
His 66 His 109
T2 T3 T

2.2.2. Imobilizagdo enzimética

Imobilizacdo € um termo genérico empregado para descrever a retengédo
de uma biomolécula em um suporte, que tem como principal finalidade a
protecdo da atividade e estabilidade da enzima durante os processos onde sdo

empregadas. As caracteristicas apresentadas pelas enzimas imobilizadas
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dependem tanto de suas propriedades como do suporte e dos reagentes
usados na imobilizacdo, os quais devem ser criteriosamente escolhidos para
nao alterar o sitio ativo da enzima. S&o indiscutiveis as vantagens fornecidas
por este processo, assim, varios procedimentos de imobilizacdo de enzimas
tém sido desenvolvidos.’***#2?! De um modo geral, estes métodos podem ser
classificados como fisicos, onde existem fracas interagBes entre enzima-
suporte, e quimicos onde a enzima é quimicamente ligada ao suporte por
ligacbes covalentes.?**

Como descrito anteriormente, enzimas sao biocatalisadores com
elevada especificidade que tém sido utilizadas nas industrias alimenticia, téxtil
e de papel, bem como na construcdo de biossensores. Entretanto, essas
biomoléculas estéo sujeitas a inativacdo por diversos fatores fisicos e quimicos
durante sua utilizacdo ou até mesmo estocagem. Assim, a imobilizacdo deste
componente biolégico tem se mostrado uma poderosa ferramenta para
melhorar quase todas as suas propriedades, entre as quais destacamos:
facilidade de recuperacéo e reutilizacdo e, com isto, um aumento no tempo de
vida util e na estabilidade enzimética em relacdo a temperatura, aos solventes
organicos e a variacdo de pH sem perda de sua eficiéncia catalitica. Uma
infinidade de materiais vem sendo empregado em processos de imobilizacao
com o propésito de se obter biocatalisadores mais eficientes, em comparacéo a
sua forma livre, tais como: ciclodextrina, quitosana, quitina, alginato, celulose,
entre outros. %2124

Ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos formados por
moléculas de D-glicose unidas através de ligagdes glicosidicas a(1—4), obtidas
por hidrélise enzimatica do amido. As CDs mais conhecidas sédo as a, 3 e y-CD
(Figura 4), constituidas por 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente, que
adotam a conformacdo de cadeira. A orientacdo ciclica estabelece uma
estrutura coOnica tubular e esse arranjo estrutural confere a estes agucares
propriedades fisico-quimicas Unicas, sendo capazes de encapsular em sua
cavidade moléculas hidrofébicas. Frente a este aspecto molecular, a grande
habilidade em formar complexos de inclusdo com moléculas pouco polares,
tem possibilitado a utilizagdo de CD (em especial, B-CD) em diferentes areas

da ciéncia e tecnologia. Esses materiais vém sendo empregados como matriz
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para imobilizagcdo e estabilizagdo de enzimas para posterior aplicagdo em

biossensores.?>?8

Figura 4. Estrutura de a-, B-, e y-CD.

2.3. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos naturais sao originados do metabolismo
secundario das plantas, sendo essenciais para 0 seu crescimento e
reproducdo. Compreendem uma ampla variedade de moléculas que possuem
anel aromatico, contendo um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais. Eles sao divididos em varias classes de acordo com o
namero de anéis fendlicos que contém e dos elementos estruturais que esses
anéis possuem, como fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides,
taninos e ligninas que sdo, na maioria das vezes, suscetiveis a acdo de
enzimas.’**® Os flavondides e os &acidos fendlicos sdo os que mais se
destacam e, sdo considerados os antioxidantes fendlicos mais comuns de
fontes naturais. Estas substancias sdo amplamente distribuidas no reino
vegetal, sendo encontradas em frutas e vegetais.*

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente
as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais
livres, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propaga¢ao do processo
oxidativo. Os intermediarios formados pela acédo de antioxidantes fendlicos sao

relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na
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estrutura destas substancias interrompendo desta forma cadeias de reacao
oxidativa.** A Figura 5 mostra um esquema do mecanismo antioxidante, de

forma generalizada, para compostos fendlicos.

Figura 5. Representacdo generalizada da reacdo de reducdo de espécies
radicalares por compostos fendlicos.

Ry OH R, 0
+ ROOT — + ROOH
A P
HaC OH Rz OH
Ry o’ R o}
\ / . : / /
4+ ROO —= + ROOH
/ \
R, OH Ry \o

Desta forma, esses compostos sao considerados importantes, pois em
sua maioria, apresentam excelente atividade farmacolégica além de inibirem a
oxidacdo lipidica e a proliferacdo de fungos. Esses compostos também sao
responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em alimentos e bebidas e nas

aplicacées industriais.?

2.3.1. Rutina

A rutina (Figura 6) é um derivado de flavona encontrada amplamente no
reino vegetal em cebolas, macéas, cha, tomates e trigo sarraceno. Por
apresentar uma grande diversidade de atividade farmacoldgica, devido as suas
propriedades antioxidantes e vasoprotetoras, € amplamente empregada em
farmacos de efeito antiinflamatério, antialérgico, antiviral, e com propriedades

anticancerigena.?

