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RESUMO

A presente tese descreve o desenvolvimento de rmessensores para
aplicacdo na determinacéo de luteolina em amodéraba de camomila
e quercetina em formulacé@o farmacéutica manipuéadaco de maca,
empregando a técnica de voltametria de onda quadrad

Inicialmente, dois biossensores contendo nanop&sicde prata ou
ouro dispersas em liquido ibnico hexafluorofosfa® 1n-butil-3-
metilimidazélio (Ag- ou Au-BMI.PE) e lacase Aspergillus oryzae
imobilizada em quitosana quimicamente modificadan caoloreto
cianurico foram desenvolvidos. Esta enzima catadisaxidacdo da
luteolina a sua correspondente-quinona, a qual € reduzida
eletroquimicamente na superficie do eletrodo a otangial de 0,35 V
versus Ag/AgCl. Sob condi¢cdes previamente otimizadas,arfor
construidas as curvas analiticas para cada biasszpsirtir da corrente
resultanteversusconcentracdo de luteolina, apresentando linearidade
um intervalo de 9,9xI8a 5,8x10° mol L™*, com limites de detecc¢éo de
5,3x10° (Ag-biossensor) e 2,8xI1b mol L™ (Au-biossensor). A
recuperacao de luteolina nas amostras de cha vaeid@0,0 a 105,1%.
Esses biossensores demonstraram elevada sendibilitéa calibracéo,
excelente seletividade, boa reprodutibilidade ealdéglade, e
representam uma alternativa viavel para determindeéta flavona.

Na segunda parte desse estudo, um biossensor g¢ontanoparticulas
de prata dispersas em liquido i6nico bis(trifluoetamosulfonil)imidato
de 1n-butil-3-metilimidazolio (Ag-BMI.N(Tf)) e lacase imobilizada
em B-ciclodextrina modificada com epicloridrina foi atruido. A
lacase catalisa a oxidacdo da quercetina @-su@nona, que é reduzida
na superficie do biossensor a um potencial de ,2Bste biossensor
mostrou linearidade em um intervalo de 1,0%106,5x10° mol L'* e
um baixo limite de deteccédo (3,9x¥0nol L. Além disso, forneceu
excelentes resultados quanto a repetibilidade, odeibilidade,
seletividade, estabilidade e recuperagdo, e tambémonstrou ser
apropriado para determinacéo de quercetina em earfastnacéutica e
suco de maca (obtido da fruta fresca).

Palavras-Chave: Biossensor, Lacase, Liquido idnico, Nanoparticulas
Luteolina, Quercetina.



ABSTRACT

This present thesis describes the development wélrmosensors for
application in the luteolin determination in chanilentea samples and
quercetin in manipulated pharmaceutical formulataomd apple juice,
using square-wave voltammetry.

Initially, two biosensors containing silver or goldanoparticles
dispersed in ionic liquid b-butyl-3-methylimidazolium
hexafluorophosphate and laccagesergillus oryzaeimmobilized in
chitosan chemically modified with cyanuric chloridesre developed.
This enzyme catalyzes the oxidation of luteoliritéocorresponding-
quinone, which is electrochemically reduced onghdace electrode at
a potential of 0.35 WersusAg/AgCl. Under optimized conditions, the
analytical curves for the biosensors were builtrfritne resulting current
versusluteolin concentration, presenting linearly inamge of 9.9x17¥
to 5.8x10° mol L™, with detection limits of 5.3xI8 (Ag-biosensor)
and 2.8x10° mol L™ (Au-biossensor). The recovery for luteolin in tea
samples ranged of 90.0 to 105.1%. These biosedsonenstrated high
calibration sensitivity, excellent selectivity, gbaeproducibility and
stability, and represent a viable alternative fetedmination of this
flavone.

In the second part of this study, a biosensor @ong silver
nanoparticles in  ionic  liquid  1-butyl-3-methylimz@ium
bis(trifluoromethylsulfonyl)imide  (Ag-BMIL.N(Tf)) and laccase
immobilized on B-cyclodextrin modified with epichlorohydrin was
constructed. Laccase catalyzes the oxidation ofrcgtia to its o-
quinone, which is reduced on the biosensor sudheepotential of 0.29
V. This biossensor showed linearity in a range .6k10 "’ to 6.5x10°
mol L™ and a low detention limit of 3.9xI1dmol L*. Moreover, it
supplied excellent results for repeatability, rejuaibility, selectivity,
stability and recovery, and also demonstrated tsutt@ble for quercetin
determination in pharmaceutical formulation andlegpice (obtained
of the fresh fruit).

Keywords: Biosensor, Laccase, lonic liquid, Nanoparticlesfebolin,
Quercetin.
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1. INTRODUCAO

Com o aperfeicoamento das técnicas eletroanalitisasensores
eletroquimicos ganharam novos espacos em diversas da pesquisa,
permitindo a deteccdo e quantificacdo de subsEreia niveis de
concentracdo cada vez menores. Dentre as espéeiemtatesse,
podemos destacar os compostos fendlicos, uma ez explorados
em areas industriais (farmacéutica e alimentos) éemo em areas do
conhecimento (medicina, quimica, biologia).

A grande aplicabilidade dessas técnicas analitiemsta
relacionada a vantagens como simplicidade, rapidaixo limite de
deteccdo e economia, sendo uma alternativa extremanviavel as
tradicionais técnicas cromatogréficas. Uma grandsvahtagem das
mesmas consiste na baixa seletividade eletroquinNeste sentido
surgem os eletrodos quimicamente modificados, coolimpros,
enzimas, moléculas de DNA, etc., que promovem éeharial desta
propriedade, minimizando a possivel interferéncéa w@rias outras
substancias presentes.

Eletrodos a base de pasta de carbono representanexaelente
opgado como eletrodo base, pois possibilitam a noadifio interna do
material eletrédico, onde enzimas, por exemplogepoder facilmente
incorporadas. Entretanto, o fator chave na cordtrag biossensores é
0 procedimento de imobilizagdo da enzima, que pereiobtencdo de
dispositivos com elevada estabilidade. Ainda em cdusdo
desenvolvimento de sensores e biossensores cothormgesempenho
analitico, visando principalmente um aumento séesibilidade,
pesquisadores vém utilizando liquidos ibnicos ebst#uicado total ou
parcial aos tradicionais aglutinantes.

A associagéo de propriedades fisico-quimicas taiexcelente
condutividade idnica, alta estabilidade térmicaugmica, baixa presséo
de vapor e ampla janela eletroquimica de potefiazam dos liquidos
ibnicos compostos promissores para aplicacdo nasdieersas areas.
Em adigdo, a organizacdo estrutural desses saidbs permite a
sintese e estabilizacdo de nanoparticulas metdlisaes nanomateriais
vém sendo amplamente empregados em diferentessitigp®, uma vez
gue suas caracteristicas Unicas como habilidadalitcat e
biocompatibilidade proporcionam uma melhora no Isimalitico e/ou
no processo de imobilizacdo, além de promoveremarssferéncia de
elétrons entre o0 material biolégico e a superficieletrodo.

O emprego de liguidos ibnicos contendo nanopaascdispersas
como aglutinantes em eletrodos de pasta de carbonma area de
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pesquisa ainda recente. Entretanto, acredita-se egtee associagdo
resulte em um efeito sinérgico para a construcabiasensores com
caracteristicas analiticas superiores, especiadmeansibilidade e
estabilidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Eletrodo de pasta de carbono

Adams em 1958 (ADAMS, 1958) desenvolveu o primeiro
eletrodo de pasta de carbono (EPC) renovavel, gadedentdo sofreu
um expressivo desenvolvimento e se tornou um dasoses mais
empregados para determinacdo de compostos emaoluca

Pastas de carbono sédo resultantes de uma mistp@adkegrafite
e um liquido orgéanico, denominado agente aglutmakiste agente
serve para preencher os intersticios entre ascpladi de grafite,
formando uma pasta compacta que possibilita s@gdx ao eletrodo.
Tamanho uniforme, alta pureza quimica e baixa ¢dpde de adsorcéo
de impurezas eletroativas sdo propriedades indigpeis ao po de
grafite. O aglutinante deve ser quimicamente inertémiscivel em
solu¢des aquosas, além de possuir baixa volatdidalth viscosidade e
elevada pureza. Parafina liquida e Nujol sdo aglates ndo condutores
amplamente utilizados na preparacdo de pastas dmwnca Estes
eletrodos oferecem versatilidade, baixo custo,&aorrente de fundo,
facilidade de renovacdo da superficie, ampla falgapotencial de
trabalho e facil construcao (KALCHERt al, 1995; SVANCARA e
SCHACHL, 1999).

Além de todas as caracteristicas supracitadasdas@rincipais
vantagens de utilizar a pasta de carbono pararogéstde sensores € a
possibilidade de  modificagcdo interna do mater@étrodico,
diferentemente do que ocorre com eletrodos sébdosencionais, em
gue a modificagdo ocorre apenas na superficie. Goavanco das
pesquisas em eletroandlise, estudos tém sidoadatzcom o objetivo
principal de se obter novos sensores com desemerathitico superior
para aplicacdo na determinacdo de compostos. Dexle, diferentes
materiais como, polimeros, acidos humicos, compesehiolégicos
(ex.: enzimas, tecidos vegetais, etc.), complexdsmiméticos,
nanotubos de carbono, liquidos i6nicos, nanopdacilentre outros,
vém sendo incorporados para a modificacdo dos ctoadiis EPC
(SVANCARA et al, 2001; PEREIRAet al, 2002; CRESPILHO e
REZENDE, 2007; FERNANDE®t al, 2008 A e B; FRANZOEt al,
2008; FRANZOIlet al, 2009 A; SVANCARAet al, 2009 A e B;
FRANZOIl et al, 2011).
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2.2. Enzimas

As enzimas sao componentes especializados na seatdé
reacOes bioldgicas e estdo entre as biomoléculasnotveis devido a
sua extraordinaria especificidade e poder catalitiEormadas por
longas cadeias de aminodcidos unidas através alghég peptidicas, a
maioria das enzimas é de origem protéica, com éscee um pequeno
grupo de moléculas de acido ribonucléico (RN&bonucleic Acii
cataliticamente ativas, as ribozimas. A eficiératalitica das enzimas
€ alcancada com a diminuicdo da energia de ativae@esséria para
gue uma reacdo quimica se processe, resultandonemumento de
velocidade e possibilitando a conversdo de um tposubstancia
(substrato) em outra (produto), ndo sendo consnddeante a reacao
(VOET e VOET, 1990; LEHNINGER al, 2006).

O centro ou sitio ativo da enzima € o local ondpreeessam as
reacbes com o substrato. Para 0 processo catal#fica@poenzimas
requerem apenas seus residuos de aminoacidos, seadoas de
natureza exclusivamente protéica. Entretanto, s@naimas necessitam
de cofatores (componentes quimicos adicionais igerarndo-protéica)
para exercer sua atividade, que podem ser espégiganicas (ex.: ions
metalicos: F&, Mg?*, Mn®*, Cif*) ou moléculas organicas complexas,
denominadas coenzimas (ex.: vitaminas: biotinajitia). Uma enzima
completa, cataliticamente ativa, unida a sua commze/ou ions
metélicos é entdo chamada de holoenzima. Além,disagao catalitica
de uma enzima é dependente da temperatura e daspidpode sofrer
desnaturacdo (perda da conformacdo protéica natteapando-se
inativa, se submetida a agentes como calor, s@serganicos, acidos
e bases fortes ou outros materiais (VOET e VOEUB0LMIKKELSEN
e CORTON, 2004; LEHNINGERt al, 2006).

As enzimas sdo formadas por uma complexa estrutura
tridimensional de cadeias polipeptidicas, 0 ques lpeoporciona um
formato caracteristico e Unico. Assim, essas biéoubths sdo altamente
especificas tanto nas reacdes que catalisam comeraphecimento de
substratos. O substrato deve acomodar-se no gitio da enzima
interagindo com os residuos de aminoacidos e cesuwtado, ligacdes
guimicas sao quebradas e/ou formadas (VORDET, 1990;
LEHNINGER et al, 2006). Um modelo utilizado para explicar a
especificidade enzimatica é o do encaixe induzidoposto por Daniel
E. Koshland Jr. em 1958 (Figura 1). De acordo caeta éeoria, as
cadeias laterais dos aminoacidos que formam o &fitt® da enzima
sofrem uma reorientagdo, fato este que potencial&aa acdo catalitica.
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A modificagdo no sitio ativo ocorre até que o s@lbst esteja
completamente ligado, sendo definido neste momeato sua
conformacdo final. Uma vez que as enzimas exibdératesas flexiveis,
0 substrato ndo se liga a um sitio ativo rigidmfaone havia sido
proposto por Hermann Emil Fischer (modelo chaveddara).

produtos

Alteragéo da forma do sitio
—> substrato ativo da enzima a medida . ‘
que o substrato se liga
/ sitio ativo /
Complexo Complexo
enzima/substrato enzima/produto

Figura 1. Modelo encaixe-induzido.

As enzimas séo divididas em seis classes de acordm tipo de
reacOes que catalisam e sua identificacdo é fedaés do seu namero
EC (Enzyme Commissipn Tal divisdo foi proposta pela Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular UBMB,
International Union of Biochemistry and Moleculaio®gy) e esta
listada abaixo (MIKKELSEN e CORTON, 2004):

1. Oxidorredutasescatalisam reagfes de oxidacdo e reducdo (ex.:

peroxidase, catecol oxidase, lacase);

2. Transferasescatalisam a transferéncia de grupos funciondig en
moléculas (ex.: transaldolase, transaminase, etolase);

3. Hidrolases facilitam a quebra de ligacdes como C-C, C-O, C—N
com o auxilio da agua (ex.: urease, fosfatasesdipa

4, Liases catalisam a quebra dessas mesmas ligacbes pela

eliminacdo de grupos funcionais, formando ligac@eplas ou

atuam de modo inverso, catalisam a adi¢cdo de grfupcnais

através de ligagcbes duplas (ex.: oxalato descdasexicarbonato
desidratase, isocitrato liase);

5. Isomerases facilitam rearranjos geométricos ou estruturas,
também transformam uma molécula em seu isOmera (ex.
arabinose isomerase, alfa tirosina, maleato is@agra

6. Ligases realizam reac¢des de condensacéo associadassaommn
de energia proveniente da hidrélise de uma ligag&@dosfato do
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trifosfato de adenosina (ATPAdenosine Triphosphate(ex.:
piruvato carboxilase, acetato-CoA ligase).

2.2.1. Lacase

A lacase (Lac) (EC 1.10.3.2) é uma enzima multieatom alta
massa molar pertencente a classe das oxidorredu&&e enzimas que
agem sobre uma variedade de substratos aromagedi;ularmente
fenolicos (PhOH), catalisando a oxidacdo de seupogr hidroxilas a
radicais fendxi (Ph{), com simultanea reducéo do oxigénio a agua,
como ilustrado na Figura 2 (MAYER e STAPLES, 2002jRAN et
al.,, 2002; RIVA, 2006; COUTO e HERRERA, 2006; WIDSTEN
KANDELBAUER, 2008; DWIVEDI et al, 2011).

4 PhOH 4 PhO*
Cu2+ Cul+
Cuz* Cuz Cut* Cul+
Cu2+ Cu1+
Lac oxidada Lac reduzida
2 H,0 0,

Figura 2. Representacéo esquematica do ciclo cataliticacadgRIVA, 2006).

O ciclo catalitico envolve sucessivas transfer@nda elétrons
entre os atomos de cobre pertencentes a mesmazenzibac nativa é
constituida por quatro atomos de cobre com estadoxiiacdo 2+. A
medida que a reacgdo se processa, a Lac promovdag@a dos PhOH,
até reducdo de todos o0s seus atomos de cobres@gatada como Lac
reduzida), que entdo sofre reoxidacéo, liberands duoléculas de agua
a partir da reducéo de uma molécula de oxigéni@ondtar (DURANet
al., 2002; RIVA, 2006; DWIVEDEt al, 2011).

Em geral, esta enzima necessita de quatro atomoshde para
realizar o seu mecanismo catalitico. A partir deacristicas
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funcionais e espectroscépicas especificas, mostayue estes atomos
estdo distribuidos em diferentes sitios de ligaz&8o classificados em
trés tipos (Figura 3). O &tomo de cobre Tipo 1 nul forma o sitio
mononuclear que estd envolvido na captura e tnéimsfia de elétrons
(oxidagdo do substrato). Um cobre Tipo 2 e doigenipo 3 (sitio
trinuclear) participam da ligagdo com o oxigéniendo responsaveis
pela reducéo do oxigénio molecular e liberaciogim éDURANet al,
2002; PIONTEKet al, 2002; RIVA, 2006; HAKULINEN et al., 2006;
DWIVEDI et al, 2011).

Cadeia peptidica

H
|
rr» /
| CH,—CH
S N / Mo
N NH
ot N

His c=0 His, ~His

T A :
HO—CQu™. OH /CH—CH,—s—Qu™
e W “o \
His Loy / Met
His” : \ NH
Tipo 2 His N \ ' Tipo 1
L CH,—CH
Tipo 3 |\| \

Cadeia peptidica

Figura 3. Representacdo estrutural do sitio ativo das LAdRBN et al,
2002).

Lac estdo amplamente distribuidas em plantas supsrifungos
e algumas bactérias. A existéncia dessa enzimdeimionstrada pela
primeira vez por Yoshida em 1883, em uma plafhus
verniciferg, e foi caracterizada como uma cobre oxidaséBpdrand
em 1985. Posteriormente, foi descoberta a principate dessas
enzimas: os fungos. Dentre eles, destacam-se oslidnaisetos,
denominados fungos “da podriddo branca da madeipmis estdo
envolvidos na degradacdo da lignina (MAYER e STABLR002;
WIDSTEN e KANDELBAUER, 2008; DWIVEDIet al, 2011). O
fungo Trametes versicoloé uma das fontes de Lac e sua estrutura
tridimensional esta ilustrada na Figur€PAONTEK et al,, 2002).
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Figura 4. Estrutura tridimensional da La€rametes versicolorjons cobre sédo
descritos como esferas azuis e moléculas de agma esferas vermelhas
(PIONTEKet al, 2002).

Reacdes enzimaticas oferecem vantagens devidotaaéaas
enzimas serem especificas e catalisadores biodagiadDeste modo,
existe um amplo interesse pelas Lac, devido asmeUkiplas aplicaces
nas indastrias alimenticias, téxteis e de papeh lbemo em areas
biotecnol6gicas, em especial, biorremediacdo deasaga solos
contaminados (DURANt al, 2002; MINUSSIet al, 2002; MAYER e
STAPLES, 2002; COUTO e HERRERA, 2006; WIDSTEN e
KANDELBAUER, 2008; DWIVEDI et al, 2011). Além disso, ha uma
grande utilizacdo destas enzimas em laboratérigeesdguisa, como por
exemplo, em reagdes de sintese organica e na wgistde eletrodos
(biossensores) para determinacdo de compostoslegis¢DURANet
al., 2002; MINUSSIet al, 2002; SANTHIAGO e VIEIRA, 2007;
FERNANDESet al, 2008 B; DIACONUet al, 2010; Di FUSCGQet al,
2010).