19



OH

Figura 6. Estrutura quimica da rutina.
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Os métodos para a determinacdo de rutina incluem espectrofotometria,

eletroforese capilar e eletroquimica. Neste contexto, os métodos eletroquimicos
que empregam biossensores modificados com nanoparticulas metalicas,
nanotubos de haloisita, liquido i6nico e polimeros, por exemplo, apresentam
vantagens em relacdo aos demais métodos, devido ao seu baixo custo,

simplicidade e tempo de resposta rapido.?°*

2.4. Nanomateriais

Nanoparticulas metélicas (NPM), especialmente de ouro, prata e platina,
estdo entre as nanoestruturas mais estudadas e aplicadas na construcao de
biossensores, pois além de apresentarem as caracteristicas Unicas de um
nanomateial (eletrbnicas, magnéticas, Opticas e eletroquimicas), quando
aplicadas no desenvolvimento de biossensores, as NPM também oferecem um
microambiente biocompativel para imobilizagdo de enzimas, preservando a
atividade catalitica destas biomoléculas, e favorecendo a reacdo de
transferéncia de elétrons entre a enzima e a superficie do biossensor. Dentre
as propriedades desses nanomateriais, destacam-se a area superficial
especifica e a elevada atividade catalitica que esta associada ao seu tamanho
e composicado.>**°

Neste sentido, biossensores construidos com nanomateriais tém
apresentado resultados promissores, como aumento na sensibilidade,
estabilidade e velocidade de resposta, trazendo vantagens para aplicacao

destes dispositivos em analises clinicas, monitoramento ambiental, seguranca
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alimentar e controle de qualidade de produtos.®*** Tais avancos representam
o grande potencial destes biossensores, que sdo uma alternativa interessante

para analises rapidas e de facil utilizacdo para aplicacbes em amostras reais.

2.5. Técnicas Voltamétricas

A voltametria é uma técnica eletroanalitica dindmica, que se baseia na
medida da corrente elétrica em uma cela eletroquimica com sistema de trés
eletrodos: eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e contra-eletrodo, na
qual a velocidade de oxidac&o ou reducdo do analito € limitada pela velocidade
de transferéncia de massa na superficie do eletrodo indicador. Esta corrente
elétrica € medida em funcéo da aplicacédo controlada de um potencial, gerando
as curvas denominadas voltamogramas.**

No eletrodo de trabalho ocorre a reacdo de oxirreducdo da espécie
eletroativa. Este eletrodo pode ser composto por diferentes substratos
(carbono, ouro e prata, por exemplo) e, ainda, pode ser modificado com
diversos materiais (AuNP, liquido i6nico, nanotubos de haloisita, cilcodextrina,
polimeros e enzimas) a fim de melhorar a sensibilidade deste sensor. O
eletrodo de referéncia, usualmente um eletrodo de Ag/AgCIl, permite o
monitoramento do potencial do eletrodo de trabalho. O contra-eletrodo, que
geralmente € um fio de platina, atua no controle da corrente necessaria para
sustentar a eletrélise que ocorre no eletrodo de trabalho. Nesta situagéo, a
corrente passara entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar, evitando que ocorram
distarbios (como eletrélise, por exemplo) no eletrodo de referéncia, o que
acarretaria uma mudanca no seu potencial, deixando de atuar como uma

referéncia.*>*

2.5.1. Voltametria de Onda Quadrada

Dentre as técnicas voltamétricas, a voltametria de onda quadrada (SWV,
do inglés, square wave voltammetry) se destaca por apresentar elevada
sensibilidade (com limites de deteccdo na ordem de 107 a 10® mol L™) e por

apresentar rapido tempo de analise (velocidades de varredura superiores a 100

21



mV s™). Além disso, essa técnica minimiza o efeito da corrente capacitiva, uma
vez que, a corrente é medida ao final de cada pulso de potencial onde a
corrente capacitiva se torna negligenciavel.*>#"48

Na SWV, a forma da curva de corrente-potencial € proveniente da
aplicacado de potenciais de altura AEs (amplitude do pulso de potencial), que
variam de acordo com uma escada de potencial com largura ES (altura do
degrau) e periodo T (duragdo dos pulsos). O sinal de excitagdo do potencial
versus tempo na SWV estd representado na Figura 7 e é obtido pela
sobreposicdo de uma sequéncia de pulsos de onda quadrada sobre um sinal

na forma de escada. %’

Figura 7. Forma de aplicacdo do potencial na SWV. A corrente € medida nas

regides 1 e 2, pulso direto e reverso, respectivamente. 4’

SEugs

Onda Quadrada " Onda em escada

Potencial

[*]

Tempo
As correntes elétricas sdo medidas ao final dos pulsos diretos e reversos

e o sinal é obtido, de forma diferencial, como uma intensidade da corrente

resultante (Ai), que é diretamente proporcional & concentracéo do analito. *>*’
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver um biossensor a base de pasta de carbono modificado com
nanoparticulas de ouro (AuNP) estabilizadas em [-ciclodextrina (CD) e
imobilizadas com LAC para determinacéo de rutina em amostras farmacéuticas

por voltametria de onda quadrada.