2.3. Imobilizacdo de enzimas

Como descrito anteriormente, enzimas sao biocatklies com
elevada especificidade que tém sido utilizadasnthisstrias alimenticia,
téxtil e de papel, bem como na construcdo de hissses. Entretanto,
essas hiomoléculas estdo sujeitas a inativacdodpersos fatores
fisicos e quimicos durante sua utilizagdo ou aténmeestocagem.
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Assim, a imobilizacdo deste componente biol6gian & mostrado
uma poderosa ferramenta para melhorar quase todassuas
propriedades, entre as quais destacamos: facilidadeecuperacédo e
reutilizagdo e, com isto, um aumento no tempo vida Util e na
estabilidade enzimatica em relacdo a temperatuos, solventes
organicos e a variacao de pH sem perda de su&redfigi catalitica e
diminuicdo dos custos das reacdes catalisadas (BALECCHIA et
al., 2004; MATEOet al, 2007; KRAJEWSKA, 2004; KOSSEVAt al,
2009).

Imobilizacdo é um termo genérico empregado pararelesr a
retencdo de uma biomolécula em um suporte, quecteno principal
finalidade a protecdo da atividade e estabilidaml@mzima durante os
processos onde sdo empregadas. As caracteristiceseatadas pelas
enzimas imobilizadas dependem tanto de suas pdapiés como das do
suporte e reagentes usados na imobilizacdo, oss qimiem ser
criteriosamente escolhidos para néo alterar o &fitilo da enzima. Uma
infinidade de materiais vem sendo empregada conopdpito de se
obter biocatalisadores com propriedades superi@rescomparacao a
sua forma livre, tais como: quitina (DURANet al, 2002;
KRAJEWSKA, 2004; FERNANDES:t al, 2007), quitosana (DURAN
et al, 2002; KRAJEWSKA, 2004; OLIVEIRA e VIEIRA, 2006;
FERNANDESet al, 2008 B; MOCCELINIet al, 2008; DIACONUEet
al., 2010; de LIMAet al, 2010), alginato (DURANt al, 2002; DING
et al, 2008; NILAVEDI et al, 2008), celulose (DURANt al, 2002;
REN et al, 2009; WUet al, 2009) e ciclodextrina (ZH@t al, 2000;
CAMACHO et al, 2007; OZMENet al, 2009; OZMEN e YILMAZ,
2009).

Sao indiscutiveis as vantagens fornecidas por psieesso,
assim, varios procedimentos de imobilizacao mEnEas tém sido
desenvolvidos (Figura 5). De um modo geral, est@®dos podem ser
classificados como fisicos, onde existem fracasagbes entre enzima-
suporte, e quimicos, onde a enzima € quimicamégadd ao suporte
por ligacbes covalentes (DALLA-VECCHIA et al, 2004;
KRAJEWSKA, 2004; MATECQCet al, 2007; KOSSEV/et al, 2009).
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]
[ |
[Matriz ] [Microcépsulas ]
(fisica ou ionica)
0o So® ® —1
(C1C) ()

." por ligacéo cruzada
. entreaenzimae o
suporte
-0
. = Enzima ‘_ . ‘
-©
®

Figura 5. Métodos para imobilizagdo de enzimas (adaptaddDAELA-
VECCHIA et al, 2004).

A imobilizagdo via oclusdo ou microencapsulagéosist@ em
confinar ou aprisionar a enzima em uma matriz p&iica insollvel ou
em uma microcapsula. O método da oclusdo envobanfinamento da
enzima nos intersticios formados entre as ligacogalentes cruzadas
de um polimero. Devido a irregularidade estaltda matriz, a perda
de enzima através dos poros maiores é uma gdeantagem. Ja o
método da microencapsulacdo envolve o confinamgatenzimas em
pequenas esferas de membranas semipermeaveis af@tato de
celulose, policarbonato, colageno). Nesta metodmlagbiomolécula é
totalmente envolvida pelo sistema, o que dificaliua lixiviacao para o
meio. Ambas as técnicas apresentam a vantagem zimmaemao
interagir quimicamente com o suporte, 0 que podensito importante
para evitar possivel diminuicdo da atividade entigad Contudo, a
lenta velocidade de difusdo dos substratos e predatravés da
membrana porosa é um fator limitante (DALLA-VECCHgsAal, 2004;
KRAJEWSKA, 2004; MATECQCet al, 2007; KOSSEV/et al, 2009).

A adsorcdo € um dos procedimentos mais simples i8 ma
utilizados para imobilizacdo enzimatica. Neste mhét@ biocatalisador
€ unido ao suporte através de interacdes de baewmyia, como por
exemplo, forcas de Van der Waals ou interacdo oslgttica, sem
modificacdo quimica. Estabilidade, capacidade dergdo, porosidade
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e tamanho dos poros sdo algumas caracteristicaspéndaveis ao
suporte para o0 sucesso da adsorcdo de uma enzéarias \nateriais

podem ser aplicados para esse tipo de imobilizag&¢como celulose,
silica, quitosana, quitina e polietileno, entrerosit Porém, uma das
principais desvantagens deste método é a dessdacBmmolécula do

suporte (DALLA-VECCHIA et al, 2004; KRAJEWSKA, 2004,

MATEO et al, 2007; KOSSEVAet al, 2009).

Os métodos baseados na imobilizacdo por ligacaalemte
apresentam a grande vantagem de exercerem umdidart@o enzima-
suporte, diminuindo o processo de dessor¢cdo danareiaumentando a
estabilidade frente a varidveis como pH, solventeneperatura. Este
procedimento envolve a modificacdo quimica de ursidte de
aminodcido da enzima através da ligacdo covalertte seus grupos
funcionais ndo essenciais a atividade catalitiom grupos reativos dos
suportes. Na ligacdo covalente cruzada, reagentas iultifuncionais
sdo utilizados para reagirem com o0s grupos liveegidos na cadeia
polimérica formando uma rede tridimensional entrsuporte, assim
como a formacéo de ligacBes cruzadas entre as utedéde enzima e
do suporte. Dentre o0s reagentes mais usados estggioxal,
epicloridrina, glutaraldeido e dentre os suportaumente empregados
estdo quitina, quitosana e silica (DALLA-VECCHIé&t al, 2004;
KRAJEWSKA, 2004; MATECQCet al, 2007; KOSSEV/et al, 2009).

2.3.1. Quitosana

A quitina é o segundo polissacarideo natural mais@ante na
natureza e esti presente em uma variedade de snimainhos
(caranguejo, camardo, lagosta), insetos e fungoguitsana (QTS)
(Figura 6), obtida através da reacdo de desadilparcial da quitina
em meio alcalino, é o seu derivado mais importa@tetina e QTS séo
constituidas por unidades de 2-acetamida-2-desajieDse e 2-amino-
2-desoxi-D-glicose unidas por ligagdes glicosidjgds~4), entretanto
esses biopolimeros diferem quanto a proporcéative dessas
unidades e quanto a solubilidade. A quitina, quesélivel em meio
aguoso e na maioria dos solventes orgénicos, ayeesena estrutura
com predominio de grupos acetamiaNHCOCH;), ja a QTS, onde
predominam os grupamentos amireNH,), apresenta solubilidade em
solu¢des aquosas diluidas de &cidos. A insolubifidda quitina é o
maior fator limitante da sua utlizacdo (KRAJEWSKA004;
LARANJEIRA e FAVERE, 20009).
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Figura 6. Estrutura quimica da QTS.

A biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidae baixo
custo da QTS sado propriedades que vém sendo edatoram
aplicacdes industriais e tecnoldgicas. Além dissajto percentual de
grupos amino e hidroxila disponiveis na matriz elebtopolimero
permite a sua modificacdo com agentes reticulame® glutaraldeido,
epicloridrina, tripolifosfato e citrato, que prongaw um aumento de
estabilidade e resisténcia mecanica. A QTS ¢é erageegna
biomedicina, em produtos farmacéuticos, na agticaytna indlstria de
cosmeéticos e de alimentos e, também, como adsermentemocao de
corantes e metais para o0 tratamento de agua entefudéndustriais
(KUMAR, 2000; CRINI, 2005; CRINI e BADOT, 2008; LAAMNJEIRA
e FAVERE, 2009). Em adicfo, todas essas exceleatasteristicas da
QTS proporcionam um ambiente favoravel para immdgo de
componentes biolégicos, particularmente enzimasdsecomumente
usada no desenvolvimento de biossensores (DURANL, 2002;
KRAJEWSKA, 2004; OLIVEIRAe VIEIRA, 2006, FERNANDESet
al., 2008 B; MOCCELINIet al, 2008, DIACONUet al, 2010; de
LIMA et al, 2010).

2.3.2. Ciclodextrina

Ciclodextrinas (CD) sao oligossacarideos cicliasnfdos por
moléculas de D-glicose unidas através de ligachessidicaso(1—4)
(Figura 7A), obtidas por hidrolise enzimatica doidon As CD mais
conhecidas séo as B e y-CD, constituidas por 6, 7 e 8 unidades de
glicose, respectivamente, que adotam a conformagiaadeira. A
orientagdo ciclica estabelece uma estrutura conimdar, ilustrada pela
Figura 7B, com o lado mais largo formado pelasdxitlis secundarias
em C-2 e C-3 e a face mais estreita constituida lperoxila primaria
ligadas em C-6. Esse arranjo estrutural conferesteseaclcares
propriedades fisico-quimicas Unicas, sendo capdees ncapsular em
sua cavidade moléculas hidrofébicas (BRIT&Cal, 2004; FRACETO
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et al, 2007; OGOSHI e ARADA, 2008).

Figura 7. (A) Estrutura geral das CD. O indice n representa oengirde
glicoses adicionais: n = 10{D), n = 2 B-CD) e n = 3 {-CD) e (B)
Representagdo da estrutura funcional das CD (BRIGtT&D, 2004).

Frente a este aspecto molecular, a grande halglidadformar
complexos de inclusdo com moléculas pouco poléees possibilitado
a utilizacdo de CD (em especipdlCD) em diferentes areas da ciéncia e
tecnologia, dentre as quais podemos citar: alinsgent@sméticos e
farmacéutica (DEL VALLE, 2004; BRITT@t al, 2004; PINTCet al,
2005; CAL e FRACETet al, 2007; CENTKOWSKA, 2008; OGOSHI
e ARADA, 2008). Destaca-se ainda a aplicacap-@® na modificacdo
de eletrodos com a finalidade de melhorar a salatie e/ou
sensilibidade do sensor base (ROA-MORALES al, 2005;
RAMIREZ-BERRIOZABAL et al, 2008; JINet al, 2009; CAOet al,
2011).

Em adicdo, existe um consideravel interesse naamefo de
polimeros deB-CD através do uso de agentes reticulantes, tas,co
epicloridrina e diisocianatos. Esses materiais w&mdo empregados
como adsorventes para remocdo de poluentes orgamiconetais
pesados de aguas residuais (CRINI, 2005; R@it1al, 2008; ZHAOet
al., 2009) e como matriz para imobilizacdo e estagjfio de enzimas
(ZHU et al, 2000; OZMENet al, 2009; OZMEN e YILMAZ, 2009),
para posterior aplicacdo em bhiossensores.
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2.4. Biossensores

Um biossensor pode ser definido como um dispostivalitico
composto por um componente biolégico (receptor uimeo)
intimamente em contato com um elemento de transdugual deve
ser capaz de transformar a resposta bioldgica emsinal elétrico
proporcional a concentragdo do analito presenteuem amostra.
Enzimas, anticorpos, antigenos, oligonucleotideaganelas, células e
tecidos vegetais tém sido utilizados como elememiodgicos de
reconhecimento. Os transdutores podem ser clasdiic em
eletroquimicos (amperométricos, potenciométricosdatimétricos ou
transistores de efeito de campo (FEHRield Effect Transistgy,
calorimétricos, Opticos ou piezolétricos (FATIBELLEILHO e
CAPELATO, 1992; MELLO e KUBOTA, 2002; PEREIRét al, 2002;
GRIESHABEREet al, 2008).

A Figura 8 mostra esquematicamente 0s componentes q
constituem um biossensor.

RECEPTORES
BIOQUIMICOS

AMOSTRAS 233 GRANDEZA
J 3 @ DETECTADA TRANSDUTORES
BB oligonucleotideos, L
== Transferéncia de Eletroquimicos
culturas celulares o elétrons, movimento (amperométrico,
X de fons, difusdo de Wbl ,otenciométrico,
M \ espécies eletroativas condutimétrico ou FET)
I células, ou carregadas
humanas o
(sangue, saliva, urina) @s Mudanca de
. o ,ﬁg;— temperatura ou ) Calorimétrico
- - ‘ emisséo de calor
F enzimas,
ﬁ‘ o
alimentos E . Atisorgéo ou
) emiss&o de radiacio wemp Optico
: i anticorpos, eletromagnética
ambientais antigenos, Alterag&o de massa ) -
4 y . L Piezolétrico
(agua, solo) e/ou viscosidade -
organelas,
tecidos ‘
Processamento
do sinal

Figura 8. Componentes utilizados no desenvolvimento de bissses
(adaptado de MELLO e KUBOTA, 2002; GRIESHABERal, 2008).
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O principio basico de funcionamento consiste norrkecimento
do analito por meio de um receptor bioquimico. Hsteracio seletiva
resulta na variacdo de alguma propriedade fisi¢éavga (emissao ou
absorcao de radiacdo eletromagnética, variaciomassa, emissdo de
calor, transferéncia de elétrons, movimento de, ietts), gerando um
sinal que é detectado e entéo, convertido pelesdraor a uma resposta
mensuravel. Finalmente ocorre a amplificacdo e gas@mmento dessa
resposta correspondente a concentracdo do an&AdIBELLO-
FILHO e CAPELATO, 1992; MELLO e KUBOTA, 2002; PEREA et
al., 2002; GRIESHABERet al,, 2008).

Clark & Lyons, em 1962, construiram o0 primeiro $ns
amperométrico para deteccdo de glicose utilizankitosg oxidase
(GOx) imobilizada em uma membrana de celulose adapla um
eletrodo de oxigénio (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO,9%2).
Posteriormente, em 1972, a Yellow Spring Instrunt@mtomercializou
0 primeiro biossensor para deteccao de glicos@modiumano. Desde
entdo, diversos outros biossensores foram consg@empregados na
andlise quimica de uma variedade de substanciaaraas bioldgica,
clinica, ambiental, industrial, agricola, alimeiatie cientifica. Este
crescente desenvolvimento € justificado devidon@sneras vantagens
apresentadas por estes dispositivos: baixo custdidhde de operacéo
e construcdo, boa sensibilidade, seletividade eabididade,
reprodutibilidade, resposta rapida, possibilidade ndiniaturizacdo e
portabilidade (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992; MEO e
KUBOTA, 2002; PEREIRAet al, 2002; GRIESHABERt al, 2008).

Dentre o0s biossensores, destacam-se 0s enzimatoos,
combinam a seletividade e sensibilidade da enzona & simplicidade
dos transdutores eletroquimicos. Enzimas pudésa ou tecidos
vegetais podem ser aplicados para este propésitonobilizacdo e
estabilizacdo dessa biomolécula é a etapa criticeonstrucao desses
dispositivos. Em adicdo, a pasta de carbono é utarimalargamente
aplicado como eletrodo base na preparacdo de hames devido as
vantagens descritas anteriormente, especialmetdeppssibilidade de
modificacdo interna do material eletrédico. (FATIRE-FILHO e
CAPELATO, 1992; SVANCARAet al, 2001; DURANet al, 2002;
MINUSSI et al, 2002; MELLO e KUBOTA, 2002; PEREIRAt al,
2002; OLIVEIRA e VIEIRA, 2006; FERNANDESet al, 2007;
SANTHIAGO e VIEIRA, 2007; FERNANDESet al, 2008 B;
MOCCELINI et al, 2008; SVANCARAet al, 2009 A e B).
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2.5. Liguidos ibnicos

Uma substancia encontra-se no estado liquido quaaslo
interacdes entre as espécies constituintes saofongs do que aquelas
existentes no estado gasoso, porém mais fracasedagyelas presentes
no estado soélido. Assim, a maior parte dos liquigla®nstituida por
moléculas neutras, uma vez que a presenca de espemiregadas
determinaria a existéncia de interacdes ibnicasnalmnente fortes para
conduzir a substancia ao estado soélido. Entretamt@ analise mais
detalhada sobre a natureza dessas interacfes at@rsuds ibnicas
mostra que estas tém uma ampla variacdo, posailitita obtencéo de
liquidos com carater idnico (CONSORdtlal, 2001).

A histéria dos liquidos idnicos (LI) iniciou em Icom a
sintese de um sal liquido a temperatura ambigritggto de etilambnio,
por Walden, o qual apresentou baixo ponto de f{ASC). Os grupos
de pesquisa de Osteryoung e Hussey desenvolveraooritendo o
anion cloroaluminato (ACl;") e os cations alquilpiridinio (Bi(CHUM
et al, 1975; GALEet al, 1978; ROBINSON e OSTERYOUNG, 1979)
ou 1,3-dialquilimidazdlio (1) (WILKES et al, 1982). Posteriormente,
Wilkes e Zaworotko (WILKES e ZAWOROTKO, 1992) deseeram
uma nova classe de LI, baseados no cation 1-etéimidazolio
(EMI") e em anions como o tetrafluorborato {BFe hexafluorofosfato
(PR). Estes compostos despertaram grande interessaliversos
campos do conhecimento e constituem hoje uma anesgente que
estd em expressivo crescimento.

Basicamente, LI ou sais fundidos (liquidos a temmpea
ambiente) podem ser definidos como eletrdlitos titidos apenas por
ions (cations orgénicos e &anions organicos ou &micgs), que
apresentam fracas interacdes interidnicas, baixagien de reticulo
cristalino, baixa pressao de vapor, habilidadelitiaty alta estabilidade
quimica e térmica. Uma caracteristica peculiar dbst a ampla
possibilidade de variagdo de suas propriedadesofigiimicas.
Propriedades como viscosidade, miscibilidade ena &geondutividade,
por exemplo, podem ser moduladas através das miésreombinacdes
entre cations e anions, com a finalidade de ser alote solvente
adequado para a aplicacdo que se queira reali@NPORTI et al,
2001; WEI e IVASKA, 2008; O'MAHONYet al, 2008; SHIDDIKY e
TORRIERO, 2011; FRANZOlet al, 2011). Cations e anions
comumente presentes na estrutura dos LI estdosespieglos na Figura
9 e Tabela 1.
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Figura 9. Estruturas de céations que compdem LI (R,M, R; e R, = cadeias
alquilicas) (FRANZOEt al, 2011).

Tabela 1.Nomes e abreviaturas de alguns anions presentés @ONSORTI
et al, 2001; WEI e IVASKAet al, 2008; FRANZOlet al, 2011).