3.2. Objetivos especificos

e Obter uma solucé@o enzimética da lacase, produzida por microrganismos
geneticamente modificados (Aspergillus oryzae), a partir de
microesferas;

e Determinar a atividade da enzima lacase livre e imobilizada em AuNP-
CD por método espectrofotométrico;

e Sintetizar as AUNP-CD;

e Caracterizar as AuNP-CD e AuNP-CD-LAC por microscopia eletrbnica
de transmissao (TEM), potencial zeta e espectrofometria UV-Visivel;

e Construir um biossensor a base de pasta de carbono modificado com
AuNP-CD-LAC;

e Otimizar as condigbes experimentais do método: natureza e pH do
eletrolito suporte, concentracdo e proporcdo dos modificadores, e
parametros da técnica de voltametria de onda quadrada (frequéncia,
amplitude e incremento);

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

e Aplicar o biossensor proposto para determinacdo de rutina em amostras
farmacéuticas;

e Comparar o teor de rutina, nas amostras analisadas, utilizando o

biossensor proposto, com um método comparativo.
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4. METODOLOGIA

4.1. Reagentes e solugdes

As solucdes foram preparadas empregando agua destilada e todos os
reagentes utilizados no preparo das solucdes foram obtidos comercialmente,
em grau analitico, e ndo passaram por processo extra de purificacéo.

SolucBes tampao fosfato na concentragdo 0,1 mol L™ foram preparadas
utilizando uma mistura de monohidrogenofosfato e dihidrogenofosfato de
potassio (Vetec). O ajuste do pH destas solucdes foi realizado na faixa de 6,0 e
7,0 através da adicdo de hidroxido de sédio (Sigma-Aldrich) ou acido fosférico
(Nuclear) conforme necessario.

SolucBes tamp&o acetato na concentracédo 0,1 mol L™ foram preparadas
usando uma mistura de acetato de soédio (Sigma-Aldrich) e acido acético
(Vetec). O ajuste do pH destas solucdes foi realizado na faixa de 3,0 a 5,0,
através da adicao de hidroxido de sodio (Sigma-Aldrich) ou acido acético.

Solucéo padrdo de rutina (Sigma-Aldrich) foi preparada antes de cada
estudo na concentracdo de 3,0 x 10* mol L™* em etanol. Solugdes de menor
concentracdo foram feitas a partir deste estoque.

Borohidreto de sédio, 20 mmol L, (Nuclear), B-ciclodextrina (0,5%; m/v)
e cloreto de ouro trihidratado (0,1 mol L) obtidos da Sigma-Aldrich foram
empregados na sintese das AuNP-CD.

Para construcao dos sensores/biossensores foi empregado grafite em po
(Acheson 38 Fisher Scientific) e 0leo mineral Nujol (Aldrich) como agente
aglutinante. A Lacase Denilite ® Il BASE, produzida a partir de organismos
geneticamente modificados (A. oryzae), foi fornecida pela Novozymes
(Dinamarca).

Para a determinac&o da atividade enzimatica foi utilizado 2,2’-azino-bis-
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), ABTS, (Sigma-Aldrich) em concentracdo de

0,50 mmol L™ e solucéo diluida de lacase.
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4.2. Equipamentos e medidas eletroquimicas

As medidas eletroanaliticas foram realizadas em uma cela eletroquimica
com capacidade aproximada de 15 mL com tampa contendo orificios circulares
para encaixe de um sistema de trés eletrodos: o biossensor proposto (eletrodo
de trabalho), um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) (eletrodo de referéncia)
e uma placa de platina como eletrodo auxiliar. Foram adicionados a cela
eletroquimica 10,0 mL de solugdo tamp&o (0,1 mol L™), usado como eletrélito
suporte, juntamente com aliquotas da solucdao padrdo de rutina, submetidas a
um tempo de agitacdo de 60 s a temperatura ambiente (25°C) para
homogeneizagao completa.

Um Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT101 conectado a um
computador contendo o software NOVA (versdo 1.10), para o processamento
dos dados, foi empregado na realizacdo das medidas eletroanaliticas. As
medidas de pH foram realizadas utilizado um pHmetro Micronal modelo B-475
contendo um eletrodo de vidro combinado. Um banho ultrassénico Unique
1400A foi utilizado para auxiliar no preparo das solugbes. Um
espectrofotometro Micronal modelo B-572 e uma cubeta de quartzo com
caminho oOptico de 1,0 cm foram utilizados para a determinagédo da atividade

enziméatica da LAC.

4.3. Obtencédo da solucdo enzimatica

Inicialmente foram pesados 5,0 g das microcapsulas Denilite® 1l BASE e
maceradas com auxilio de almofariz e pistilo. O material obtido foi transferido
para um béquer onde foram adicionados 50,0 mL da solucdo tampao acetato
0,1 mol L™ (pH 5,0). A suspens&o foi deixada sob agitacdo magnética durante
30 minutos a temperatura ambiente (25°C). Em seguida, a mistura foi filtrada
com papel filtro pregueado (porosidade de 14,0 ym) e armazenada em um
frasco ambar sob refrigeracdo. A solucdo enzimatica preparada foi utilizada

como fonte da enzima lacase para a construcdo dos biossensores.
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4.4. Determinacédo da atividade enzimatica

Uma unidade de atividade enzimatica pode ser definida como a
quantidade de enzima que catalisa uma reacdo com velocidade de formacéo
de um pmol de substrato por minuto.*®

A atividade enzimética da LAC livre e imobilizada foram determinadas
por espectrofotometria UV-visivel acompanhando a variagdo da absorvancia da
reacdo de oxidacdo do substrato, sal de amoénio do acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), em 420 nm. Na cubeta de quartzo de
3,0 mL foram adicionados 2,8 mL da solugéo de ABTS (0,50 mmol L™?) e 0,20
mL da solu¢do enzimética diluida. As medidas de absorvancia foram realizadas
em triplicatas, com intervalos de trés a cinco dias, utilizando a média das
absorvancias para construir o grafico de Absorvancia vs. Tempo (min). Os
valores foram registrados a cada 20 segundos, do inicio da reacdo, até que
completasse o tempo de 2 minutos.