Anions Nome Abreviatura
cr cloreto .Cl
Br- brometo .Br
BF, tetrafluoroborato .BF
PR~ hexafluorofosfato .PF
NO;~ nitrato .NQ
Al,Cl; cloroaluminato AICI;
CH,CO,~ acetato Ac
CH;SO, metilsulfato .MeSQ
(CRSO,),N™ bis(trifluorometanosulfonil)imidato . N(T)

Em virtude de suas caracteristicas Unicas, em iaspec
inflamabilidade, volatilidade e toxicidade despver, estes materiais
vém atraindo a atencdo de pesquisadores e indugiteressados em
tecnologias limpas, a conhecida “quimica verdetuakmente, LI estédo
sendo utilizados, com grande sucesso, como substitios solventes
orgéanicos tradicionais, que geralmente sdo bastentdéteis e nocivos.
Podemos destacar suas aplicagbes como solventesaefies organicas
e organometdlicas (DUPON@t al, 2000; EARLE e SEDDON, 2000;
DUPONTet al, 2002 A; ZHAO e MALHOTRA, 2002; SHARIRt al,
2010), em processos de extracdo (ldUal, 2005 A; PENGet al,
2007) e em biocatalise (ZHAO e MALHOTRA, 2002; PERSN e
BORNSCHEUER, 2003; YANG e PAN, 2005; van RANTWIJK e
SHELDON, 2007; MONIRUZZAMANZEet al, 2010), e também como
catalisadores em reacdes organicas (GOLEDZINOWISKdL, 1993;
HOWARTH et al, 1997).

Além de todas as suas excelentes propriedades-fjsimicas,
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os LI derivados da associacdo do cétion-tistil-3-metilimidazolio
(BMI") e anions fracamente coordenantes (como por ererBpl
PR e N(Tfy) apresentam excelente condutividade, viscosidade
relativamente baixa e ampla janela eletroquimicgakencial. Deste
modo, esses LI tém ganhado notavel espaco em sstigtocoquimicos,
onde sao usados como eletrélito suporte (BUZZEOal, 2004;
GHILANE et al, 2008; ANDRIKO et al, 2010) ou eletrdlitos de
dispositivos como baterias ou capacitores (HAYA8HaL, 2005; LIU
et al, 2006; WEI e IVASKA, 2008; LEWANDOWSKI e
SWIDERSKA-MOCEK, 2009; SUN e SUN, 2010; SHIDDIKY e
TORRIERO, 2011). Na Tabela 2 estdo listados os reslode
viscosidade e condutividade para diversos LI, encdo do tipo de
anion e céation presentes em sua estrutura.

Tabela 2. Viscosidade #) e condutividade o) de alguns LI (T = 25 °C)
(BUZZEOet al, 2004; O'MAHONY et al, 2008).

LI 7 (mPas) o (MS cm?)
BMILN(Tf), 44 3,9
HMLN(Tf), 59 ;

EMI.BF, 43 13,0
BMI.BF, 112 1,7
BMI.PFs 275 1,5
BPi.N(Tf), 89 22
HMI.CI 7456 -
Ne,2.22N(Tf), 167 0,7

Outro emprego dos LI no campo analitico € a suarfiacacéo
em sensores e biossensores de pasta de carbavesada substituicdo
total ou parcial dos tradicionais aglutinantes rd@mdutores. Essa
aplicacdo teve inicio nos ultimos anos, mas venh@aao um espaco
expressivo dentro da vasta familia de EPC modifisaato este que
pode ser confirmado pelos inUmeros trabalhos padidis em revistas
especializadas.

2.5.1. Liquidos ibnicos em eletrodos de pasta derisano

Os eletrodos a base de p6 de grafite contendo emtinante
apenas LI sdo conhecidos como eletrodos de carbdituido ibnico
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(ECLI), entretanto, quando ha somente uma subituiparcial do
aglutinante tradicional pelo LI, pode-se denomisamplesmente de
EPC modificado com LI (EPC-LI). Diversos grupos pksquisa tém
realizado estudos nesta area visando a construgdsemsores com
desempenho analitico superior ao EPC tradicion&l @t al, 2005 B;
MALEKI et al, 2006; SAFAVIet al, 2006; MALEKI et al, 2007;
SAFAVI et al, 2007; ZHANG e ZHENG, 2007; ZHENEt al, 2007;
SUN et al, 2007; SUNet al, 2008 A, B e C; MUSAMEHt al, 2008;
MUSAMEH e WANG, 2008; CHERNYSHO\Wt al, 2008; WEI e
IVASKA, 2008; SHIDDIKY e TORRIERO, 2011; FRANZO&t al,
2011).

A microscopia eletrbnica de varredura (SEB¢anning Electron
Microscopy mostra as diferencas significativas entre um EPGm
ECLI construidos com a mesma propor¢ado (em massayldtinantes.
A Figura 10 apresenta as caracteristicas morfadgidesses dois
eletrodos (FRANZOEt al, 2011). O EPC (Figura 10B) é caracterizado
por uma superficie formada por flocos de carbamegulares e cada
camada pode ser claramente distinguida. Ndo héneim de conducéo
apropriado entre as camadas no EPC, assim as igatdificilmente
transferidas devido a presenca do aglutinante nadutor. No ECLI
(Figura 10A), ndo se observa esta separacdo, serdsuperficie mais
uniforme. Lls ndo agem somente como aglutinantea flamar uma
pasta, também preenchem os intersticios vazios astmparticulas de
grafite, formando uma ponte entre as camadas déormar
possibilitando a transferéncia de carga. Morfolegiamelhantes foram
observadas em outros trabalhos relatados na litarétIU et al, 2005;
MALEKI et al, 2006; ZHANGet al, 2007; ZHANGet al, 2007; SUN
et al, 2007).

]

o -

Figura 10. Micrografias eletrdnicas da superficie de (& ECLI construido
com o LI BMI.PK e (B) EPC nédo modificado (FRANZt al, 2011).
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Sun e colaboradores (SUMt al, 2008 B) investigaram o
comportamento eletroquimico da hidroquinona utilgaum ECLI com
hexafluorofosfato den-butilpiridinio (BPi.PF) como aglutinante. Os
voltamogramas ciclicos da hidroquinona foram comages e de acordo
com os pesquisadores, dois aspectos foram obestvaiminuicdo na
separagdo entre 0s potenciais de pico catodiaaoddico AE) e
aumento significativo na corrente de pico, quanti@ado o ECLI em
comparacdo ao EPC. A resposta do eletrodo contehdo superior
devido as contribuices dos dois materiais condatay grafite e o LlI.
Além disso, o LI forma uma ponte condutora que propna uma
reacao eletrocatalitica com taxas de transferédeiaelétrons mais
elevadas, ou seja, aumentando a reversibilidade ebhomando a
sensibilidade do sensor. Sob condigbes experinsergeeviamente
otimizadas para o ECLI, construiu-se uma curvaitcela partir da
corrente de pico anddicaersus concentracdo de hidroguinona,
apresentando linearidade em um intervalo de 5;6xd®,0x10° mol
L™ com um limite de deteccéo de 2,5X1@o0l L™,

Zhang e colaboradores (ZHANG e ZHENG, 2007)
desenvolveram um ECLI a base do LI hexafluorofasti 1-heptil-3-
metilimidazélio (HpMI.PE) para quantificacdo de hidroquinona. Os
autores ressaltaram as vantagens da aplicacdo ddaisl como
condutividade e eficiéncia na transferéncia de@iétque melhoraram
o desempenho do eletrodo. A curva analitica apr@sdimearidade na
faixa de 1,0x17 a 1,5x10° mol L™* e um limite de deteccdo de
4,0x10° mol LY Além disso, o ECLI demonstrou excelente
reprodutibilidade com um desvio padréo relativd @&so.

2.5.2. Liquidos ibnicos em biossensores de pastacdebono

Nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo estadotha de
biossensores modificados com LI, especialmenta piateccdo de
compostos fendlicos, utilizando enzimas oxidorrages purificadas ou
obtidas de extratos brutos de vegetais (MAGUERRQOSKAL, 2009;
BRONDANI et al, 2009 A; FRANZOlet al, 2009 B e C; FRANZOét
al., 2010 A).

Um homogenato de milho verdéega mayd..) foi aplicado como
fonte de peroxidase (HRP{orseradish Peroxidagena construcdo de
um biossensor contendo BMI.ERImM dos propésitos deste trabalho foi
investigar a influéncia de diferentes proporctes Nigol:BMI.PFg
(100:0, 50:50 e 0:100%, m/m) na resposta do biesseutilizando
voltametria ciclica e de onda quadrada. Os auteeggicaram um
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aumento na corrente de pico desta catecolaminaaapfoporcao
50:50%, atribuida a condutividade do LI que aumeatdaxa de
transferéncia de elétrons. Este biossensor foicisel@do para
determinacado de adrenalina em amostras farmacguticapresentou
uma faixa de trabalho de 9,89xi@ 1,22x10" mol L™* com um limite
de deteccdo de 2,27xI0mol L™ (BRONDANI et al, 2009 A). O
mesmo comportamento (propor¢cdo Nujol:Ll - 50:50%/mjn foi
observado para outros biossensores (FRANZOA&L, 2009 B e C;
MAGUERROSKIet al, 2009; FRANZOlet al, 2010 A).

Biossensores contendo Lakspergillus oryzaee LI BMI.PR; ou
BMI.BF, foram construidos para a quantificar acido rosnariem
extrato de melissaVelissa officinalisL.). O biossensor com BMI.RF
apresentou maior resposta de corrente para a kedlagd@quinona a
acido rosmarinico quando comparado com a respasthiassensor
contendo BMI.BE e com o0 EPC. Relacionou-se esse comportamento a
estrutura hidrofébica do BFcomo contra-ion do cation imidazol,
proporcionando um melhor desempenho ao biosselgés. otimizacéo
do método, o biossensor apresentou caracteristizagicas favoraveis
como alta sensibilidade, ampla faixa linear (9,99%% 6,54x10° mol
L™, baixo limite de deteccdo (1,88x10 mol LY, boa
reprodutibilidade e estabilidade (FRANZ&tlal, 2009 B).

O LI hidrofébico BMILN(Tf), foi incorporado em diferentes
biossensores para investigar o comportamento egldtrico de
compostos fendlicos, tais como: acido rosmarinddGUERROSKI
et al, 2009), rutina (FRANZO&t al, 2009 C) e adrenalina (FRANZOI
et al, 2010 A). Todos os dispositivos forneceram regpeaperior ao
tradicional EPC em suas determinac¢fes, confirmandantagem de se
usar LI como aglutinante.

Como citado anteriormente, LI tém mostrado boa
compatibilidade com biomoléculas em comparacdo solgentes
organicos convencionais ou solu¢des aquosas (ZHMAIHOTRA,
2002; PERSSON e BORNSCHEUER, 2003; YANG e PAN, 2005
RANTWIJK e SHELDON, 2007; MONIRUZZAMANet al, 2010).
Supde-se que a ligacdo de hidrogénio e a interaefmstatica entre o
LI e a enzima resultem em uma alta barreira ciaétjue protege a
enzima contra desnaturagao.

Alguns trabalhos reportados na literatura demomstope o
aumento da estabilidade de enzimas na presencd deshciado a
condutividade desses liquidos fornece biossensooes excelente
desempenho para aplicacdo na determinacdo de umaldde de
substancias (DINGet al, 2008; SHANGGUAN et al, 2008;
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SHIDDIKY e TORRIERO, 2011).

Ding e colaboradores (DINGet al, 2008) propuseram um
biossensor modificado com o LI BPigktilizando HRP como material
bioldgico, para determinacao de peréxido de hidnmg€H,0,). Apds a
construcdo do ECLI, uma solucdo contendo HRP fposiéada sobre a
superficie do eletrodo, que posteriormente foi lbeca por um filme de
alginato de sodio. Estudos eletroanaliticos e niiigfoos demonstraram
dois pontos interessantes: um aumento na interesiddorrente devido
a presenca do aglutinante condutor e que alginiapmdporcionam um
microambiente favoravel para realizagdo do procésscatalitico. O
biossensor proposto apresentou elevada sensikglidadhoa
reri)rodutibilidade e estabilidade e um limite deedeéio de 5,0xI0 mol
L

Shangguan e outros (SHANGGUABt al, 2008), em uma
investigacdo pioneira, construiram um biossensoa mketeccdo de
glicose em sangue humano através da imobilizag@&adila GOx na
superficie de um ECLI. Resultados experimentaiscardm que a
reacdo eletroquimica & quase reversiwd,(= 0,056 V) e que o LI
fornece um meio apropriado para imobilizacdo da G®xpara
transferéncia direta de elétrons entre GOx e E@Edte excelente
microambiente devido ao efeito do LI contribuiu gao bom
desempenho do biossensor, que apresentou umadaixebalho de
1,0x10"a 8,0x10* mol L™ com um limite de deteccéo de 3,0 Mol
L™ e estabilidade durante 20 dias.

2.6. Nanoparticulas metalicas

A nanotecnologia estende a ciéncia de materiais @atominio
de particulas e interfaces com dimensdes extrentanpaguenas, da
ordem de 1 a 100 nanémetros (1 nm = 10). Particulas deste tamanho
apresentam uma grande area superficial e, frequente, exibem
propriedades eletrénicas, épticas, magnéticas dmicps distintas de
particulas e superficies macroscépicas. Este tgpaednologia tem
atraido consideravel atencdo nos ultimos anos,cipeimente no
desenvolvimento de diferentes sensores, pela etpectdo impacto
que estes compostos nanoestruturados podem caasaelhoria do
desempenho destes dispositivos (sensibilidade, ctdbéthdade,
estabilidade). Nanoparticulas metalicas, nanopgdadc magnéticas,
nanotubos de carbono representam alguns nanonmtengregados
para tal finalidade (JIANRONG@®t al, 2004; MERKOCI, 2007; GUO e
WANG, 2007; PINGARRONet al, 2008; WANG e HU, 2009;
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ZHANG et al, 2009; SVANCARAet al, 2009 A e B; CAMPBELL e
COMPTON, 2010; FRANZO¢t al, 2011).

Nanoparticulas metéalicas, especialmente de metaisres,
exibem caracteristicas fantasticas como, exceleatididade catalitica,
elevada area superficial e biocompatibilidade, ¢usdificam o seu
extensivo uso em biossensores. Devido a essasiquages, tais
nanomateriais podem fornecer um ambiente estaval ip@bilizagcéo
de biomoléculas preservando sua atividade, e afadditar a
transferéncia de elétrons entre o material biobgca superficie do
eletrodo (JIANRONG et al, 2004; GUO e WANG, 2007;
PINGARRONZ et al, 2008; WANG e HU, 2009; ZHANGt al, 2009;
CAMPBELL e COMPTON, 2010).

Diante das varias técnicas existentes, uma metgidosimples e
muito usada consiste na deposicdo direta (eletozitm) de
nanoparticulas sobre a superficie do eletrodo.eRemplo, tirosinase
imobilizada por ligacdo cruzada em um eletrodo debano vitreo
modificado com nanoparticulas de ouro foi usada gaeparar um
biossensor que mostrou alta atividade frente aosadompostos
fendlicos (CARRALERO SANZet al, 2005). Outro exemplo ilustra a
construgdo de ECLI no qual nanoparticulas de ouovani
eletrodepositadas. Hemoglobina foi imobilizada eabeletrodo com o
auxilio de um filme de Nafion. O Nafion/Hemoglobida/ECLI
demonstrou excelente atividade eletrocatalitica pareducéo do acido
tricloroacético, além de boa reprodutibilidade @giidade (SUNet al,
2010). Yuan e colaboradores (YUABLt al, 2005) investigaram a
reducdo do KD, usando eletrodo de platina, modificado com
nanoparticulas de prata e HRP imobilizada em umefipolimérico. O
biossensor proposto apresentou linearidade na ¢ex@oncentracéo de
1,0x10° a 1,0x10° mol L™* para HO, com um limite de deteccéo de
2,0x10° mol L™ e demonstrou estabilidade e seletividade adequadas.

Nanoparticulas metalicas também possuem largaagfticcomo
catalisadores em reagdes organicas (SHIJU e GULBNZD09), uma
vez que se tornou possivel a obtengdo de nanapastimetalicas com
dimensaa< 10 nm (em didmetro). Entretanto, estes materfaisapenas
cineticamente estaveis e existe uma tendéncia tEndmmica para
aglomeracao, o que acarretaria na diminuicdo dalatie catalitica.

Os principais métodos para a estabilizacdo de matioplas
metélicas em solucdo envolvem protecdo estérea ekirostatica,
através do emprego de agentes estabilizantes;amis polimeros, sais
de ambnio quaternario, surfactantes ou polioxo&niblesse contexto,
LI, em particular os derivados do cation BMbm anions BF, PR~ e
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N(Tf),", vém sendo empregados como estabilizantes de naicojms
metélicas, bem como meio reacional para sintesendamas. Além das
propriedades Unicas citadas anteriormente, essepoksuem uma
estrutura pré-organizada, governada principalmgmte ligacbes de
hidrogénio. A estabilizacdo e formacdo das nantwodets em Ll
ocorrem através de uma reorganizacao dessa redigaddes de
hidrogénio e a geracdo de regides nanoestruturaddisindo as
nanoparticulas (DUPONTet al, 2002 B; ZHOU et al, 2005;
MIGOWSKI et al, 2007; REDELet al, 2008; SCHEERENet al,
2008; DASH e SCOTT, 2009; DUPONT e SCHOLTEN, 2010)

Nosso grupo de pesquisa vem utilizando esses noedariais
(nanoparticulas dispersas em LI) desenvolvidos pampont e
colaboradores para o desenvolvimento de biossengigepasta de
carbono (BRONDANIEt al, 2009 B; FERNANDESt al, 2009).

Um biossensor contendo nanoparticulas de platispgedias em
LI BMI.PFs (Pt-BMI.PK;) e a enzima Lac foi proposto por Brondani e
colaboradores (BRONDANEt al, 2009 B). Técnicas voltamétricas
(ciclica e de onda quadrada) foram usadas paraaavalprocesso
eletroquimico e quantificar adrenalina em formuéescarmacéuticas. O
biossensor contendo como aglutinante Pt-BMj.Rpresentou uma
maior resposta para a reducadmeipuinona a adrenalina em comparacao
com o biossensor sem nanoparticulas e o EPC. éitdutividade do LI
combinada com a transferéncia de elétrons fadlitagelas
nanoparticulas metalicas forneceu a este biossenosm maior
sensibilidade, ampla faixa de linearidade (9,99%%02,13x10" mol
L™, baixo limite de deteccdo (2,93x10 mol LY, boa
reprodutibilidade e estabilidade adequada.

Fernandes e coautores (FERNANDESal, 2009) elaboraram
um biossensor contendo LI BMI.PEom nanoparticulas de iridio (Ir-
BMI.PF;). Nesse biossensor, a fruta de conde foi usada ¢onte da
enzima polifenol oxidase (PFO), que posteriorméoitémobilizada em
QTS ionicamente reticulada com oxalato de sédiosufserioridade
exibida pelo biossensor com Ir-BMI.PEonfirmou a contribuigdo
catalitica do Ir-BMI.PFe a eficiénciana imobilizacdo da enzima PFO.
A Figura 11 mostra 0 esquema proposto para a iirabilo da enzima
no suporte biocompativel, juntamente com a “egfentetora” formada
pelo Ir-BMI.PF;.
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Figura 11. Representacdo da imobilizagdo da enzima PFO emrélikslada
com oxalato e a “esfera protetora” formada peloctuhtendo nanoparticulas
metalicas (Ir-BMI.PE) (adaptada de FERNANDE& al, 2009 e extraida de
FRANZOIl et al, 2011).