4.5. Sintese e caracterizacdo das AUNP-CD e AuNP-CD-LAC

As AuNP-CD foram sintetizadas pelo seguinte procedimento: 100 uL de
uma solucdo aquosa de HAuUCl, (0,1 mol L™) foram adicionados a 10 mL de
uma solucao de CD a 0,5% (w/v), sob agitacao, seguido de uma adi¢céo rapida
de 200 pL de borohidreto de sédio (20 mmol L), mantendo agitacdo mecanica
por aproximadamente 30 minutos. Observou-se como resultado uma mudanca
de coloracéo da dispersao para vermelha, indicando a formacéao das AuNP-CD.
Esta disperséo foi pré-concentrada cerca de 20 vezes utilizando uma centrifuga
com agitacdao de 8000 RPM a 4°C por 10 minutos, para posteriormente ser
empregada na construgéo do biossensor.

A imobilizagéo da LAC sobre as AuNP foi realizada através da mistura
da solugdo enzimatica com a disperséo de AuNP-CD (razdo 1:1, v/v),
acompanhada pela alteracdo da coloracdo de vermelha para roxa. As
dispersbes de AuNP-CD e AuNP-CD-LAC foram caracterizada através de
microscopia eletrénica de transmissao (TEM), em um microscopio JEOL JEM-
1011 (no Laboratério Central de Microscopia Eletrébnica — LCME/UFSC),
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medidas de potencial Zeta (Zetasizer Nano ZS, Malvern) e
espectrofotométricas (Cary 60 UV-Vis, Agilent).

4.6. Construcao do Biossensor

A construcédo do biossensor proposto foi realizada da seguinte maneira:
primeiramente 50 pL de AuNP-CD-LAC concentrada (1:1, v/v) foi depositado
sob 150 mg de grafite em pé e este material ficou sob vacuo durante 24 horas,
para secagem. ApéOs esse periodo, foi adicionado 3 gotas de Nujol e este
material macerado por 15 minutos com auxilio de almofariz e pistilo para
homogeneizacdo completa da pasta. A pasta obtida foi transferida para uma
seringa de plastico (capacidade: 1,0 mL; didmetro interno: 1,0 mm). Por altimo,
um fio de cobre de dimensfes 0,4 cm x 10,0 cm foi inserido para obter o
contato elétrico. O biossensor preparado foi utilizado como o eletrodo de
trabalho.

Outros sensores foram preparados a fim de avaliar a contribuicdo de
cada modificador empregado neste trabalho. Foram preparados quatro
diferentes sensores: um sensor ndo modificado (EPC), um sensor modificado
com CD (EPC-CD), um sensor modificado com AuNP-CD (EPC-AuNP-CD), um
biossensor modificado com LAC livre (EPC-LAC), além do biossensor proposto
(EPC-AuUNP-CD-LAC).

4.7. Preparo das amostras e determinacao de rutina

Foram utilizadas duas amostras de farmaco (capsulas e creme) para a
determinacao de rutina empregando o biossensor proposto. As amostras foram
obtidas em uma farmécia de manipulacdo de Floriandpolis.

A amostra de capsula, foi preparada a partir do conteudo de 5 capsulas
de rutina enquanto a amostra de creme foi preparada a partir de 1,086 g de
creme de rutina. As amostras foram solubilizadas em 250 mL de etanol e apos
foi realizada uma filtracdo simples para remover o material insolavel/impurezas.
Por fim foram armazenadas em um frasco ambar sob refrigeragédo para evitar a

degradacéo.
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A determinacgdo de rutina nas amostras foi realizada através do método
de adicdo de padrdo, por voltametria de onda quadrada. Aliquotas das
amostras preparadas foram transferidas para a cela eletroquimica contendo o
eletrdlito suporte e quantificadas a partir das correntes resultantes obtidas no
processo de oxirreducdo, apds sucessivas adi¢cdes da solugcdo padrao de
rutina. A determinagdo de rutina também foi feita pelo método

espectrofotométrico de referéncia.*
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo da atividade e Estabilidade da Lacase

Apés a obtencdo da solucdo enzimatica, a atividade da LAC foi
investigada por espectrofotometria UV-Vis, acompanhando a reacdo de
oxidacdo do ABTS pela LAC, medindo o aumento da absorvancia no
comprimento de onda de 420 nm. De acordo com o grafico da absorvancia vs.
tempo (Figura 8), pode-se calcular a atividade da LAC através da Equacéo 3.

A partir dos valores de absorvancia obtidos em funcdo do tempo de
reacdo, foi calculada a atividade enzimética dessa solucéo utilizando um fator
de diluicdo (FD) igual a 100 e obteve-se 17,6 unidades mL™. Esta solucéo de
LAC foi misturada a dispersédo de AuNP-CD, resultando na imobilizagdo da
enzima neste nanomaterial (AUNP-CD-LAC). Entao, foi realizada novamente a
determinacao da atividade, com a enzima imobilizada, utilizando um FD igual a
200 e obteve-se o valor de 22,9 unidades mL™. Isto indica que o processo de
imobilizagéo foi realizado com sucesso, aumentando a atividade da LAC e néo

desnaturando a enzima.