Em adigdo, um sensor de pasta de carbono modificado o
complexo binuclear de niquel(ll) ([NHBPPAMFF)m-
(OAc),(H,0)]BPh,) imobilizado sobre silica funcionalizada foi prefm
por Brondani (BRONDANIet al, 2010). Juntamente ao complexo,
foram incorporadas nanoparticulas de Au dispersas L¢ (Au-
BMI.PF;). Este sensor biomimético foi entdo aplicado para
determinacéo de fisetina em amostras de sucos ¢k ergpresentou um
limite de deteccdo de 5,0xfOmol L™ O excelente desempenho
analitico do sensor proposto foi atribuido as \gera anteriormente
citadas, tanto pela eficiente imobilizacdo do nialtdrioldgico (neste
caso, um analogo sintético de enzima natural) cam@ropriedades
Unicas do LI e nanoparticulas metalicas.

2.7. Compostos fendlicos

Compostos fendlicos apresentam como estrutura ebaésic ou
mais anéis aromaticos hidroxilados, funcdes que domferem o poder
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antioxidante. Representam um grande grupo de csiogptargamente
distribuidos na natureza, sendo importantes caimgés de plantas e
alimentos, principalmente frutas e vegetais. Trépoitantes grupos
destes compostos sdo os fenois simples, &cidosliclenée os
flavondides (ROBARDS e ANTOLOVICH, 1997; FILIPIAK2001),
cujas férmulas estruturais (para os dois primeigstfio ilustradas na
Figura 12.

Os fenois simples apresentam somente um anel dcongm
dois grupos hidroxilas e como exemplos, temos cchte a
hidroquinona. Os &cidos fendlicos também contémestenum anel
aromatico sendo divididos em dois subgrupos: owaliws do acido
benzdico, como os acidos salicilicp-aidroxibenzdico, e os derivados
do &cido cinamico, como os &cidos cafeico, clorimgér®e sinapico
(ROBARDS e ANTOLOVICH, 1997; FILIPIAK, 2001).

Ridvoquinona

FENOIS:. EstruturaC;

S e

S,
\O OH
OH
deidd cafeico OH
dGcido saficilico o 0 \/ oH
HO
HO \O N
Q " OH
acido p-Ridroxibenzoico < ‘ B
OH
dcido clorogénico el
% EstruturaCy,- C, EstruturaC—C, F

ACIDOS FENOLICOS

Figura 12. Estruturas de fendis e acidos fendlicos.

Os flavonéides compreendem compostos quimicos teairros
por um esqueleto de carbong-C;—Cs, onde G séo estruturas de anéis
aromaticos que estéo interligadas através de todsoé& de carbono
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ciclizados com oxigénio (ROBARDS e ANTOLOVICH, 1997
FILIPIAK, 2001; ROBARDS, 2003). Este grande grumtaedividido
em subclasses e as mais importantes estdo repsema Figura 13.
As subclasses com exemplos de seus representastes gespectivas
fontes alimentares estdo descritas na Tabela 3itrdDessas, a
diferenciacdo é possivel através do numero e maudes grupos
substituintes nos anéis aromaticos (ROBARDS e ANJWICH,
1997; ANTOLOVICHet al, 2000; HARBORNE e WILLIAMS, 2000;
ROBARDS, 2003).

7 o '
5 I3 Flavona

Flavondide
O I
Flavanona
e
‘ OH OH

Flavanol Antocianidina

Isoflavona

Figura 13. Estrutura béasica de um flavondéide e suas subelasse

Tabela 3.Principais subclasses dos flavondides.

Subclasses Exemplos Fonte

Antocianidina cianidina frutas e flores

Flavanol catequinas, epicatequinas magd, cha,jeerve

Flavanona hesperidina frutas citricas

Flavona apigenina, luteolina chas, cereais, frutas,

flores, vegetais

Flavonol quercetina, rutina, cebola, macga, chas,
kaempferol, miricetina, tomate, vinho tinto
morina

Isoflavona genisteina legumes (soja)
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Como protecdo as plantas, os flavonéides podem ygitra
danos causados pela radiacéo ultravioleta (UV)aha$ jovens, como
antioxidantes e inibidores enzimaticos, promoveadmsisténcia das
plantas a patégenos (fungos, insetos e bactéRasyuisas realizadas
com relagcdo aos flavondides demonstram seu envedion com
propriedades farmacol6gicas importantes, tais coamtioxidantes,
vasodilatadoras, antiinflamatorias, antialérgicas, antivirais,
cardioprotetoras, além de funcionarem como estimegado sistema
imunolégico. A acdo antioxidante destes compostos sistema
biolégico ocorre através da neutralizacao dos adliovres gerados no
organismo (HARBORNE e WILLIAMS, 2000).

Deste modo, uma dieta rica em frutas, vegetaisbaas como
chas e vinhos traz efeitos benéficos, contribuindoprevencdo de
doencas degenerativas como o cancer e doencasveaclilares. Das
seis principais classes de flavondides, os flawn@hiricetina,
quercetina e kaempferol) e as flavonas (apigenihaeslina) sdo os
mais comumente encontrados em alimentos de origgeial e bebidas
(MIEAN e MOHAMED, 2001; AHERNE e O'BRIEN, 2002;
HOFFMANN-RIBANI, et al, 2009; HUBERet al, 2009).

2.7.1. Luteolina

Luteolina, (34',5,7-tetrahidroxiflavona), € um flavonodide
amplamente encontrado em alimentos de origem \Jedata como
aipo, pimenta verde, salsa e alcachofra e tambérohénde camomila.
Estudos tém mostrado que esta flavona (Figura gf@santa inimeras
propriedades bioldgicas, as quais séo atribuidasipalmente, as suas
propriedades antiinflamatorias e antioxidantes (IEER&l, 2009; LV et
al., 2009).

Figura 14. Estrutura quimica da luteolina.
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O cha dos capitulos florais da camomMéafricaria recutitaL.)
€ uma bebida muito utilizada para fins medicinpiicipalmente por
sua acao antiinflamatéria que estd associada aes @Emponentes,
dentre os quais podemos destacar os flavonéidgsrapa, luteolina e
quercetina (QUEIROZ, 2008).

Luteolina tem sido determinada através de cromatfiegliquida
de alta eficiéncia (HPLCOHigh-Performance Liquid Chromatography
(MIEAN e MOHAMED, 2001; AHERNE e O'BRIEN, 2002; Lét al,
2005; Llet al, 2006; BENETISet al, 2008; HOFFMANN-RIBANIet
al., 2009; HUBERet al, 2009), cromatografia liquida (LQ,iquid
Chromatography (LUAN et al, 2008), cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massa (LC-M3guid chromatography coupled
with Mass Spectromefry(YIN et al, 2008), eletroforese capilar (CE,
Capillary Electrophoresis (CAO e YUAN, 2004) e CE com deteccéo
eletroguimica (CE-EDCapillary Electrophoresis with Electrochemical
Detectior) (CAO et al, 2002).

A rapidez, o baixo custo das analises, a facilidedmanuseio da
instrumentacdo e o0s baixos limites de detec¢do éenicas
eletroanaliticas aliados a seletividade de sensap@snicamente
modificados com material biolégico, como por exempk enzimas,
podem representar uma alternativa extremamentehas tradicionais
métodos, para deteccao de luteolina em diferemestaas.

2.7.2. Quercetina

A quercetina, 3,%',5,7-pentahidroxiflavona, (Figura 15) é um
flavondide amplamente distribuido em frutas, veageta bebidas.
Cebola, alface, tomate, macd, chas e vinho tinto agumas fontes
deste flavonol na dieta humana.

Figura 15. Estrutura quimica da quercetina.
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Também encontra-se disponivel no mercado, 0 queiteeseu
uso na forma isolada, entretanto restricbes de egopem produtos
farmacéuticos e cosméticos tém sido frequentenrefgteionados a sua
reduzida hidrossolubilidade. A quercetina apresefgéos benéficos a
saude, incluindo protecdo cardiovascular e atiedadioldgicas
importantes, como: antioxidante, antialérgica, imffdimatéria e
antiviral (AHERNE e O'BRIEN, 2002; BRETT e GHICA003;
HOFFMANN-RIBANI et al, 2009).

Vérios métodos tém sido desenvolvidos para a detegéo de
quercetina: HPLC (MIEAN e MOHAMED, 2001; WACEH al, 2007,
OLSZEWSKA, 2008; HOFFMANN-RIBANIet al, 2009; HUBERet
al., 2009; KUMARet al, 2009), CE-ED (CHENegt al, 2000; CAO gt
al., 2001; CAOQet al, 2002; XU, et al, 2007; CHENgt al, 2008 A e
B), espectrofotometria (HASSANet al, 1999; PEJICet al, 2004) e
também, técnicas eletroanaliticas utilizando etietsomodificados (HE
et al, 2005; LINet al, 2006; XU e KIM, 2006; JINt al, 2009; CAOet
al., 2011).

2.8. Técnicas eletroanaliticas

Estudos sobre processos de oxidacdo e reducaorars Neios,
adsorcdo em superficies e mecanismos de transferéecelétrons,
inclusive com a utlizacdo de eletrodos modificadegemplificam
algumas das numerosas aplicagbes das técnicasaahdfticas. A
guimica eletroanalitica compreende um conjunto dedos analiticos
baseados nas propriedades elétricas como corrgméencial,
condutividade, resisténcia ou carga de um analitpjal esta imerso em
solucdo numa cela eletroquimica (SKO®tzal, 2002; SOUZAet al,
2003; SKOOGet al, 2008).

Essas técnicas apresentam a possibilidade de adanesir
realizada diretamente na amostra (sem etapas gmuipfiéacdo ou de
separacbes prévias), além de fornecerem limites deéeccéo
relativamente baixos. Em adicdo, rapidez, baixtocda instrumentagéo
e dos reagentes utilizados e facilidade de operagicomparados as
técnicas espectroscopicas e cromatograficas, sdagens que levaram
ao desenvolvimento de técnicas eletroanaliticaa vad mais sensiveis
e adequadas para a quantificacdo de espéciesedessd em diferentes
areas de estudo, tais como medicina, bioquimiceniga ambiental e
de alimentos (SKOOGt al, 2002; SOUZAet al, 2003; SKOOGet al,
2008).
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2.8.1. Voltametria

A voltametria compreende um conjunto de técnicas
eletroanaliticas que se baseiam nos fendbmenosogueem na interface
entre a superficie do eletrodo de trabalho e a darfiaa de solucdo
adjacente a essa superficie. As informacdes sobamalito sdo obtidas
por meio da medicdo da magnitude da corrente edétue surge no
eletrodo de trabalho em funcéo da aplicacdo c@ueotle um potencial.
O gréafico correnteversus potencial € denominado voltamograma
(SKOOGet al, 2002; SKOOGet al,, 2008).

A cela eletroquimica é constituida de trés eleso@tetrodo de
trabalho, eletrodo de referéncia e eletrodo aukilismersos em uma
solucdo contendo o analito e um eletrélito supdeietrolito nao-
reativo). O eletrodo de trabalho, cujo potencialavinearmente com o
tempo, tem suas dimensfes pequenas para aumeat@Ems@ncia a se
tornar polarizado. O eletrodo de referéncia, cutepcial permanece
constante durante o experimento, é usado para roepotencial do
eletrodo de trabalho. Eletrodo de calomelano satu(8CE,Saturated
Calomel Electrodgou de prata/cloreto de prata (Ag/AgCI) séo os de
referéncia mais empregados. O eletrodo auxiliarcentra-eletrodo,
que geralmente é um fio de platina, tem a funcdocdeduzir
eletricidade da fonte de sinal através da solu@ia p eletrodo de
trabalho (SKOOGet al, 2002; SKOOGet al, 2008).

2.8.1.1. Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (SW\Square Wave
Voltammetry é uma técnica de pulso que oferece vantagens como
elevada velocidade de execuc¢do, melhor resolucgmcdoe excelente
sensibilidade. Neste tipo de voltametria, as medida corrente sdo
realizadas com velocidades de varredura maiore4@ienV s* e séo
feitas apenas ao final dos pulsos, onde a mamida corrente
capacitiva ja esta minimizada. Esta metodologiasipdgou um
aumento na sensibilidade da técnica, viabilizandsua aplicacdo na
analise de compostos organicos e inorganicos (SK@O&, 2002;
SOUZAet al, 2003; SKOOGet al, 2008).

Na SWV, a forma da curva de corrente-potencial gvgniente
da aplicagdo de potenciais de altukks (amplitude do pulso de
potencial), que variam de acordo com uma escadpotEncial com
largura E (altura do degrau) e perioddduracao dos pulsos). O sinal
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de excitacdo do potencimérsustempo na SWV esta representado na
Figura 16 e é obtido pela sobreposicdo de uma seguée pulsos de
onda quadrada sobre um sinal na forma de escada.

Potencial

s

Onda Quadrada ""Onda em escada

Tempo

Figura 16. Forma de aplicagao do potencial na SWV. A corrénteedida nas
regides 1 e 2, pulso direto e reverso, respectingn&KOOGet al, 2008).

As correntes elétricas sdo medidas ao final dosopulliretos e
reversos e o sinal é obtido, de forma diferenc@aimo uma intensidade

da corrente resultanteAif, que é diretamente proporcional a
concentracdo do analito (SKOO& al, 2002; SOUZAet al, 2003;

SKOOGet al, 2008).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho de tese tem como objetivo principal o
desenvolvimento de sensores de pasta de carbondicadds com a
enzima Lac imobilizada em QTS og-CD e com LI contendo
nanoparticulas metélicas dispersas. Apds otimizag&obiossensores
serdo aplicados na determinacdo de luteolina emdehéamomila e
guercetina em formulagéo farmacéutica manipulagia suco de maca,
utilizando a técnica de SWV.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Biossensores contendo nanoparticulas de @mabu ouro em
liquido i6nico e lacase imobilizada em quitosana ndificada

« Extrair a enzima LacAspergillus oryzaeda microcépsula;

» Determinar a atividade enzimética e estabilidadeLda por
método espectrofotométrico;

« Modificar quimicamente a QTS com cloreto cianurico;

« Imobilizar a enzima neste suporte modificado;

» Construir biossensores contendo a Lac imobilizada @TS
reticulada com cloreto cianurico e diferentes agguites (Nujol, LI e
nanoparticulas de prata ou ouro dispersas em LI);

« Caracterizar as pastas de carbono dos biossersibeegs da
técnica de SEM;

e Otimizar o método através da avaliacdo de varioc&npetros
experimentais, tais como, porcentagem de nanopkasit.|, eletrélito
suporte e pH, quantidade da enzima Lac e paranar8vVV;

e Investigar a repetibilidade, reprodutibilidade, abdtdade e
seletividade dos biossensores;

e Comparar o desempenho dos diferentes biossensores
desenvolvidos e aplica-los na determinacdo delioeeem amostras de
cha de camomila.

3.2.2. Biossensores contendo nanoparticulas de maem liquido
ibnico e lacase imobilizada erfi-ciclodextrina modificada
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e Extrair a Lac e determinar sua atividade e estiuk por
método espectrofotométrico;

* Modificar quimicamente 8-CD com epicloridrina e caracterizar
através de SEM;

¢ Imobilizar a enzima neste suporte modificado;

¢ Construir biossensores contendo a Lac imobilizacha peCD
reticulada com epicloridrina e diferentes agluttean(Nujol, LI e
nanoparticulas de prata dispersas em LI);

e Otimizar o método através de SWV e investigar ahorel
porcentagem de nanoparticulas-LI, eletrdlito supertpH, quantidade
da enzima Lac e parametros de SWV;,

e Investigar a repetibilidade, reprodutibilidade, abdtdade e
seletividade dos biossensores;

e Comparar o desempenho dos diferentes biossensores
desenvolvidos e aplica-los na determinacdo de qtieac em
formulagéo farmacéutica manipulada e em suco démag

e Comparar o teor de quercetina em formulacdo faruotmeé
obtido com o biossensor proposto e 0 método egfetttmétrico.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Reagentes e Solugdes

Reagentes de grau analitico foram adquiridos coalerente e
utilizados sem prévia purificacdo. Todas as solsigdeam preparadas
com agua destilada e deionizada.

Enzima Lac (Denilitt 1l Base; 800 unidades Y em
microcapsulas, produzida por microorganismos gemEnte
modificadosAspergillus oryzadpi fornecida peldNovozymes.

Solucdo de ABTS (4cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenantilina-6-
sulfonato, sal de diaménio) (Sigma) 5,0X10nol L™, usada para
determinacao da atividade da Lac, foi preparadavésrda dissolucéo
de 0,0068 g desse reagente em tamp&o acetato DIT hipH 5,0) em
baldo volumétrico de 25 mL.

QTS em p6 com grau de desacetilacao de 85% (A)deihCD
(Sigma, pureza 98%) foram usadas como suporte para imobilizagéo d
enzima. Cloreto cianurico (CICi) (Fluka) e epictbima (Epi) (Vetec)
foram utilizados na modificagdo quimica da QTS peCD,
respectivamente. Reagentes como, tolueno (Nuclethol (Synth),
boroidreto de sodio (NaBf-Aldrich) e acetona (Nuclear) também foram
empregados no processo de modificacdo dos suportes.

P6 de grafite (Acheson 38, Fisher Scientific) e dN@pldrich)
foram utilizados na construcdo dos sensores. OsBMI.PF; e
BMI.N(Tf), (CASSOLet al, 2006), bem como as nanoparticulas de
ouro e prata dispersas em LI (Au-BMIHFAg-BMI.PF; e Ag-
BMI.N(Tf),— 10 mg de metal/mL de LI) (FRANZOI et al., 20D;
FRANZOI et al., 2010 B), também foram aplicadosieeenvolvimento
dos biossensores. A sintese e caracterizacao slantteriais foram
realizadas pelo grupo de pesquisa do Prof. DriodaiDupont, no
Laboratorio de Catalise Molecular (LAMOCA) da Unisielade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS).

A solucdo tampdo acetato 0,1 mol’Lfoi preparada pela
dissolucdo de 8,204 g de acetato de sédio anidoclélr) em agua
destilada e, em seguida, adicionado 5,7 mL de &adtico concentrado
(Vetec). A solugéo foi transferida para um baldolde e seu volume
completado com &gua destilada. O ajuste do pH Idg&mtampéo (3,5,
4,0, 4,5, 5,0 e 5,5) foi realizado com &cido acétioncentrado ou
hidréxido de sédio (NaOH, F. Maia) 2,0 mol'L

Para o preparo da solucdo tampéo fosfato 0,1 Mpll#,196 g
de monohidrogenofosfato de sédio (Vetec) e 11,998 dg
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dihidrogenofosfato de sédio (Vetec) foram dissagidem &gua
destilada e, entdo, esta solucéo foi transferida pan baldo de 1 L. O
ajuste do pH da solugéo tampéo fosfato (6,0, 6(be 7,5) foi realizado
com &cido fosférico concentrado (Nuclear) ou NaQ®irgol L,
Os analitos avaliados foram adquiridos da Sigmaigtide Fluka

e as solugbes foram preparadas diariamente pedalufio de suas
respectivas massas em solvente adequado. A Tab&latda o solvente
e a concentracdo das solucdes estoque.

Tabela 4. Analitos avaliados, solventes utilizados para gragio das solucdes
e respectivas concentracoes.