Figura 8. Determinacdo da atividade enzimética da lacase livre e imobilizada
pelo método espectrofotométrico.
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o o AAbs t™1 1
Atividade Enzimatica = 5 x Vi x 7 x 1000 x FD (3)
e

Sendo:
AAbs t* = coeficiente angular do gréfico de variacdo da absorbancia vs. tempo

(min);

€420nm = Absortividade molar (36.000 L mol™ cm™); *°

b= Caminho 6ptico (1 cm);

V: = Volume total utilizado no ensaio (mL);

Ve = Volume da solucéo de lacase utilizado no ensaio (mL);
FD = Fator diluicao (diluicdo da solucdo de lacase).

U = Unidades ( U = mol min™)

A atividade enzimatica da solucdo de LAC livre e da dispersdo de AuNP-
CD imobilizada com LAC foram acompanhadas durante 24 dias, sendo o0s
dados desse estudo apresentados na Figura 9. Com base nesta investigacéo,
optou-se em usar a solucdo logo que preparadas ou no maximo com 15 dias
para garantir uma maior atividade catalitica. Além disso, pode-se observar que
as enzimas imobilizadas (AuNP-CD-LAC) além de apresentarem maior

atividade catalitica, também mantiveram a atividade por mais tempo.
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Figura 9. Estudo da estabilidade enzimética da LAC livre e imobilizada (AuNP-
CD-LAC) acompanhada durante 24 dias.
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A solucdo enzimatica de LAC foi utilizada como fonte de enzima no
desenvolvimento deste trabalho por apresentar baixo custo, maior atividade

enzimatica quando comparada a lacase livre e ser de facil preparo.

5.2. Caracterizacdo das AuNP-CD e AuNP-CD-LAC

As propriedades dos nanomateriais (Gticas, elétricas, magnéticas,
cataliticas, dentre outras) sao fortemente dependentes do seu tamanho. Desta
forma, € de suma importancia a caracterizacdo das AuNP-CD e AuNP-CD-
LAC.30'51’52

A sintese de AuNP foi realizada na presenca de CD, que sdo moléculas
de acucar unidas em um anel (oligossacarideos ciclicos), as quais tem a
funcdo de atuar como agente estabilizante, evitando a aglomeragédo das
particulas nanométricas. Apos a sintese, o nanomaterial foi caracterizado por
espectrometria UV-Vis, TEM e medidas de potencial zeta.

A Figura 10 apresenta imagens de TEM de AuNP-CD e AuNP-CD-LAC.
As particulas da dispersdo de AuNP-CD apresentaram um diametro médio de
18,5 nm, que sofreu um ligeiro aumento apds a adicdo da enzima LAC para
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aproximadamente 24,3 nm, conforme pode ser observado através dos
histogramas obtidos com base na analise de 300 particulas. Este aumento no
tamanho das particulas é atribuido a presenca das moléculas aniénicas de LAC
(pl < 4), que interagem com a superficie positiva das AuNP-CD, sob as
condig¢Oes utilizadas na imobilizagéo (pH = 6,0). Essa proposta foi corroborada
pelas medidas de potencial Zeta, que indicaram um potencial de +17,7 mV
para a superficie das AUNP-CD e -29,5 mV para as AuNP-CD imobilizadas com
LAC.

Figura 10. Imagens de TEM para (A) AuNP-CD e (B) AuNP-CD-LAC. Inserido:

Histogramas referentes a aproximadamente 300 particulas.
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5.3. Estudo da contribuicdo dos modificadores utilizados na
construcao do biossensor

Diferentes eletrodos foram construidos a fim de avaliar a contribuicédo de
cada modificador empregado neste trabalho. Os sensores investigados foram:
EPC n&o modificado, EPC modificado com CD, EPC modificado com AuNP-
CD, EPC modificado com LAC livre e EPC modificado com AuNP-CD-LAC
(biossensor proposto). A Figura 11-A mostra os voltamogramas de onda
quadrada obtidos utilizando os diferentes eletrodos. Todas as medidas foram
realizadas em solugdo tampéo acetato 0,1 mol L™ (pH 5,0) contendo 3,0 x 10
mol L™ de rutina.

A Figura 11-B mostra a resposta relativa obtida com cada eletrodo.

Pode-se observar que, a presenca da LAC no eletrodo “c” provoca um aumento

de corrente em mais de 3 vezes em relacdo ao EPC nido modificado “a”. A
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presencga apenas de CD (eletrodo “b”) ndo apresentou aumento significativo de
resposta, jA a presenca de AuNP-CD (eletrodo “d”) apresentou um ganho de
corrente aproximadamente igual ao do eletrodo contendo enzima livre. A
presenca da enzima imobilizada em AuNP-CD-LAC (eletrodo “e”) apresentou
um aumento de cerca de 8 vezes em relacdo ao eletrodo “a”, confirmando que
0 uso deste material na construgcdo do biossensor proposto € altamente

promissor.

Figura 11. (A) Voltamogramas de SWV obtidos usando diferentes eletrodos:
(a) EPC sem modificacéo, (b) EPC-CD, (c) EPC-LAC, (d) EPC-AuNP-CD, (e)
EPC AuNP-CD-LAC em solucdo tamp&o acetato 0,1 mol L™ (pH 5,0) contendo
3,0 x 10” mol L™ de rutina em incremento de 10 mV, amplitude de 40 mV e

frequéncia de 100 Hz. (B) Resposta relativa.
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5.4. Principio de funcionamento do biossensor proposto

A Figura 12 lustra a representacdo esquemética da reacdo
entre a rutina e a LAC na superficie do biossensor. A rutina em contato com a
LAC catalisa a reacdo de oxidagdo com a simultanea redugdo do oxigénio
molecular a agua. A espécie formada € reduzida eletroguimicamente na
superficie do biossensor com um potencial de +0,31 V vs. Ag/AgCl. A corrente
resultante obtida na reducao eletroquimica da espécie oxidada € proporcional a
concentracdo de rutina em solucéo.
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Figura 12. Representacado esquematica da oxidagédo da rutina catalisada pela
enzima com subsequente reducdo eletroquimica da espécie formada sobre a

superficie do biossensor.
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5.5. Estudo de Impedéancia Eletroquimica

Um estudo utilizando espectroscopia de impedéancia eletroquimica foi
realizado a fim de se avaliar a resisténcia a transferéncia de carga (Rc) na
superficie dos eletrodos modificados em solugdo contendo [Fe(CN)s]®™. A
Figura 13 mostra os diagramas de Nyquist obtidos para diferentes eletrodos,
sendo que o didametro do semicirculo indica a R¢ e a linha reta indica a
contribuicdo da R ha superficie do biossensor.

Pode-se observar que a adicdo apenas de proteina ao eletrodo (EPC
LAC livre) causa um aumento da R¢, quando comparado ao EPC néo
modificado. Pode-se observar também que a adicdo de AuNP-CD ao eletrodo
causou um decréscimo significativo da R devido a elevada condutividade das
NPM, e que a presenca de enzima imobilizada neste material causou um
aumento da Ry, conforme esperado, mas que foi significativamente menor a R
do EPC contendo LAC livre, em virtude da presenca do nanomaterial. A

pequena contribuicdo da R na superficie do biossensor proposto faz com que
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ocorra um aumento na condutividade e como consequéncia um aumento na
transferéncia de elétrons, mais espécies sdo oxidadas e reduzidas, resultando
num ganho de corrente, sendo a mesma diretamente proporcional a

concentracdo de analito na amostra.

Figura 13. Espectroscopia de impedancia eletroquimica para diferentes
eletrodos em solucdo de 5,0 mmol L™ de [Fe(CN)s]** e 0,1 mol L KCI. A
amplitude da perturbacéo aplicada foi de 10 mV, potencial de circuito aberto, e

a faixa de frequéncia aplicada de 100.000 a 0,1 Hz.
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5.6. Otimizacdo do Método

Para avaliar o desempenho do biossensor proposto, foram investigados
parametros como a quantidade de modificadores (AuNP-CD e LAC), natureza e
pH do eletrdlito suporte além dos parametros da técnica de SWV (frequéncia,

amplitude e incremento) utilizando 3,0 x 10 mol L™ de rutina.

5.6.1. Proporcao dos modificadores

A influéncia do efeito da quantidade de LAC foi avaliada no

intervalo de 0,570 a 2,290 unidades de LAC/eletrodo. A resposta analitica da
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rutina aumentou com a concentracdo da enzima até 1,145 unidades de
LAC/eletrodo e, apds atingir o maximo, o valor da corrente exibiu uma ligeira
diminuicdo (Figura 14), que pode ser atribuida aos efeitos de aumento da
resisténcia, o que faz com que a transferéncia de elétrons seja dificultada. Além
disso, foi avaliado a propor¢gdo de AuNP-CD no intervalo de 25 a 100 pL e a
melhor resposta analitica foi em 50 pL. Portanto, a concentracdo 1,145
unidades de LAC/eletrodo e 50 pL de AuNP-CD foram selecionadas para
construcdo dos biossensores.

Figura 14. Estudo da concentragao de enzima no biossensor, realizado em 3,0

x 10 mol L™ de rutina em tamp&o acetato 0,1 mol L™ (pH 5,0).
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5.6.2. Estudo da natureza e pH do eletrolito suporte

A escolha de um eletrolito suporte apropriado é essencial para
a sensibilidade dos biossensores visto que, quando adicionado em
concentracdo a cerca de cem vezes maior que a da espécie eletroativa, pode
conferir a solugéo e a interface uma série de propriedades como, por exemplo,
alta solubilidade, alto grau de ionizacdo. O eletrdlito suporte também deve ser
estavel quimica e eletroquimicamente no solvente empregado. A faixa de pH

utilizada também é de extrema importancia, pois pode afetar o desempenho da
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enzima (constituinte do biossensor), uma vez que, cada enzima possui uma
faixa de pH 6tima em que mantém a méxima atividade e eficiéncia de catélise
e, por consequéncia, 0 comportamento eletroquimico.*®>3

Desta forma, o pH foi avaliado na faixa de 3,0-5,0 para o tampao acetato
(0,1 mol L") e 6,0-7,0 para o tampdo fosfato (0,1 mol L™). O estudo foi
realizado por SWV empregando 3,0 x 10 mol L™ de rutina. As respostas para
diferentes valores de pH sdo mostradas na Figura 15 sendo que a maxima de
corrente para a rutina foi obtida em solugcdo tampao acetato 0,1 mol L™ e pH
5,0. Consequentemente, a solugdo tampéo acetato 0,1 mol L (pH 5,0) foi

selecionada como melhor eletrélito de suporte para os estudos posteriores.