Analitos Solventes Concentracédo (mol )
Acido ascérbico tampao acetato pH 5,5 1,0%10
Acido cafeico tampdao acetato pH 5,5 2,0%10
Acido clorogénico  tamp&o acetato pH 5,5 1,0xt0
Acido sindpico  etanol/agua (40/60%, v/v) 2,0X10
Apigenina etanol/agua (40/60%, v/v) 2,010
Catequina etanol/agua (40/60%, v/v) 2,010
Esculetina etanol/agua (40/60%, v/v) 1,0%10
Kaempferol etanol 1,0xId
Luteolina etanol/agua (40/60%, v/v) 2,0x10
Miricetina etanol 1,0x18
Morina etanol/agua (40/60%, v/v) 1,0xi0
Quercetina etanol 1,0x10
Rutina etanol/tampao acetato pH 1,0x10°

5,5 (40/60%, V/v)

As amostras de cha de camomil®lafricaria recutita L.)
utilizadas para determinagéo do teor de luteoloranfi adquiridas em
farmacia local. Para a quantificacdo de quercdtinam testadas duas
amostras diferentes: quercetina manipulada (obtise farméacia de
manipulacdo) e maca vermelha Fuji (obtida em mejcaks amostras
foram analisadas empregando-se o0s biossensoresosep Um
método comparativo (espectrofotométrico) foi destvido para a
amostra de quercetina manipulada.
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4.2. Instrumentagéo

As medidas de pH foram obtidas empregando um piedmda
Micronal modelo B-474, com um eletrodo de vidrombmado
Micronal.

Para auxiliar na homogeneizacdo das solucbes dustrains
fendlicos foi utilizado um banho ultra-sénico Unéqul400A. As
medidas espectrofotométricas, para a determinag@bividade da Lac,
foram obtidas com um espectrofotbmetro Micronal,delo B572 e
cubeta de quartzo (1 cm de caminho 6ptico).

A quantificacdo de quercetina em formulacdo farmbcs
manipulada foi realizada em um espectrofotdmetrovisvHewlett-
Packard (Boise, ID, USA), modelo 8452A, com culstaquartzo de 1
cm de caminho dptico.

As medidas voltamétricas de onda quadrada foraitasbtisando
um Potenciostato/Galvanostato PGSTAT12 (Eco Chedtiecht, The
Netherlands) conectado a usoftware (GPES, versdo 4.9.006, Eco
Chemie) para aquisicdo e tratamento de dados. feat@acdo das
analises, empregou-se uma cela de vidro (capacaf@deimada de 15
mL) sem compartimento divisério e com tampa de drefbrovida de
orificios circulares para encaixe dos eletrodoglieda das solucdes.
Um sistema de trés eletrodos foi utilizado: bioseess construidos a
partir da imobilizagéo da Lac em diferentes sugomedificados, como
eletrodos de trabalho, um eletrodo de Ag/AgQD (®ol L KCI),
como eletrodo de referéncia e uma placa de plg€ir cnf), como
eletrodo auxiliar. A representacdo esquematicaala eletroquimica
utilizada nos experimentos esta ilustrada na Fifjdra

Andlises elementares de carbono, hidrogénio e gétio dos
suportes QTS e QTS modificada com CICi (QTSClIGiaro realizadas
em um analisador CE Instruments (modelo EA 1110 SHN.

As morfologias das pastas de carbono dos biosssitaB-CD
e da B-CD modificada com Epi BfCDEpi) foram analisadas no
Laboratdrio de Caracterizagdo Microestrutural (LGi) departamento
de Engenharia Mecénica da Universidade Feder&ahta Catarina
(UFSC). Os materiais foram dispostos sobre a fopede um porta-
amostras contendo uma fita dupla face de carbam seguida foram
recobertas com ouro para formar um filme condutilizando um
metalizador (Blazers SCD 005, Liechtenstein). Umcrascopio
eletrbnico de varredura (SEM-PHILIPS, modelo XL36) utilizado
para andlise dos materiais.
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Eletrodo de Referéncia

Agitador Magnético on (8
HI 190M ® OFF MAX

Velocidade

Figura 17. Representagdo esquematica da cela eletroquimica a0 trés
eletrodos.

4.3. Metodologia
4.3.1. Extracdo da lacase da microcapsula

Para extracdo da Lac, uma massa de 5,0 g de nperdaa
contendo a enzima foi macerada em almofariz pomB0D O material
foi transferido para um béquer onde foi adicion&@omL de solucéo
tampdo acetato 0,1 mol™L (pH 5,0). A solucdo permaneceu sob
agitacdo por 20 min, sendo posteriormente filtrédanzima obtida foi
armazenada em frasco ambar, sob refrigeracéo,da ueaconstrucao
dos biossensores (FERNANDESal, 2008 B).

4.3.2. Determinacao da atividade da lacase

A atividade da Lac foi determinada utilizando-s&BTS como
substrato, sendo o produto da reacdo enzimaticadmedn 420 nm.
Inicialmente, 1,0 mL da solugcdo enzimética foi sfanda para um
baldo de 50 mL contendo tamp&o acetato 0,1 mofdH 5,0). Em uma
cubeta de quartzo foram adicionados 2,8 mL de ABD®10* mol L™
e 0,2 mL de Lac previamente diluida (FERNAND&Sal, 2008 B). A
variagdo da absorbancia devido a oxidacao do ART@dompanhada
espectrofotometricamente, em triplicata, durantmid a temperatura
ambiente.
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A atividade enzimatica (unidades ML definida como a
gquantidade de enzima necessaria para oxidar 1 @dmoABTS por
minuto (BOURBONNAIS et al, 1998) foi determinada através da
Equacéo 1:

1
Atividade enziméatica —AAbSbt X Vi X ié/x 1000 x FD (Equagéo 1)

€ .

AAbs t' = Variacdo da absorbancia com o tempo {Hin

€420nm = Absortividade molar (36.000 L miblcm®) (BOURBONNAIS et al,
1998)

b = Caminho éptico (1 cm)

V1= Volume utilizado no ensaio (mL)

Ve = Volume da solucdo de Lac (mL)

FD = Fator diluicdo (diluicdo da solucéo de Lac)

4.3.3.Reticulagéo da quitosana

A QTS usada como suporte para imobilizacdo da enkiaa foi
guimicamente modificada com cloreto ciandrico (¢l€&éguindo um
procedimento previamente descrito na literaturaREQet al, 2009).
Para esta sintese, utilizou-se um condensador temlvea um baldo de
trés bocas. No baldo foram misturados 5,07 g de @T® mL de
tolueno e, em seguida, adicionou-se vagarosamedfeBde CICi, a
100 °C sob agitacdo mecéanica. Apos 24 h de reafhagiecimento, 0
material obtido foi lavado com etanol, filtrado €@cs em dessecador
contendo silica, por 12 h.

4.3.4. Reticulacéo dg-ciclodextrina

A modificagcdo quimica d#-CD com epicloridrina (Epi) B¢
CDEpi) foi realizada de maneira semelhante ao noétbekcrito por
Crini, porém com algumas modificagdes (CR#tkl, 1998). Um balédo
contendo NaOH (20 mL, 50% m/m) e 2,5 mg de NaRiHsubmetido a
50 °C de aquecimento e, em seguida, 12,2 @b foram adicionadas.
A esta mistura, acrescentou-se, gota a gota, uiepaoth de 8,5 mL de
Epi sob continua agitagdo. Apés 2 h, acetona fici@athda, mantendo-
se a reacdo sob agitacdo a 50 °C por mais 10 mibs Pesfriamento, o
sélido obtido foi filtrado, lavado com acetona eaud@g, na sequéncia,
seco em um dessecador, por 24 h.
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4.3.5. Imobilizacdo da enzima lacase

Com auxilio de uma micropipeta, aliquotas de 15 auB5do
extrato contendo de 0,22 a 0,95 unidades de Lamfadicionadas
sobre 40,0 mg de QTSCICi, individualmente. Aligsotke 10 a 5@L
do extrato contendo de 0,13 a 0,65 unidades danenkac foram
adicionadas sobre 40,0 mg d@-CDEpi. Apés 2 min de
homogeneizacao, os suportes foram secos a tempeaatibiente e, na
sequéncia, utilizados para constru¢do dos biosmE=so

4.3.6. Construcdo dos biossensores

4.3.6.1. Biossensores contendo nanoparticulas @¢apou ouro em
liguido i6nico e lacase imobilizada em quitosanalificada

Inicialmente, 40,0 mg de QTS/CICi com 0,29 unidadesLac
(20%, m/m) foram homogeneizadas com 100,0 mg dfitegem po
(50%, m/m) em almofariz por 20 min. Em seguidap3fg de Nujol
(15%, m/m) e 30,0 mg de Ag-BMI.RBu Au-BMI.PFs (15%, m/m)
foram adicionados ao pé de grafite contendo a engmisturados por
cerca de 20 min para produzir a pasta fiAgbasta foi inserida em uma
seringa plastica de 1 mL (1,0 mm de didmetro imleenum fio de cobre
foi introduzido para obtencdo do contato elétriesses biossensores
foram denominados como Lac-QTSCICi/Nujol/Ag-BMIHHossensor
e Lac-QTSCICi/Nujol/Au-BMI.PE-biossensor

Para efeitos de comparacgdo, outros sensores foraparpdos
seguindo procedimento similar ao descrito antermter Biossensores
com a Lac imobilizada em QTSCICi e sem nanopadguhetélicas
foram construidos incorporando-se como aglutinahtem!/BMI.PFy
(50:50%, m/m) ou somente Nujol, denominados reg@enente como
Lac-QTSCICi/Nujol/BMI.Pk-biossensor e Lac-QTSCICi/Nujol-
biossensor. Também foi construido um biossensor coaglutinante
Nujol e Lac adicionada diretamente ao pé de grafémn o suporte
QTSCICi, que foi denominado Lac/Nujol-biossensor. EPC néo
modificado foi preparado através da homogeneizdeayafite e Nujol.

Antes de cada medida, a superficie dos sensorepodlaa
manualmente, e quando necesséario, foi realizada limpeza
eletroguimica aplicando-se varreduras ciclicas ssinas (entre os
potencias de 1,0 e —1,0 V) em soluc¢do tampé&o acédatbiossensores
desenvolvidos eram estocados em local seco, a tatape ambiente,
quando nao estavam sendo utilizados.
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4.3.6.2. Biossensor contendo nanoparticulas deapeat liquido idnico
e lacase imobilizada epirciclodextrina modificada

Estes sensores/biossensores foram desenvolviddsroen o
método descrito no item 3.3.6.1, porém com alguosiponentes
diferentes. 40,0 mg d&CD/Epi contendo 0,45 unidades de Lac (20%,
m/m) foram misturados com 100,0 mg de grafite en6p&6, m/m) por
20 min. Em seguida, adicionou-se 30,0 mg de Njs%, m/m) e 30,0
mg de Ag-BMI.N(Tf) (15%, m/m) (maceragdo por cerca de 20 min).
Este eletrodo foi denominado como U&EGDEpI/Nujol/Ag-
BMI.N(Tf) ,-biossensor. Biossensores com a enzima imobilizasem
Ag-BMIL.N(Tf) » foram denominados como: L@e-
CDEpi/Nujol/BMI.N(Tf)-biossensor e Lag-CDEpi/Nujol-biossensor.

Dois outros biossensores, ambos sem o sufe@®Epi para
imobilizar a enzima foram construidos: Lac/NujoB§II.N(Tf) -
biossensor e Lac/Nujol-biossensor e também o E&dictonal.

A Figura 18 ilustra a constru¢cdo dos biossensavatendo Lac
imobilizada nos suportes modificados e nanopasgscdispersas em LI.

P6 de grafite Lac-QTSCICi ou
50 % (nm/m) Lac-B-CDEpi
20 % (nm/m)

t 1 -

>
=S

@ 1 <« 7
Nujol + Ag- ouAu-LI
total de 30% (m/m)

Maceragao de 20 minutos para cada component

CONSTRUGAO DOS BIOSSENSORES
Insercédo o material em seringa
Contato elétrico: fio de cobre

Figura 18. Esquema de construcdo dos biossensores.




58

4.3.7. Medidas eletroquimicas

Para a realizacdo das medidas voltamétricas, 1@entolucdo
tampdo acetato 0,1 mol™L(pH 4,0) foram transferidos para a cela
eletroguimica e, em seguida, com auxilio de ummécropipeta,
aliquotas da solucdo padrdo do substrato fenodllateofina ou
guercetina) e de amostras comerciais (cha de cdem@miquercetina
manipulada e suco de maca) foram adicionadas. Akdae de SWV
foram obtidas aplicando-se uma faixa de potenciilee0,8 e 0,0 V
versusAg/AgCl (3,0 mol L* KCI), frequéncia de 10-100 Hz, amplitude
de pulso de 10-100 mV e incremento de 0,5-10,0 ap¥s sucessivas
adicoes do analito. Apdés um periodo de agitacdo6@es (para
homogeneizar a solugdo), e sob temperatura ampisitamogramas
de onda quadrada foram registrados.

4.3.8. Preparacao das amostras e determinacdo dédalina

2,0 g de camomila de diferentes marcas (Matte keefaturelife)
foram adicionados em 40 mL de agua quente (em tden60 °C). A
camomila foi deixada em infusdo por 20 min e, past@ente, filtrada
para obtencdo do cha. O método da adicdo de p&mir@isado para
determinacédo de luteolina em cha de camomila. Atagide 10QL da
amostras previamente preparadas foram transfermaa a cela
eletroquimica contendo 10 mL de tampéo acetatm®|1L™" (pH 4,0) e
gquantificada por SWV com 0s sensores propostoss &pdessivas
adicoes de solucdo padrdo de luteolina. As medmtasn realizadas
com 0 Lac-QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.P§&biossensor e Lac-
QTSCICi/Nujol/Au-BMI.PR-biossensor (n = 6).

4.3.9. Preparacao das amostras e determinacdo deegecetina

A quercetina foi analisada em macga vermelha Fujere
formulagéo farmacéutica manipulada (quercetina &@msua — 250 mg).
Para a amostra manipulada, a preparacdo foi rdalizaediante
dissolucdo do conteudo da capsula em 100 mL delefara a amostra
de maca, 5,0 g da fruta fresca (polpa e cascajnfdardauradas em
liquidificador. Este extrato foi filtrado e o suda fruta foi armazenado
em geladeira para posterior analise.

Aliquotas de 10QL das amostras foram transferidas para a cela
eletroquimica contendo 10 mL de tampéo acetata|1L™" (pH 4,0) e
determinadas por SWV com 0s sensores propostos, symessivas
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adicoes de solucdo padrdo de quercetina. As mefticde®s realizadas,
em triplicata, com o Laf-CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor.

Para comparagdo com os resultados obtidos usabdisgensor
proposto, uma analise espectrofotométrica foi zadh para
determinacdo de quercetina em formulacdo farmazgutnediante
calibragdo com padrao externo. A absorbancia de@es de quercetina
padrdo com diferentes concentracdes preparadasaeml €5,0x10° a
1,0x10* mol L™ foi acompanhada em 370 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Biossensores contendo nanoparticulas de pratas ouro em
liquido i6nico e lacase imobilizada em quitosana ndificada

5.1.1. Estudo da atividade e estabilidade da lacase

Apos extracdo da Lad\épergillus oryzaeda microcdpsula, a sua
atividade foi investigada por espectrofotometrimnaganhando-se a
oxidacdo do ABTS em comprimento de onda de 420 gonforme
metodologia descrita na parte experimental. A aedbi realizada em
triplicata.

Utilizando a parte linear do gréfico (Figura 19)ipese calcular o
coeficiente angular da reta que correspondedbs f*. A partir deste
valor e da Equacdo 1 obteve-se um valor de atieidbd Lac igual a
14,6 unidades por mL de solugdo enzimética.

2,54

2,04

1,54

Abs

1,04

y =-0,0057 + 0,7008x

057 r = 0,0994

0,0
-—rF777
00 05 1,0 15 20 25 30 35 40
tempo (min)

Figura 19. Gréafico Abs versus tempo para determinagdo da atividade
enzimaética da Lac.

Um estudo da atividade enzimatica foi realizado eoobjetivo
de avaliar a estabilidade da Lac, quando estocallaedrigeracédo (4
°C). Medidas espectrofotométricas foram realizaafasum periodo de
50 dias e os resultados estdo apresentados na Riguburante 25 dias
de estocagem, ndo foram observadas mudancas igjuds na
atividade da enzima. Apés este periodo, houve ummui¢cédo gradual



61

dos valores de atividade. Deste modo, a cada 20§ a Lac foi
novamente extraida para imobilizacdo em suportguad® e posterior
construcdo dos biossensores.

154

14

134

12 A

114

10 H

Atividade (unidades mL™)

0 10 20 30 40 50
Dias

Figura 20. Estudo da estabilidade da Lac armazenada sobeefcigo (4 °C).
5.1.2. Reticulacé@o da quitosana e imobilizacdo dadase

A imobilizacdo da enzima consiste em uma etapaafmeatal na
construcdo de qualquer biossensor, com a finalidkglanelhorar a
estabilidade quimica desses componentes biokgasponsaveis pelo
reconhecimento. Nesse contexto, a QTS surge coma onatriz
promissora para imobilizacdo, uma vez que possuacteEisticas
desejaveis, incluindo, biocompatibilidade e biodégbilidade. Este
biopolimero é formado por uma longa cadeia policaétinear com
grupamentos amino e hidroxila, fato este que piissibsua
modificacdo quimica. Essas modificacbes com agergdsulantes
proporcionam uma maior estabilidade e resisténcjaithsana, e ainda
diminuem consideravelmente a sua solubilidade (DNRAal, 2002;
KRAJEWSKA, 2004; OLIVEIRAe VIEIRA, 2006, FERNANDESet
al., 2008 B; MOCCELINIet al, 2008, DIACONUet al, 2010; de
LIMA et al, 2010).

Com os resultados obtidos por analise elementaerebu-se um
aumento na porcentagem de nitrogénio para QTS@R0%) em
comparagdo com a QTS (7,45%), sendo este um indicata
modificacdo quimica do biopolimero precursor. Engaal a QTSCICi
demonstrou ser insolUvel em solucao aquosa de acit@o (5% v/iv).
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Um esquema proposto para a imobilizacdo da Lac &CCi
esta ilustrado na Figura 21. Sugere-se que o GdS$ag estabelecer
ligacBes covalentes com os grupos,Ntisponiveis na QTS através da
substituicdo de um (mais provavel) ou mais atonmscldro. Assim
poderd ocorrer a ligacdo entre uma molécula de €i@ha unidade da
QTS ou reticulagdo entre dois grupos da mesma wmialae CICi e
duas unidades monoméricas da QTS. Com esta madifioguimica, a
enzima Lac pode ser aprisionada nessa matriz ledigiformada pelo
CICi e a QTS, que pode funcionar como um ambiestével para
imobilizacao da enzima, preservando suas caraatag®struturais.
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Figura 21. Esquema proposto para imobiliza¢do da Lac em QTISCI
5.1.3. Morfologias das pastas

Diversos pesquisadores tém relatado que a moréoltag pastas
de carbono difere em relacdo aos tipos de agluérauntilizados na
construcdo dos eletrodos (LIt al, 2005; MALEKI et al, 2006;
ZHANG et al, 2007; ZHANG e t al., 2007; SUNet al, 2007;
FERNANDESet al, 2009; FRANZOlet al, 2009 C; FRANZOEt al,
2011).
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As imagens de SEM das pastas de carbono dos lsosesrestao
mostradas na Figura 22 e diferencas consideraveidenp ser
observadas. O biossensor construido de forma imadic contendo
Nujol como aglutinante (Figura 22A), apresenta uswperficie
composta por flocos de carbono irregulares e isslad incorporacéo
de Au-BMI.PR (Figura 22B) no biossensor, proporcionou uma maior
“uniformidade” e melhor compactacdo na formacda gasta de
carbono. Além de funcionar como aglutinante, o asqui viscosidade
adequada e condutividade, facilitando a transféméde elétrons na
superficie do eletrodo.

AccV SpotMagn  Det WD ——————1 Spum
SE_206

200kv 2.0 3100x

Figura 22. SEM das pastas de carbono dos biossensores corjenblujol e
(B) Au-BMI.PF;.

5.1.4.Reacao enzimatica na superficie do eletrodo

A enzima Lac tem sido objeto de intensa investigaigvido as
suas inumeras aplicacfes, tais como, bioclareadoregtor de papel e
celulose, em processos que visam modificar e mmlterparéncia de
alimentos e bebidas, no tratamento de efluentesusindis,
principalmente do setor téxtil (DURAMt al, 2002; MINUSSIet al,
2002; MAYER e STAPLES, 2002; COUTO e HERRERA, 2006;
WIDSTEN e KANDELBAUER, 2008; DWIVEDEt al, 2011).

Reacdes catalisadas por estas enzimas sdo ampaosadas
para determinacdo e quantificacdo de diferentes pasios,
particularmente de interesse farmacéutico. Com bhasta aplicagéo,
nosso grupo de pesquisa vem empregando esta eréma o
desenvolvimento de biossensores (SANTHIAGO e VIEIR®O07;
FERNANDESet al, 2008 B; BRONDANIet al, 2009 B; FRANZOlet
al., 2009 A e B, FRANZOEt al, 2010).

A Figura 23 ilustra a representacdo esquematicaredgao
enzimatica entre a luteolina e a Lac na superfiie biossensor
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composto por: pé de grafite + Lac imobilizada emSQICi + Nujol +
Au-BMIL.PFs (Lac-QTSCICi/Nujol/Au-BMI.PE-biossensor). A Lac
catalisa a oxidacdo de uma variedade de compostagidos com a
simultdnea reducdo do oxigénio molecular a agualutdolina na
presenca desta enzima € oxidada a sua respediviaona, que é entao
reduzida eletroquimicamente na superficie do biwsse em potencial
de 0,35 VversusAg/AgCIl. A corrente de pico resultante (reducéo
eletroguimica deo-quinona a luteolina) é entdo relacionada com a
concentracao de luteolina na solucéo.

2H,0 O,
Lac oxid Lac red
OH o
HO o R = o oH
\
luteolina 0,35V t 26

Superficie do biossensor

Pé de grafite + Nujol +

&

Au-BMI.PF

Lac imobilizada
em QTSCICi

Figura 23. Representagdo esquematica da oxidacdo da lutealiaksada pela
Lac e a reducdo eletroquimica daquinona na superficie do Lac-
QTSCICi/Nujol/Au-BMI.PR-biossensor. Lag; lacase na forma reduzida e
Lac,,;: lacase na forma oxidada.

5.1.5. Comportamento eletroquimico da luteolina usalo diferentes
sensores

Nesse estudo foram avaliados dois aspectos impestam
contribuicdo do LI e das nanoparticulas, bem comefato da
imobilizacdo da enzima. O comportamento eletroqeonga luteolina
utilizando diferentes sensores foi investigado®V em uma faixa de
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potencial entre 0,8 e 0,0 ¥ersusAg/AgCl. Os voltamogramas obtidos
usando: (a) EPC, (b) Lac/Nujol-biossensor, (c) QaSCICi/Nujol-
biossensor, (d) Lac-QTSCICi/Nujol/BMI.®Biossensor,(e) Lac-
QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.PR-biossensor e (f) Lac-QTSCICi/Nujol/Au-
BMI.PFs-biossensor em 4,8x10 mol L™ de luteolina em tampéo
acetato 0,1 mol T* (pH 4,0) estdo mostrados na Figura 24.
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Figura 24. Voltamogramas de onda quadrada obtidos usand&R&), (b)
Lac/Nujol-biossensor, (c) Lac-QTSCICi/Nujol-biossen  (d) Lac-
QTSCICi/Nujol/BMI.PR-biossensor, (e) Lac-QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.RF
biossensor e (f) Lac-QTSCICi/Nujol/Au-BMI.RBiossensor em solucdo
contendo 4,8x10 mol L™ de luteolina em tamp&o acetato 0,1 mdl(pH 4,0);
frequéncia de 50 Hz; amplitude de 100 mV e incréemele 5,0 mV. Inserido:
valores das correntes de pico. O experimento fdizado em triplicata.

A pequena resposta fornecida pelo EPC (a) é elevada a
adicdo da enzima Lac (b), sendo este comportanretdgoionado as
suas propriedades cataliticas. Entretanto, a megposta obtida com o
Lac-QTSCICi/Nujol-biossensor (c) confirma a efidie imobilizacdo
da Lac no suporte modificado, que fornece um anibigm@ra sua
estabilizacdo, diferentemente do que ocorre enofije a enzima esta
fracamente adsorvida. A incorporacdo do BM}.B&mo aglutinante
parcial na construgdo do biossensor (d) proporcdama aumento na



66

corrente de reducdo da-quinona para luteolina, devido a sua
propriedade condutora.

Respostas superiores foram conseguidas usandmssebsores
contendo nanoparticulas metalicas dispersas emMEM(e e f). As
excelentes propriedades das nanoparticulas met&@isociadas as dos
LI favorecem a transferéncia de elétrons entrezarene a superficie do
eletrodo. O mesmo comportamento foi observado pdm® autores
para biossensores contendo Au-BMEPPt-BMI.PF e Ir-BMI.PFR;
(BRONDANI et al, 2009 B; FERNANDE®t al,2009; BRONDANIet
al., 2010). Em adicdo, o Lac-QTSCICi/Nujol/Au-BMI.gBiossensor
(f) apresentou uma reposta de corrente 13,7% maiom potencial de
0,35 V, em comparacdo com o0 Lac-QTSCICi/Nujol/Ag-EBRFs-
biossensor (e). Esse efeito pode ser atribuido Ihomestabilizacao e
dispersdo das nanoparticulas de ouro no LI BMILEREDEL et al,
2008; DASH e SCOTT, 2009).

5.1.6. Otimizagdo do método

Porcentagem de LI ou nanoparticulas-LI, eletrditporte e pH,
concentracdo da enzima Lac, parametros de SWV domgdiéncia,
amplitude de pulso e incremento foram investigadfim de otimizar o
método. Para fins representativos, o0s resultada® otimizacao
apresentados referem-se aos obtidos com Lac-QTBEiCIAu-
BMI.PFs-biossensor, sendo que 0s outros biossensoresiicintac-
QTSCICi/Nujol/BMI.PF e Lac-QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.PE)
forneceram os mesmos valores 6timos para os padnestudados.

5.1.6.1. Porcentagem de liquido idnico contendoopamticulas

Recentemente, a melhor propor¢édo entre os commdatpasta
de carbono foi reportada e definida pela razao®05215% (m/m/m/m)
de p6 de grafite:Lac em microcapsulas:Nujol:LI anoparticulas-LI
(BRONDANI et al, 2009 B; FRANZOlet al, 2009 B e C; FRANZOI
et al, 2010). A composicdo 50:20% (m/m) de po de grafitc-suporte
foi empregada, entretanto investigou-se a infll@ndas diferentes
proporgbes entre os aglutinantes, Nujol:LI e Nujol:contendo
nanoparticulas.

As seguintes propor¢Bes de Nujol:Au-BMIgFBram avaliadas:
(a) 100:0, (b) 75:25, (c) 50:50, (d) 25:75 e (900% (m/m). Neste
estudo foram comparadas as respostas analiticéss deiessensores
para a determinagdo de luteolina. Conforme mostradd-igura 25,
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pode-se notar um aumento na corrente de pico @@ Nujol:Au-
BMI.PF; de 50:50%, pois a adicdo do LI como aglutinante tam
sensor de pasta de carbono modifica a estrutupagta proporcionando
um aumento na taxa de transferéncia de elétronddad@ sua alta
condutividade. Entretanto, a incorporacdo do LI afta proporcéo
provocou uma diminuigdo na resposta fornecida palssensor. Este
comportamento foi similar ao obtido em estudoger@ores
(BRONDANI et al, 2009 A e B; FRANZOIlet al, 2009 B e C;
MAGUERROSKI et al, 2009; FRANZOIet al, 2010; BRONDANIet
al., 2010). Musameh e Wang (MUSAMEH e WANG, 2008)ortgram
que a melhor proporcéo do LI BMI.Pém um EPC foi de 30-40%. Em
porcentagens maiores, observaram um aumento necitéeygia e
resisténcia do eletrodo.
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Figura 25. Voltamogramas de onda quadrada usando Nujol:Au-BRjInas
proporcdes (a) 100:0, (b) 75:25, (c) 50:50, (d)785e (e) 0:100% (m/m) no
biossensor imerso em solucéo tamp&o acetato pebaAt@ndo 4,8x18 mol L™
de luteolina em frequéncia de 50 Hz, amplitude @& rhV e incremento de 5,0
mV. Inserido: valores de corrente para cada comgosio biossensor.

Assim, a razdo 50:50% (m/m) de Nujol:BMI&LRAg-BMI.PFsou
Au-BMI.PFs foi usada para subsequentes construgfes do®hsases
e de uma forma mais geral a composicdo destesoastrpor ser
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expressa como: 50:20:15:15% (m/m/m/m) de p6 deitgra®TSCICi
para imobilizar a Lac:Nujol:LI ou nanoparticulas-LlI

5.1.6.2. Quantidade de enzima
A influéncia da quantidade de Lac (0,22 a 0,95 auhéd)

imobilizada em QTSCICi foi avaliada para o desevinoénto dos
biossensores e estd apresentada na Figura 26.
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Figura 26. Efeito da quantidade de Lac (unidades) na respdstd ac-
QTSCICi/Nujol/Au-BMI.PR-biossensor utilizando solugcéo contendo 4,8%10
mol L™* de luteolina em tamp&o acetato 0,1 mdl(bH 4,0).

A resposta analitica do Lac-QTSCICi/Nujol/Au-BMILF
biossensor em solucdo de luteolina 4,8%biol L™ aumentou até a
gquantidade equivalente a 0,29 unidades de Lac)® egie valor, houve
uma leve diminuicdo no valor da resposta. Portah&9 unidades de
Lac foi usada para os préximos estudos.

5.1.6.3. Eletrdlito suporte e pH

O pH exerce grande influéncia sobre as rea¢desnétizas.
Apés a otimizagdo da composicdo dos biossensoresfeibo do
eletrélito suporte/pH foi investigado, em tripliaana faixa entre 3,5 e
7,5 sobre a resposta do biossensores em soluchiedéna 4,8x10°
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mol L™ em tampéo acetato (pH 3,5-5,5) ou fosfato (pH B%)-0,1
mol L™* e est4 mostrado na Figura 27.
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Figura 27. Efeito do pH/eletrolito suporte sobre a resposta ldic-
QTSCICi/Nujol/Au-BMI.PR-biossensor utilizando solucdo de luteolina
4,8x10° mol L%,

Pode ser observada uma maior resposta para coagmlitampao
acetato pH 4,0, resultado similar aos previampualdicados utilizando
biossensores contendo a enzima Lac (FRANEZOA&I, 2009 A e B;
FRANZOI et al, 2010). Solucdo tamp&o acetato 0,1 mdldm pH 4,0
serd o eletrélito suporte para os estudos poststior

5.1.6.4. Parametros da voltametria de onda quadrada

A investigacdo da frequéncia, amplitude de pulsceemento é
de fundamental importancia, pois a partir da otag#o dos mesmos é
possivel aumentar a sensibilidade da técnica. Qoes¢éemente, estes
parametros foram avaliados sobre a reposta do T&Ci/Nujol/Au-
BMI.PFs-biossensor em solucéo de luteolina 4,8%hiol L™* (tampé&o
acetato 0,1 mol ! e pH 4,0) .

A Figura 28A mostra o estudo da freqiiéncia em usrvalo de
10 a 100 Hz, fixando a amplitude em 80 mV e o imeneto em 3,0 mV.
A frequéncia de 50 Hz foi selecionada, pois aptesen maior valor de
corrente, mantendo-se praticamente constante enguéineias
superiores.
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Fixando a frequéncia em 50 Hz e o incremento emn3/Q
investigou-se a amplitude de pulso em uma faixd@ea 100 mV. A
intensidade do pico catddico aumentou linearmetde aaamplitude
méaxima utilizada, 100 mV, como mostra a Figura 28B.

O efeito da variacao do incremento foi realizadoietervalo de
0,5 a 10,0 mV, fixando a frequéncia em 50 Hz e pliwme em 100
mV. De acordo com a Figura 28C, houve um aumemgiufiativo da
resposta analitica até 5,0 mV, e apés este valoojrante manteve-se
constante.
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Figura 28. Investigacdo dos parametros de SWJA) Frequéncia,(B)
Amplitude e (C) Incremento sobre a resposta do Lac-QTSCICi/Nujsl/A
BMI.PFs-biossensor utilizando solugcdo com 4,8%10l L de luteolina em
tampé&o acetato 0,1 mol'L(pH 4,0).

A Tabela 5 relaciona os parametros analiticos efadsas
investigadas, e os melhores valores encontraddsrégaselecionados)
utilizando os biossensores propostos (Lac-QTSCIgoBMI.PFs-
biossensor, Lac-QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.Rfbiossensor e Lac-
QTSCICi/Nujol/Au-BMI.PR-biossensor) para a otimizacdo do método.

Tabela 5.Parametros avaliados para otimiza¢do do método.

Parametro Faixa investigada Valor 6timo
Nujol:LI ou
Nujol:nanoparticulas- 100:0 — 0:100 50:50
LI (%, m/m)
Lac (unidades) 0,22 -0,95 0,29
Tampao acetato
. (pH 3,5 -5,5) Tampé&o acetato
Eletrélito suporte/pH Tampéo fosfato pH 4.0
(pH 6,0 - 7,5)
Frequéncia (Hz) 10 -100 50
Amplitude (mV) 10 -100 100

Incremento (mV) 0,5-10,0 5,0
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5.1.7. Curva analitica da luteolina

Sob condi¢gbes experimentais otimizadas, os voltaamogs de
onda quadrada foram investigados em uma faixa tigial entre 0,8 e
0,0 V versusAg/AgCl. Para este estudo, foram adicionados votume
sucessivos da solucdo estoque de luteolina 2,Hxm6l L™ na cela
eletroquimica contendo 10 mL de eletrdlito sup@denpéo acetato 0,1
mol L™ pH 4,0). A Figura 29 apresenta os voltamogramaomta
gquadrada e as curvas analiticas obtidos para ihéesipregando o (A)
Lac-QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.PRk-biossensor e (B) Lac-
QTSCICi/Nujol/Au-BMI.PR-biossensor. Pode-se notar um aumento na
resposta de corrente com a concentracdo de lweolin

A curva analitca do Lac-QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.BF
biossensor (Figura 29A) apresentou linearidade,@e16° a 5,8x10°
mol L™ de luteolina (Ai = 0,265 + 1,468x10[luteolina]; r = 0,9998),
ondeAi é a corrente de pico em pA e [luteolina] é a eot@cdo de
luteolina em mol [*. O limite de deteccdo (3 x desvio padrdo do
intercepto/inclinacéo) encontrado foi de 5,3%10l L.

A curva analitica obtida para o do Lac-QTSCICi/Nja-
BMI.PFs-biossensor (Figura 27B) foi linear na mesma faixi
9,9x10° a 5,8x10° mol L™ de luteolina (Ai = 0,761 + 1,659x10
[luteolina]; r = 0,9999), com limite de deteccdo2j@x10° mol L™.

Ambos biossensores apresentaram a mesma faixar, linea
entretanto o Au-BMI.Pf&biossensor forneceu um menor limite de
deteccdo e uma maior sensibilidade de calibrac@o(nmclinacdo da
curva analitica). Este comportamento pode ser dewd melhor
estabilizacdo das nanoparticulas de ouro no LI, ocomescrito
previamente.

Para investigar a contribuicdo das nanoparticulatalioas,
estudos de SWV (voltamogramas de onda quadradeueva analitica
para a luteolina) empregando o Lac-QTSCICi/NujoliBNs-
biossensor também foram realizados (dados nédo adosi. Este
biossensor apresentou uma menor faixa linear (6,0x15,8x10° mol
L™, um maior limite de deteccdo (9,8x10mol L™ e menor
sensibilidade (7,324x20pA mol* L). A condutividade do LI
combinada com a transferéncia de elétrons fadlitagelas
nanoparticulas metalicas proporcionou um melhoremdesnho aos
biossensores contendo Ag- e Au-BMIgPF
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Figura 29. Voltamogramas de onda quadrada obtidos usaf@#gjo Lac-
QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.PR-biossensor e (B) Lac-QTSCICi/Nujol/Au-
BMI.PFs-biossensor em: (a) solucédo tampéo acetato (0,1LilplpH 4,0) e
solucdes de luteolina nas concentracdes: (b) 9;8xt) 2,0x10"; (d) 6,0x10";

(e) 9,9x10"; (f) 1,4x10°% (g) 2,0x10% (h) 3,0x10°% (i) 3,9x10° (j) 4,8x10° e

(k) 5,8x10° mol L' em frequéncia de 50 Hz, amplitude de 100 mV e
incremento de 5,0 mV. Inserido: curvas analiticasrrespondentes.
Experimentos realizados em triplicata.



74

5.1.8. Repetibilidade, reprodutibilidade e estabilade dos
biossensores

O estudo de repetibilidade foi realizado para avad grau de
concordancia entre os resultados de cinco medigzssivas utilizando
0 mesmo biossensor em solucdo tampao acetato 0,L T(pH 4,0)
contendo luteolina 4,8xI® mol L™. O desvio padrdo relativo das
correntes registradas foi de 2,1% para o Lac-QTBRIUDI/Ag-
BMI.PFs-biossensor e de 1,3% para Lac-QTSCICi/Nujol/Au-BM\gj-
biossensor.

A reprodutibilidade das respostas de correnteédehiossensores
(de cada tipo), preparados independentemente era fidéntica, foi
estudada em solucdo contendo 4,8%1fol L™ de luteolina. Uma
excelente reprodutibilidade foi obtida, com despadréo relativo de
3,1% (Lac-QTS/CICi/Nujol/Ag-BMI.PEbiossensor) e 2,8% (Lac-
QTS/CICi/Nujol/Au-BMI.PR-biossensor).

Outros parametros importantes nas determinacdditiGasasao a
estabilidade e o tempo de vida util do biossen&ssim, estes foram
investigados para 0s biossensores propostos condaseckalizadas
durante um periodo de 70 dias (aproximadamented2f€rminacdes
para cada quantidade de pasta de carbono usadaringay sendo
armazenado a temperatura ambiente quando nd@ddliA Figura 30
demonstra que durante um periodo de 28 dias, nenhuadanca
significativa foi observada (95% da resposta ifiicia
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otz
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Dias

Figura 30. Estudo da estabilidade do Lac-QTSCICi/Nujol/Au-BRH-
biossensor em solugéo tampéo acetato contenddimatdo8x10° mol L™
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Ao final dos 70 dias, o Lac-QTSCICi/Nujol/Au-BMI.RF
biossensor apresentou 87% da resposta inicial. ést@ado tempo de
vida do biossensor pode ser atribuido a eficianabilizacdo da enzima
no suporte de QTSCICi. Um comportamento semelhfantebtido com
0 Lac-QTSCICi/NujolAg-BMI.Pk-biossensor (84% da resposta
inicial).