Figura 15. Estudo da natureza do pH de eletrdlito suporte sobre a corrente e
potencial de pico resultante do biossensor em 3,0 x 10 mol L™ de rutina em
solucdo tampé&o acetato 0,1 mol L™ (pH 3,0 a 5,0 ) e fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,0
e 7,0) por SWV.
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5.6.3. Parametros da SWV

A corrente de pico na SWV é dependente de varios parametros
instrumentais como a frequéncia, amplitude de pulso e incremento de

varredura. Assim, os efeitos destes parametros sobre a resposta de corrente
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para 3,0 x 10 mol L™ de rutina em solucdo de tampé&o acetato 0,1 mol L™ (pH
5,0) foram investigadas a fim de obter as melhores condi¢cdes experimentais
para o biossensor proposto.

Inicialmente, foi estudada a variacdo da frequéncia em uma faixa de 10 a
100 Hz, com incremento e amplitude fixados em 5 mV e 70 mV,
respectivamente. Como é possivel observar na Figura 16-A uma resposta
linear crescente das correntes de pico resultante da rutina foi observada na
faixa de 60 a 100mv, deste modo, o valor de frequéncia em 100 mV foi
selecionado.

A variagéo do incremento de potencial foi estudada em uma faixa de 1 a
10 mV, com frequéncia e amplitude fixos em 100 Hz e 70 mV, respectivamente.
A intensidade das correntes de pico resultante aumentou gradualmente até o
incremento maximo (10 mV) e este valor foi selecionado, conforme indica a
Figura 16-B.

Além do incremento e da frequéncia, a amplitude de pulso também foi
investigada no intervalo de 10 a 100 Hz, o incremento e a frequéncia foram
fixados nos melhores valores (10 mV e 100 Hz, respectivamente) para este
estudo. De acordo com a Figura 16-C é possivel observar um aumento linear
da corrente de pico da rutina até 100 Hz, porém é de extrema importancia
analisar a forma dos voltamogramas, visto que, a resolucdo dos picos
influencia diretamente o desempenho analitico do biossensor. Nesse caso, a
partir de 40 mV os voltamogramas apresentaram picos distorcidos, entdo se

optou por utilizar uma amplitude de 40mV.
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Figura 16. Investigacdo dos parametros de SWV sobre a resposta analitica do
biossensor proposto em 0,1 mol L de solucdo tampdo acetato (pH 5,0)
contendo 3,0 x 10* mol L™ de rutina. (A) Estudo da frequéncia; (B) Estudo do

incremento; (C) Estudo da amplitude.
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5.7. Avaliacdo de Alguns Parametros de Validacdo do Método para
Andlise de Rutina utilizando o Biossensor Proposto.

5.7.1. Curva de calibracéo

A fim de avaliar a sensibilidade na resposta eletroquimica
e 0 baixo limite de deteccdo para o eletrodo modificado, a técnica de

voltametria
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de onda quadrada foi utilizada para a construcdo da curva de calibragéo,
aplicando-se as condi¢des previamente otimizadas.

Como pode ser observado na Figura 17 (B), a curva apresentou dois
perfis lineares distintos. A primeira faixa linear (I) de 3,0 x 107 a 1,5 x 10 mol
L' e a segunda (Il) de 2,1 x 10° a 5,0 x 10° mol L™. Para a primeira faixa foi
obtido a seguinte equacdo: -Ai = - 3,47 x 10° + 16,83 [rutina] com coeficiente
de correlacéo () de 0,9949. A segunda faixa pode ser expressa por -Ai = 1,73
x 10° + 3,98 [rutina] com coeficiente de correlacdo (r’) de 0,9944. Nas
equacgdes Ai representa a corrente resultante (uA) e [rutina] a concentragao de
rutina (mol L™). Os limites de deteccéio (LOD = 3 x desvio padréo do intercepto
/ inclinacdo) e os limites de quantificacdo (LOQ = 10 x desvio padrdo do
intercepto / inclinagédo) foram calculados para as duas faixas lineares, obtendo
para a faixa () 1,73 x 107 e 5,77 x 10”7 mol L™ e para (Il) 5,85 x 10”7 e 1,95 x

10® mol L™, respectivamente.

Figura 17. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando o
biossensor proposto em solucdo tampdo acetato 0,1 mol L™ (pH 5,0) e
solucées de rutina, nas seguintes concentracées: (a) 2,99 x 107 (b) 5,98 x 10’
(c) 8,97 x 1077 (d) 1,19 x 10® (e) 1,49 x 107 (f) 2,08 x 10® (g) 2,67 x 10® (h)
3,26 x 10° (i) 3,85 x 10° (j) 4,43 x 10° (k) 5,01 x 10° mol L™ com uma
frequéncia de 100 Hz, amplitude do impulso 40 mV e incremento de varredura

10 mV. (B) Curva de calibragao para rutina.
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5.7.2. Estudos de repetibilidade, reprodutibilidade, estabilidade e
interferente

Estudos de repetibilidade foram realizados empregando o mesmo
biossensor para executar 7 medidas de SWV usando uma concentracdo de 3 x
10® mol L™ de rutina em tampé&o acetato 0,1 mol L™ (pH 5,0). O desvio padréo
relativo (RSD) obtido entre as correntes de pico foi de 5,6 %. Também foi
avaliado a repetibilidade entre eletrodos, sendo que para este estudo 3
biossensores foram construidos da mesma forma. O RSD entre as medidas
realizadas com cada eletrodo foi de 6,0 %. Os resultados indicam que o
biossensor proposto possui boa repetibilidade.