5.1.9. Seletividade e interferentes

Para investigar a seletividade do Lac-QTSCICi/Najo
BMI.PFs-biossensor, um estudo foi realizado avaliando resposta
frente a diferentes compostos fendlicos. As reggostram obtidas em
solucdo tampdo acetato 0,1 mol*L(pH 4,0) contendo diferentes
substratos em duas concentracdes (4;8xd04,8x10° mol L'™). A
Tabela 6 mostra a estrutura, o potencial de pitidaa E,.) e resposta
relativa (RR) (%) dos compostos analisados na curaigio de
4,8x10° mol L™,

O biossensor apresentou uma resposta significativearmaior
para a luteolina, sendo este analito selecionada pateccdo em
amostras de cha de camomila. Respostas inferioramfobtidas para
rutina, quercetina, esculetina, acido cafeico elddatlorogénico e
nenhuma resposta foi observada para apigeninade &tiapico. Em
concentracdo de 4,8xT0mol L™, observou-se um comportamento
decrescente similar na resposta: luteolina > rutinajuercetina >
esculetina > 4cido cafeico, e ndo foram detectaditdp clorogénico,
apigenina e acido singpico. O biossensor demonsitauseletividade,
pois mesmo produzindo respostas para varios amalipmde-se
distinguir claramente a resposta para a luteolifa. Lac-
QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.PF-biossensor demonstrou um
comportamento semelhante.

O efeito provocado na resposta do biossensor fastigado
através de sucessivas adigcbes dos compostos detectautina,
guercetina, esculetina, acido cafeico e acido gimo) em uma
solucéo contendo 4,8x10mol L™ de luteolina. Para isto, as respostas
de corrente obtidas foram comparadas: solucdotdeliha + possivel
interferente e solugdo de luteolina.
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Tabela 6. Respostas relativas do Lac-QTSCICi/Nujol/Au-BMIs®fossensor
para diferentes compostos fendlicos e a concemtiaigrada para os possiveis

interferentes na determinacgé&o de luteolina.

: CT* (x 107®
0,
Analito Estrutura Epc (V) RR (%) mol L
OH
Luteolina OH 0,35 100 —
o
Rutina 0,31 24,7 £0,3 9,6+0,1
Ho o O
Quercetina O \ 0,33 193+0,4  154+0,3
OH
OH O
_ OH 0,36 14,2 +0,2 20,7 +£0,3
Esculetina m
o” © OH
(o]
Acido cafeico /@ 0,25 9,6+0,1 39,8+0,2
HO
OH OH
o~ on
Acido ‘L b 0,22 49+01  645+0,3
clorogénico T oY on
HO OH
OH
OH
oo L
Apigenina O ‘ — NR —
OH O
/\)T\
HsCO
Acido ST o
sinapico HO — NR —

OCH3

*n = 3; RR = resposta relativa; CT = concentragderada; NR = nenhuma resposta foi observada.
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A Tabela 6 apresenta as concentragdes toleradasqada analito
(CT), ou seja, representam as concentracdes queogam uma
variacao de £5% na resposta obtida para a lutedipartir deste valor,
esses compostos podem atuar como possiveis ietdder na
determinacdo deste flavondide. Como citado antesate, o cha de
camomila é composto por diferentes substancias li¢aso
principalmente luteolina, apigenina e quercetinaapigenina, que é o
flavonoide mais abundante na camomila (QUEIROZ 820030 devera
interferir nas determinagdes, uma vez que ndo &eaiada pelo
biossensor. J4 a quercetina, em concentracdesamajoe 1,5x10 mol
L podera atuar como interferente.

5.1.10. Estudo de recuperacao

Um estudo de recuperacdo de luteolina em duas k®OSt
comerciais foi executado, com adicdo de trés déguae solugdo
padrdo dessa flavona em diferentes concentraciel (8, 3,9x10° e
5,8x10° mol L™). Os resultados encontrados foram comparados som a
concentracdes adicionadas e apresentados na Tabela

Tabela 7. Recuperagdo de luteclina em amostras de cha dent&@rusando
0s biossensores propostos.

Encontrado® Recuperacgéo (%)

Amostras  Adicionado® h* (n=* 0] (D)
3,0 2,701 2801 90,0 93,3
Matte Ledo 3,9 4,1 + 0,1 4,0 + 0,1 105,1 102,6
5,8 59+£0,1 5,701 101,7 98,3
3,0 29+0,2 280,01 96,7 93,3
Naturelife 3,9 38+£0,1 40+0,2 97,4 102,6
5,8 6,1+0,1 59+0.2 105,2 101,7

2= |uteolina (x10° mol L™Y); *n = 3; (I) = Lac-QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.PEbiossensor; (Il) = Lac-
QTSCICi/Nujol/Au-BMI.PR-biossensor. Recuperagéo: (valor encontrado/vdioramado) x 100.

A recuperacdo variou entre 90,0 e 105,1% para o- Lac
QTSCICi/Nujol/Ag-BMI.PF-biossensor e de 93,3 a 105,2% para o Lac-
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QTSCICi/Nujol/Au-BMI.PR-biossensor. Estes resultados demonstram
uma exatidao satisfatéria dos biossensores des@he®le indicam a
auséncia de efeitos de matriz nestas determinagdes.

5.1.11. Determinacao de luteolina em de cha de camita

A fim de avaliar a aplicabilidade dos biossensadetgrminou-se
a concentracdo de luteolina (mg')Lem amostras de cha de camomila.
As amostras foram preparadas conforme previameesritb e
guantificadas pelo método da adicdo de padrdo.e€dtados dessas
andlises estdo demonstrados na Tabela 8.

Tabela 8. Determinacdo de luteolina em chas de camomila dosaos
biossensores propostos.

Luteolina (mg L™)

Amostras Lac-QTSCICi/Nujol/Ag- Lac-QTSCICi/Nujol/Au-

BMI.PFs-biossensor* BMI.PFs-biossensor*
X=8,92+0,12 X =9,06+0,14
Matte Ledo ct = 1,96
F = 1,36
X =5,22+0,12 X=531+0,11
Naturelife ct = 1,32
F = 1,19

*n = 6; X = média + desvio padrét; = valor det calculadofc = valor deF calculado.

Para investigar se ha concordancia entre os rdeslfarnecidos
pelos biossensores, foram aplicados os testest (SKOOG et al,
2002; SKOOGet al, 2008). Os menores valores Eealculados K¢)
em comparagdo com B tedrico E1) (5,05) demonstram que os
biossensores fornecem precisbes comparaveis, ,iddesgios padroes
comparaveis em um nivel de confianca de 95%. Osresldet
calculadostt) também foram inferiores ao valor teéritg (2,23), para
uma média de seis medidas (nivel de confianca #8,96dicando que
estatisticamente ndo h& diferenca significativareerds teores de
luteolina determinados pelos biossensores parasaen@amostra. Em
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adicdo aos bons resultados obtidos nos estudes seletividade,
interferentes e recuperagcdo, o método proposstrau-se satisfatério
para determinacao de luteolina em cha de camomila.

A diferenca entre os teores de luteolina encongrg@otre as
marcas testadas) pode ser atribuida a diferent@axigdo dos chas,
sendo que no Matte Ledo ha um predominio dos dapiflorais da
camomila, diferentemente do Naturelife, onde pradam as folhas.
Estudos fitoquimicos demonstraram que os flavosdidestdo
distribuidos por toda planta, porém os seus cagifilbrais concentram
uma maior quantidade destes compostos (QUEIROZ)200

Sdo poucos os trabalhos reportados na literaturea pa
determinacéo de luteolina, sendo que néo existenétado oficial para
sua deteccdo. A Tabela 9 apresenta as técnica®mumente
empregadas e a técnica utilizada neste hapbélem como as
caracteristicas analiticas, como faixas lineatesites de detecc¢éao.

Tabela 9. Faixas lineares e limites de deteccdo para o tanalieolina
empregando diferentes técnicas analiticas.

ajlrr?z:llr]tli((:::l Faixa linear (mol L™ LD (mol L™ Referéncia
HPLC 1,3x107 — 1,5x10° 6,4x10° LI et al, 2005
HPLC 3,4x107 — 2,7x10° 4,1x10% LI et al, 2006
LC 2,0x107 — 9,8x10° 6,5x10° LUAN et al,
2008
CE 3,5x10° — 3,5x10* 1,3x10° CAO e YUAN,
2004
CE-MS 4,4x108 - 4,4x10° 1,3x10°8 YIN et al, 2008
CE-ED (EDC) 3,5x1¢ — 7,0x10* 6,6x107 CAOetal,
2002
SWV
(g'mfgﬁg' 9,9x10°® — 5,8x10° 5,3x10° Este trabalho
biossensor)
SWV (Lac-
QATUS_ g'ﬁ,’l EE::’V 9,0x10° — 5,8x10° 2,8x10° Este trabalho

biossensor)
LD = limite de detecc¢éo; EDC = eletrodo de discaaéono.
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Pode-se observar que os limites de detecgdo opttiesés da
técnica eletroanalitica de SWV, com os biossenssfiescomparaveis
ou melhores que os apresentados pelas outrasaggceixceto quando
comparados com o obtido através da analise de HPILE&t al, 2005).
Deste modo, o método proposto neste trabalho mmeesima otima
opcdo para determinacdo de luteolina. A contriticatalitica da
enzima Lac eficientemente imobilizada associadar@atividade dos
LI contendo nanoparticulas dispersas, que facilidatmansferéncia de
elétrons, proporcionou um excelente desempenho bamssensores
desenvolvidos.
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5.2. Biossensor contendo nanoparticulas de prata éliquido idnico
e lacase imobilizada enf-ciclodextrina modificada

5.2.1. Estudo da atividade e estabilidade da lacase

Estes estudos foram realizados de modo semelhanteladado
no item 5.1.1. O valor de atividade da Lac obtidiode 13,0 unidades
por mL de solucdo enzimatica (Figura 31A) e estadade foi mantida
sem consideraveis alteracdes entre 20-25 dias tdeagem (Figura
31B).

2,0 L1

1,5

0,5 - y =-0,0286 + 0,6243x

r=0,9996

oot
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45

tempo (min)

Atividade (unidades mL™)

0 10 20 30 40 50

Dias

Figura 31. (A) Gréafico Absversustempo para determinacdo da atividade
enzimatica da Lac €B) Estudo da estabilidade da Lac armazenada sob
refrigeracéo (4 °C).
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5.2.2. Reticulagdo d@-ciclodextrina e imobilizacdo da enzima

Estratégias para imobilizacdo de enzimas sdo ssentes para a
obtengcdo de biossensores com maior tempo de usa,vem que a
retencdo deste  componente  biolégico em um sumEequado
promove a sua estabilizacdo e, consequentemerdgpprpiona um
melhor desempenho ao dispositivo. Neste sentidepiafoi utilizada
como agente reticulante para formar uma rede pattenéom 3-CD, e
0 suporte formadd3-CDEpi, foi entdo aplicado como matriz para
imobilizacdo da enzima Lac.

A Figura 32 mostra as diferengas significativagseeas imagens
de SEM d&3-CD antes (A) e ap6s modificacdo quimica (B). Adera
da B-CD revela uma estrutura formada por cristais negiorcom
diferentes tamanhos e relativamente dispersosoouogf previamente
reportado (PINTOet al, 2005). Entretanto, a incorporacdo da Epi
proporcionou um aspecto finamente rugoso a superfia p-CD. A
aparéncia da matriz polimérigdCDEpi sugere que a modificacdo
ocorreu de forma eficiente.

AccV SpotMagn Det WD F———————— 100pm
100kV 40 200x  SE 10.1

M
10.0kV 40 2

Figura 32. Imagens de SEM d&\) B-CD e @) B-CDEpi.

A Figura 33 sugere um esquema proposto para dliragidio da
Lac emB-CDEpi. A Epi € um reagente bifuncional que podeitecom
0s grupos OH de moléculas @eCD, formando uma ponte entre as
mesmas e/ou reagir entre si, numa reacdo de paagéo (Crini,et
al.,1998). Deste modo, a enzima Lac pode ser imabliiz nesta
polimérica insolivel em agua, fornecendo um ambiqrbpicio para
sua estabilizagéo.
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Figura 33. Esquema proposto para imobilizacdo da Lag3e@DEpi (Crini, et
al.,1998).

5.2.3.Reacao enziméatica na superficie do eletrodo

Semelhante ao processo enzimatico relatado amtenite, a Lac
catalisa a oxidacdo da quercetina a sua correptdeguinona, na
presenca de oxigénio molecular. Entdo, esfguinona é reduzida
eletroquimicamente para quercetina na superficieeldrodo a um
potencial de 0,29 WersusAg/AgCl, conforme ilustrado na Figura 34.

O valor de corrente obtido € usado como sinal te@lipara
quantificacdo de quercetina.
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HO.

Ho o
WOH Lac i 2H,0
- OH O
+0.29V Lac o 02
2e-

Figura 34. Esquema da reacdo de oxidacdo da quercetinasedtlipela
enzima Lac e sua subsequente reducdo na supeldiaketrodo. Lag; lacase
na forma reduzida e Lgg lacase na forma oxidada.

5.2.4. Comportamento eletroquimico da quercetina @ndo
diferentes sensores

Na primeira parte deste trabalho de tese, a incagfo da
enzima Lac eficientemente imobilizada em QTSCI®@igeBMI.PFs ou
Au-BMI.PFs como aglutinantes proporcionou aos biossensores um
maior reposta analitica frente a luteolina. O efeite diferentes
composi¢cdes dos sensores também foi avaliado pgteeraetina e as
etapas de construcdo estao ilustradas na FiguraB®A foi a técnica
analitica empregada para a investigagdo do co ntiz
eletroquimico de uma solucdo de quercetina 42xbibl L™ em
tamp&o acetato 0,1 mol'L(pH 4,0), em uma faixa de potencial entre
0,8 e 0,0 WersusAg/AgCI. A Figura 35B mostra os voltamogramas e
os valores de corrente obtidos com a reducdoo-dainona para
quercetina (valores da corrente resultante est8eridos na Figura
35B).

A adicéo da enzima Lac (b) mostra um aumento red aimalitico
quando comparado com a pobre resposta fornecigagsC (a), uma
vez que esta enzima catalisa a reacdo de oxidagaguercetina. A
maior resposta observada com o PBaCDEpi/Nujol-biossensor (c)
confirma a eficiéncia do processo de imobilizagasuporte3-CDEpi
pode fornecer um meio favoravel para melhorar efeanter as
caracteristicas da enzima Lac.

O LI BMLN(Tf), utilizado como aglutinante forma uma ponte
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condutora entre as camadas de carbono que faxilitansferéncia de
elétrons entre a enzima e a superficie do eletrddste modo uma
resposta superior foi obtida com o L&EDEpIi/Nujol/BMI.N(TT),-
biossensor (d).

Al g

N(TH)

D —_——  f
Ag-BMI.N(Tf),

P6 de grafite
+
Nujol Lac imobilizada em S-CDEpi ¢ BML.N(Tf), d Ag-BMLN(T),

a m\‘ N(Tf), N(T),
Gt T B
‘%;’,."ﬁ, j%
B] 10

20+

30+

-0 (A)

40+

50 0 5 10 15 20 25 30 35

-Ai (WA)

T T T
06 04 02 00 02 04 06 08
E(V)

Figura 35. (A) Representacdo esquematica da construcdo dos ntifere
sensores €&B) Voltamogramas de onda quadrada usando (a) EPC, (b)
Lac/Nujol-biossensor, (c) Lag-CDEpi/Nujol-biossensor, (d) Lag-
CDEpi/Nujol/BMI.N(Tf),-biossensor, (e) Lag-CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-
biossensor e (f) Lac/Nujol/Ag-BMI.N(THbiossensor em solucdo contendo
4,2x10° mol L" de quercetina em tampdo acetato 0,1 mdl (bH 4,0);
frequéncia de 60 Hz; amplitude de 100 mV e incrémele 8,0 mV. Inserido:
valores das correntes de pico. O experimento &izado em triplicata.

Uma corrente de pico muito maior foi obtida com acf-
CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf)-biossensor (e), devido ao efeito sinérgico
da combinacdo entre as nanoparticulas de Ag e BMIIN(Tf),. A
superioridade  do Lg-CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor
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frente ao Lac/Nujol/Ag-BMI.N(TH-biossensor (f) reafirma a
importancia da imobilizacdo da Lac no desempenhcsealtsor. Em
adicdo, maior sinal analitico fornecido pelo Lagiag-BMI.N(T¥) »-
biossensor (f) em comparagcdo ao Lac/Nujol-biosse(izp pode ser
atribuido as propriedades condutoras dos LI e dasoparticulas
metalicas, bem como a formagdo de um microambiesté&vel para
imobilizacdo da enzima.

5.2.5. Otimiza¢édo do método

Para otimizacdo do método proposto, partiu-se dapiirse
composigdo: 50:20:15:15% (m/m/m/m) de p6 de gr8fi@DEpi para
imobilizar a Lac:Nujol: BMIL.LNT$ ou Ag-BMI.N(Tf),. Os resultados
apresentados referem-se ao BaCDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf).-
biossensor, pois 0 LeECDEpi/Nujol/BMI.N(Tf),-biossensor forneceu
0s mesmos valores étimos para os parametros estidad

Os estudos para avaliar o efeito das diferentestigiages entre
os aglutinantes (Nujol: BMI.N(T§)ou Ag-BMI.N(Tf), - 100:0, 50:50,
25:75 0:100% (m/m)) também foram realizados, amtos dados nao
serdo mostrados, uma vez que a proporcao otinae f&0:50% (m/m).

5.2.5.1. Quantidade de enzima

A influéncia de diferentes quantidades de Lac itigdda emp-
CD/Epi, entre 0,10 a 0,65 unidades, foi investigdwalante a construcéo
dos biossensores. De acordo com a Figura 36, astespnalitica do
Lac{f3-CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor em  solucdo de
quercetina 4,2xI6 mol L aumentou até 0,45 unidades de Lac, e apos
este valor, permaneceu praticamente constantemAsslecionou-se
0,45 unidades de Lac para o desenvolvimento desdmsores.

5.2.5.2. Eletrélito suporte e pH

Este estudo foi investigado, em triplicata, utiida-se solug&o
de quercetina 4,2xI®mol L™* em tampao acetato ou fosfato (0,1 mol
L™ variando o pH de 3,5 a 7,5, como apresentado narsFig7. A
resposta maxima de corrente foi encontrada em @mpétato pH 4,0,
sendo este resultado o mesmo obtido na primeita gartrabalho.
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154
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0,1 ' 0,2 ' OI,3 ' OI,4 ' 0:5 ' 0:6 ' 0,7
unidades de Lac
Figura 36. Efeito da quantidade de Lac (unidades) na respdstd.acg-

CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor utilizando solucéo contendo 4,2%10
mol L™* de quercetina em tampéo acetato 0,1 mb(gH 4,0).

Figura 37. Efeito do pH/eletrélito suporte sobre a resposta lda-
CDEpi/Nujol:Ag-BMI.N(Tf),-biossensor utilizando solucdo de quercetina
4,2x10° mol L™ (a — tampao acetatofe- tampao fosfato).

5.2.5.3. Pardmetros da voltametria de onda quadrada
Sob as condi¢cdes previamente selecionadas, os gaodnde

SWV: freqiéncia (10 — 100 Hz), amplitude (10 - h@3) e incremento
(0,5 = 10 mV) foram estudados empregando of-&BEpi/Nujol:Ag-
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BMI.N(Tf) -biossensor em solucdo de quercetina 4,Zxtfol L™
(tampéo acetato 0,1 molLe pH 4,0). De acordo com os resultados
obtidos e mostrados na Figura 38, os seguintesmptnds foram
utilizados nos estudos posteriores: frequéncia@éls (Figura 38A),
amplitude de 100 mV (Figura 38B) e incremento de r@V (Figura

38C).
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Figura 38. Investigagdo dos parametros de SWA) Frequéncia (amplitude =
80 mV e incremento = 5,0 mV{B) Amplitude (frequéncia = 60 mV e
incremento = 5,0 mV) &) Incremento (frequéncia = 60 mV e amplitude = 100
mV) sobre a resposta analitica do IBREDEpi/Nujol:Ag-BMI.N(Tf),-
biossensor utilizando solugdo contendo 4,2%I@iol L™ de quercetina em
tampao acetato 0,1 mol'L(pH 4,0).

A Tabela 10 apresenta os parametros analiticostige€los, as
faixas e os valores  selecionados para o fl-ac-
CDEpi/Nujol/BMI.N(Tf)-biossensor e o0 Lag-CDEpi/Nujol/Ag-
BMI.N(TT) ,-biossensor.

Tabela 10.Parametros avaliados para otimizagao do método.

Parametro Faixa investigada Valor étimo
Nujol:BMI.N(Tf), ou
Nujol: Ag- . . .
BMI.N(Tf) , (%, 100:0 - 0:100 50:50
m/m)
Lac (unidades) 0,22 -0,95 0,45
Tampao acetato
. (pH 3,5-5,5) Tampdao acetato
Eletrdlito suporte/pH Tampéo fosfato bH 4,0
Frequéncia (Hz) 10-100 60
Amplitude (mV) 10 -100 100

Incremento (mV) 0,5-10,0 8,0
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5.2.6. Curva analitica da quercetina

A Figura 39 mostra o perfil dos voltamogramas déeoguadrada
obtidos (potencial entre 0,8 e 0,0 WrsusAg/AgCl) com o LacB-
CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor em diferentes concentracdes
de quercetina e um pico de reducdo pode ser oloserra 0,29 V. A
curva analitica (inserida na Figura 39) demonstnma faixa linear de
1,0x10" a 7,4x10° mol L™ de quercetina (i = -0,675 + 7,523x10
[quercetina]; r = 0,9996), ondg é a corrente de pico resultante em pA
e [quercetina] é a concentracéo de quercetina ehimoO limite de
deteccdo (3 x desvio padrdo do intercepto/incliopgibtido foi de
3,9x10° mol L™

90

| -
100 \
] /;Q\}\\* -
110 4 / \“
120 a
2 1304 0 l
= 1 k
<| 1404
15042 "]
| T2
1604 109
o
170 4 00 10 20 30 40 50 60 70 80
[quercetina] x 10° mol L™
_'_I T T T T T T T T T
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 04 0,6 0,8

E (V)

Figura 39. Voltamogramas de onda quadrada obtidos usand@4CGieEpi/Ag-
BMI.N(Tf) ,-biossensor em: (a) solucéo tampéo acetato (0,1LifopH 4,0) e
solucdes de quercetina nas seguintes concentra®des0x10”; (c) 5,0x10";

(d) 9,9x107; (e) 2,0x10% (f) 3,0x10°% (g) 3,4x10% (h) 4,2x10% (i) 5,7x10°

() 6,5x10° e (k) 7,4x10° mol L em frequéncia de 60 Hz, amplitude de 100
mV e incremento de 8,0 mV. Inserido: curva anaitiExperimento realizado
em duplicata.

O maior limite de deteccdo (1,1x10mol L™) e menor
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sensibilidade de calibracéo (inclinacdo da cunalitea = 6,956x19

HA molt L) fornecidos pelo La@-CD/Epi/Nujol/BMI.N(TF),-

biossensor (dados n&o mostrados) confirmam a baigéio das
nanoparticulas de prata na transferéncia de e#tnensuperficie do
biossensor.

5.2.7. Repetibilidade, reprodutibilidade e estabilade dos
biossensores

A repetibilidade entre os valores de corrente olstidsando Lac-
B-CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor foi analisada em solucao
tamp&o acetato 0,1 mol 't (pH 4,0) contendo quercetina 4,2x1énol
L™, através de seis medidas sucessivas. O desvidigastativo
encontrado foi de 2,0%. A reprodutibilidade foi éstigada
considerando trés biossensores preparados independmte. Um
desvio padréo relativo de 3,8% foi obtido com csb@msor proposto, o
gue indica uma étima reprodutibilidade.

A estabilidade de diferentes biossensores, LacINigssensor,
Lacf-CDEpi/Nujol-biossensor e Las-CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf).-
biossensor, foi avaliada através do monitoramerdoraesposta de
corrente remanescente apds um periodo de 60 diastdeagem a
temperatura ambiente e com medidas realizadas dotéeo de
quercetina 4,2x16 mol L™ (Figura 40).

Primeiramente, pode ser notado que apés 60 diagmo$-L
CDEpi/Nujol-biossensor apresentou 84% de sua réspascial,
enquanto que somente 65% da resposta foi mantida Lae/Nujol-
biossensor. Esta diferenca pode ser justificada fetio do Nujol-
biossensor ndo oferecer um meio apropriado pagagé&b da atividade
e estabilidade da Lac. A melhor estabilidade opemat do LacB-
CD/Epi/Nujol-biossensor demonstra quel-&D/Epi € uma excelente
matriz para imobilizacéo e estabilizacédo da Lac.

Com a incorporagdo das Ag-BMI.N(Zf)na construgcdo do
biossensor observou-se uma perda menos significai resposta
analitica, somente 7% durante todo o periodo auis Este
comportamento mostra que as nanoparticulas asascadL| oferecem
um microambiente favoravel para execugdo do procbexatalitico,
melhorando a estabilidade enzimatica e ainda prendw a
transferéncia de elétrons entre a enzima e a scpedo eletrodo.
Diversos pesquisadores tém relatado as grandeagesist em utilizar
LI, nanoparticulas ou a associacdo entre ambossendolvimento de
biossensores com caracteristicas analiticas superi®ING et al,
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2008; PINGARRON et al, 2008; SHANGGUAN et al, 2008;
BRONDANI et al, 2009 B; FERNANDESt al, 2009; BRONDANIet
al., 2010; SHIDDIKY e TORRIERO, 2011; FRANZ@t al, 2010).
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Figura 40. Estudo da estabilidade dos diferentes biossenstqes) Lacf-
CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor; (e—) Lacf-CDEpi/Nujol-biossensor
e (—#-) Lac/Nujol-biossensor usando 4,2x36ol L™ de quercetina em solucéo
tampdao acetato (pH 4,0). Experimentos realizadodgsticata.

5.2.8. Seletividade e interferentes

A seletividade é importante em termos de uso pratos
biossensores. Neste experimento, compostos fesdlicmmo:
guercetina, rutina, apigenina, miricetina, kaengdfenorina, catequina,
acido cafeico e é&cido ascorbico foram estudados parestigar a
seletividade do La@-CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor. As
respostas foram obtidas em solucéo tampao acefatod L™ (pH 4,0)
contendo os substratos em concentracédo 4,2xm6l L. A resposta
analitica (corrente de pico) do biossensor decvesca ordem:
qguercetina > rutina > miricetina > acido ascorbic@cido cafeico >
catequina. Nenhuma resposta foi observada pararapag kaempferol
e morina. Assim, como 0 biossensor demonstrou um@rmeposta
para quercetina, este flavondide foi selecionad@ pavestigacdo e
guantificagdo em duas amostras: formulagéo farniaeémanipulada e
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suco de maca (obtido da fruta fresca).

O efeito de diversas substancias (as mesmas quan for
investigadas no estudo da seletividade) foi ardgigaela comparacao
da resposta analitica fornecida pelo biossensgrogto na proporcao
1:1 quercetina:possivel interferente em relacdoléc&o de quercetina
4,2x10° mol L. Como esperado, apigenina, kaempferol e morina n&o
causaram interferéncia, fato que confirma os ltados obtidos no
estudo da seletividade. Os compostos rutina, nimeeacido ascorbico,
acido cafeico e catequina foram detectados peksbéitsor, entretanto, a
resposta obtida correspondeu a menos que 11% @astaspara
quercetina.

Hoffmann-Ribani e colaboradores (HOFFMANN-RIBAR al,
2009) investigaram o contetdo de flavondis (miniagt quercetina e
kaempferol) e flavonas (luteolina e apigenina) enma wariedade de
frutas brasileiras e somente quercetina pode santifjoada em
jabuticaba, laranja e macd. Como descrito anteentey estes
flavondides sao os principais constituintes de raggifrutas e verduras,
sendo a quercetina 0 componente majoritario nariaaiestes géneros
alimenticios (MIEAN e MOHAMED, 2001; AHERNE e O'BEN,
2002; HOFFMANN-RIBANI,et al, 2009; HUBERet al, 2009).

Com base nos dados obtidos e nos relatados ratuitey o Lac-
B-CDEpi/Nujol/Ag-BMI.NTf,-biossensor demonstrou elevada
seletividade e a presencga de outras substanciasosimu interferéncia
significativa no método proposto para determinag@ajuercetina. Os
estudos de seletividade e interferentes forameasdis em duplicata.

5.2.9. Estudo de recuperacao

Um estudo de recuperacdo em duas amostras coraefaiai
realizado, em triplicata, com adicdo de solucbergmde quercetina
em diferentes concentracdes (2,0X1@,2x10° e 6,5x10° mol L™).
Conforme os dados apresentados na Tabela 11, deiexies de
recuperagcdo variaram entre 950 e 102,4% para o-BlLac
CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor, demonstrando a auséncia de
efeitos de matriz nestas determinacdes.
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Tabela 11. Recuperacéo de quercetina em diferentes amosaasia o Lag-
CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor.

Quercetinal@®® mol L™

Amostras Adicionado* Encontrado* Recuperacgéo (%)
2,0 20+0,1 100,0
Formulacao
farmacéutica 4,2 41+0,2 97,6
manipulada 6.5 6,4£0,2 98,5
2,0 1,9+0,2 95,0
Suco de maga 4,2 43+0,1 102,4
6,5 6,6 £0,2 101,5
*n=3.

5.2.10. Determinacdo de quercetina em formulagaorfaacéutica e
em suco de maca

O método proposto foi avaliado aplicando-o0 na detecédo de
guercetina em formulacéo farmacéutica manipulagia suco de maca.
A quantidade de quercetina foi determinada, enlidaifa, usando o
biossensor proposto e um método espectrofotoméfeste Ultimo
somente para amostra farmacéutica). Os resultaagjhntificacdes
estdo relacionados na Tabela 12.

O menor valor deFc em comparacdo com &1 (19,00)
demonstra que os dois métodos tém precisdes egpuigal (nivel de
confianga de 95%). Aplicando o testeara os resultados obtidos com o
método espectrofotométrico e o biossensor, o \dEd¢ foi menor que
o valor dety (2,78), para uma média de trés medidas em um dével
confianca de 95%, demonstrando que ndo ha difersigaficativa
entre as médias de quercetina determinadas naranfashacéutica.
Em adicdo, os baixos erros relativos demonstram domeordancia
entre os resultados obtidos com os métodos e o nadldado. Portanto,
pode-se concluir que esta metodologia é adequadaapdeterminacéo
de quercetina em formulagéo farmacéutica manipulada

Quercetina também foi quantificada em suco de maca
concentracdo obtida foi de 6,6 = 0,8 mg por 10@ drdta fresca. Este
valor pode ser comparado ao reportado por Hoffniibani e
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colaboradores (HOFFMANN-RIBANg&t al, 2009) em maca vermelha
(Fuji) utilizando HPLC como técnica analitica: #3.,1 mg por 100 g
de fruta fresca. Na auséncia de um método ofiaial|ta seletividade
apresentada pelo biossensor, que minimiza a irded@ de varias
outras substancias presentes, associada aos Otialmses de
recuperacao, sdo caracteristicas importantes glenpuiabilizar a sua
utilizacdo na determinagéo de quercetina em ansostasés complexas.

Tabela 12.Determinacdo de quercetina em diferentes amosteaslo o Lag-
CDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor.

Quercetina Erro relativo (%
Amostra Método . "
Rotulado espectrofotométrico* Biossensor EBr Ern En
Formulagdo 250 242,1+0,8 241,3+05 -32 +03 -35
manipulada
(mg capsuld) tt = 1,39
F = 256
Suco de
maca — — 6,6+08 — — —
(mg 100G

*n = 3; tc = valor det calculado;F¢ = valor deF calculado; Er método espectrofotométrico
versusvalor rotulado; Ex biossensoversus método espectrofotométrico; ;Ehiossensor
versusvalor rotulado.

A Tabela 13 reline alguns trabalhos reportadosteratlira para
determinacdo de quercetina, onde estdo apresentadatiferentes
técnicas utilizadas, os eletrodos e suas compasibéen como as faixas
lineares e os limites de detecc¢dao.

O limite de deteccdo fornecido pelo biossensovésrale SWV
(3,9 x10°® mol L™ & inferior aos obtidos com as técnicas analititeas
HPLC, e CE-ED, exceto quando comparado com o olteda andlise
de HPLC proposta por Kumar (KUMARt al, 2009). Entretanto, as
técnicas eletroanaliticas apresentam vantagens capidez, baixo
custo das analises, facilidade no manuseio daumsetitagcéo frente as
tradicionais técnicas cromatograficas. Além disso, metodologia
proposta empregando L&eCDEpi/Nujol/Ag-BMI.N(Tf),-biossensor
demonstrou um limite de deteccdo menor ou compbefiveelacdo aos
obtidos com outras técnicas eletroanaliticas atililo eletrodos
modificados.
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Tabela 13.Faixas lineares e limites de deteccdo para queacetnpregando

diferentes técnicas analiticas.

Técnica Faixa linear (mol %) LD (mol L™} Referéncia
HPLC 2,1x10°- 8,4x10? 2,5x107 OLSZEWSKA,
2008
HPLC 3,0x10°- 3,0x10° 7,3x10™ KUMAR et al,
2009
CE-ED (EDC) 5,0x10 — 1,0x10° 2,2x107 CHEN, et al,
2000
CE-ED (EDC) 1,0x17 — 1,0x10* 4,0x107 CAO, et al,
2001
CE 5,9x10° — 5,9x10* 2,7x10° CAO,etal,
2004
CE-ED 1,0x10° — 1,0x10° 6,6x107 XU, et al, 2007
(Eletrodo/CNT-
PE)
CE-ED (EDC) 1,0x17 — 1,0x10° 4,5x10° CHEN,etal,
2008 A
CE-ED (EDC) 1,0x17 — 1,0x10° 9,0x10” CHEN, et al,
2008 B
DPV (CNTPE) 1,0x10 — 1,0x10° 3,0x10° HE et al, 2005
DPV (CNTPE) 5,0x10 — 5,0x10° 2,0x10°® LIN et al, 2006
SWV
(GE/Nafion- 2,0x10% - 1,7x10° - XU e KIM, 2006
CNT)
SWV 1,5x10° - 7,5x10° - JIN et al, 2009
(GCE/CNT#$-
CD)
Cronoamperom 7,0x107 - 8,6x10° 6,7x10° CAOetal, 2011
etria
(GCE/HRPB-
CD-LI)
SWV (Lac$-
CDEpi/Nujol/A 7 5 s
g-BMILN(Tf) 1,0x10° - 6,5x10 3,9 x10 Este trabalho

biossensor)

LD = limite de deteccéo; DPV = Voltametria de pulliferencial; EDC = eletrodo de disco de
carbono; Eletrodo/CNT-PE = eletrodo contendo ndrasude carbono e poliestireno; CNTPE =
eletrodo de pasta de nanotubos de carbono; GEMNEMNT = eletrodo de ouro modificado com
Nafion e nanotubos de carbono; GCE/CNTD = eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbondeciclodextrina; GCE/HRPB-CD-LI = eletrodo de carbono vitreo modificado
com B-ciclodextrina e liquido idnico para imobilizacéa peroxidase.
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A incorporacdo de diferentes materiais na modificaglos
tradicionais EPC foi realizada com o intuito de moehr a seletividade,
bem como a detectabilidade e sensibilidade do rét@ bom
desempenho analitico do biossensor proposto podeatsbuido a
eficiéncia catalitica e a alta seletividade dasinesiz empregadas na
construgcao destes eletrodos, bem como a condud®idi LI em
conjunto com as nanoparticulas metalicas que premavtransferéncia
de elétrons.



98

6. CONCLUSOES

No presente trabalho apresentou-se o desenvohoment
aplicagdo de novos biossensores para determinagatuteolina e
guercetina em amostras comerciais através de SWV.

A enzima Lac, aplicada como material bioldgico de
reconhecimento, foi extraida da microcapsula e dsimou estabilidade
adequada durante 20-25 dias de estocagem. A wcahifi quimica da
QTS ep-CD foi realizada com sucesso, e estes suportesficaalhs
forneceram um ambiente estavel para imobilizacdo edaima,
proporcionando um maior tempo de vida util e eltdile ao
biossensor. A incorporacdo das nanoparticulaslioat&ispersas em
LI (Ag-BMI.PFs, Au-BMI.PR; e Ag-BMI.NTfR), em proporcao
adequada, também colaborou para um desempenhoicsup®s
biossensores, propiciando uma melhora significatiwasinal analitico.
Este material ndo atuou somente como um aglutintmt#ém facilitou
a transferéncia de elétrons entre a enzima e $cipedo eletrodo e
demonstrou ter um papel fundamental na estabilizad@ material
biolégico.

Esses bhiossensores (com a enzima eficientementalizada e
LI contendo nanoparticulas metdlicas) em conjurdo @ técnica
eletroanalitica apresentaram linearidade em um rvaite de
concentracdo de 9,9xTt 5,8x10° mol L™ e 1,0x10’ a 6,5x10° mol
L™, baixos limites de deteccdo (na ordem dé® hiol L™ e elevada
sensibilidade de calibracdo. Recuperacdes entf €01,05,1% (para
luteolina em amostras de cha de camomila) e ebtfe9102,4% (para
quercetina em formulacdo farmacéutica e suco dé)mEgmonstraram
uma exatidao satisfatoria dos biossensores des@hw®le indicam a
auséncia de efeitos de matriz nestas determinafme-se destacar
ainda que os biossensores propostos exibiram exeeseletividade,
boa repetibilidade e reprodutibilidade, minima uéficia devido a
presenca de possiveis interferentes e elevadailielstdb durante 60
dias.

Além de todas as vantagens supracitadas, o baisbo,cu
simplicidade e rapidez na construcdo e aplicacd® llossensores
aliados as caracteristicas da técnica de SWV, detnaom que essa
metodologia é uma alternativa atraente e adequardadeterminagéo de
luteolina e quercetina em amostras comerciais.
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