A estabilidade do biossensor foi investigada por SWV empregando 8,97
x 107 mol L™* de rutina em um periodo de 180 dias. Para este estudo o
biossensor foi mantido em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). O
RSD entre as medidas foi inferior a 2,4 % indicando que o bissensor proposto
apresentou boa estabilidade. Este resultado satisfatério pode ser atribuido a
eficiéncia na imobilizacdo da enzima no nanomaterial, mantendo a atividade
catalitica da lacase.

Para avaliar a seletividade do biossensor foi realizado um estudo de
possiveis interferentes empregando 0s excipientes presentes nas amostras de
rutina (creme lanete base para a amostra de creme e amido com aerosol para
a amostra de capsula). Este estudo for realizado por SWV, em triplicatas, nas
propor¢cdes 1:1, 1:5, 1:10 e 1:20 rutina:interferente. Nenhum efeito significativo
de interferéncia foi observado durante os experimentos (mudanga do sinal
menor que 5% entre as medias), comprovando que 0S excipientes presentes
nas amostras nao interferem na determinacdo de rutina pelo método

eletroquimico proposto.

5.8. Estudo de Recuperacéo e Determinacao de Rutina

O estudo de recuperacado foi realizado através do método de adigdo de
padrdo, onde as medias foram feitas em triplicata usando duas amostras
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farmacéuticas (A e B). Foram adicionados 1,49 e 2,95 pmol L™ de padrdo de
rutina para a amostra A e 0,75, 1,12 e 1,50 umol L™ de padréo de rutina para a
amostra B. As taxas de recuperacoes (

Tabela 1) obtidas para essas amostras variam de 96,2 a 103,8%
demonstram a exatiddo satisfatéria do biossensor proposto e baixa

interferéncia da matriz da amostra.

Tabela 1. Recuperacdo de rutina em amostras farmacéuticas usando o
biossensor proposto.

RUTINA (umol L™

Amostra® Adicionado Recuperado” Recuperacdo (%)
1,49 1,54+0,2 103,3
A 2,95 2,91+0,03 98,6
0,75 0,72+0,03 96,2
B 1,12 1,16+0,03 103,8
1,50 1,48+0,03 98,8

aA= Creme de rutina, B= Capsula de rutina. ° Média + desvio padrdo; n=2 (A)

n=3 (B). “Recuperacéo = (valor médio encontrado / valor adicionado) x 100%.

A fim de avaliar a aplicabilidade do biossensor proposto, determinou-se
a concentracdo de rutina em duas amostras farmacéuticas, nas condi¢cdes
experimentais otimizadas.

Aliguotas das amostras foram transferidas para a cela eletroquimica
contendo tamp&o acetato 0,1 mol L (pH 5) e quantificadas a partir das
correntes resultantes obtidas no processo de oxirreducdo, apds sucessivas
adicoes da solugcdo padrdao de rutina pelo método da adicdo de padrédo por
SWV. A determinacdo de rutina também foi feita pelo método
espectrofotométrico de referéncia (UV-Visivel)* e os resultados encontram-se

na Tabela 2.
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Tabela 2. Determinagao de rutina em amostras farmacéuticas por SWV e UV.

Amostra Rotulado uv* Biossensor* E.R; (%) E.Rz (%)
capsula 20% (mg/cap) 21,50 + 0,02 20,1+04 0,5 7,5
creme 5 % (m/m) 4,94 £ 0,03 514 +0,5 1,2 2,8

*n=3; E.R; : Erro relativo Biossensor vs. Rotulado ; E.R, : Erro relativo Biossensor
vs. UV

Como pode ser observado na Tabela 2, os resultados indicam boa
concordancia entre o método proposto e o método espectrofotométrico de
referéncia, e esta proximo ao valor rotulado o que reforca a potencialidade do
uso do biossensor como uma ferramenta alternativa para a determinacédo de

rutina.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido, avaliado e aplicado um novo biossensor a
base de pasta de carbono, contendo nanoparticulas de ouro estabilizadas em
ciclodextrina e imobilizadas com lacase.

Os resultados obtidos demonstram a vantagem da modificacdo do EPC
com AuNP-CD-LAC, comparado ao eletrodo ndo modificado, devido a
presenca da enzima que possui atividade catalitica na oxidacdo de compostos
fendlicos, bem como pela presenca das AuNP que proporcionam um aumento
na taxa de transferéncia de elétrons, fator de grande importancia no
funcionamento de sensores que operam com medidas eletroquimicas. Ainda,
esse material ofereceu um ambiente biocompativel para imobilizacdo da
enzima visto que garantiu um maior tempo de vida util e estabilidade de
aproximadamente 180 dias para o biossensor.

A repetibilidade e reprodutibilidade do biossensor foram satisfatorias, com
RSD de 5,6 e 6,0 % respectivamente. O biossensor apresentou boa
sensibilidade na determinacdo de rutina (LOD de 1,73 x 107 mol L?, para a
primeira faixa linear) e recuperacfes entre 96,2 a 103,8% demonstraram uma
exatiddo satisfatéria do biossensor desenvolvido e indicam a auséncia de
efeitos de matriz nestas determinacgoes.

O biossensor proposto foi empregado com sucesso na determinacao de
rutina em duas amostras farmacéuticas (creme e capsula) e os resultados
experimentais demonstraram boa concordancia com 0 método

espectrofotomeétrico de referéncia e com os valores rotulados.
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