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COELHO, Joado Henrique. Desenvolvimento de um biossensor voltamétrico a
base de extrato bruto de lacase, botriosferana e materiais nanoestruturados
para fins analiticos. 2018. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica). Departamento
de Quimica. Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

No presente trabalho, uma nova arquitetura de biossensor utilizando botriosferana e
lacase, ambos produzidos a partir do fungo lignolitico Botryosphaeria rhodina
MAMB-05 foi descrito. A enzima foi imobilizada por adsorcéo fisica em botriosferana
na superficie do eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono
de paredes multiplas. O desempenho do novo biossensor foi avaliado pela
determinacdo de dopamina, um tipico composto fendlico. Parametros experimentais
como a concentracdo da enzima, valor de pH e parametros instrumentais das
técnicas eletroquimicas foram otimizados. Utilizando a voltametria de onda
quadrada, determinou-se dopamina em uma faixa de concentracédo de 2,99 — 38,5
umol L™', com o limite de deteccdo de 0,127 pumol L™'. O método proposto foi
aplicado com sucesso na determinacao de dopamina em formulagdes farmacéuticas
e em fluidos bioldgicos, apresentando uma boa seletividade mesmo na presenca de
acido urico, acido ascorbico e outros compostos fendlicos, atestando o potencial de
aplicacdo deste biossensor em matrizes complexas. Os diferentes aspectos a
respeito da estabilidade operacional da lacase foram avaliados, demonstrando boa
repetibilidade intra- e inter-dia e estabilidade em relacdo ao tempo de vida til, com
valores de desvios padrao relativos de 3,6, 4,3 e 8,2 %, respectivamente. Além do
método direto de determinacdo, o biossensor proposto pode ser aplicado na
determinacao indireta de espironolactona, apresentando um limite de deteccédo de
0,94 pmol L™'. Os resultados obtidos na andlise da mesma em amostras
farmacéuticas comerciais foram satisfatérios quando comparados ao método oficial
descrito na Farmacopéia Brasileira, a um nivel de confianca de 95%. Ademais, o
biossensor proposto possui simplicidade de fabricacdo e pode ser aplicado como
uma alternativa viavel aos procedimentos utilizando enzimas puras.

Palavras-chave: Lacase. Biossensores eletroquimicos. Polissacarideo extracelular.
Espironolactona. Compostos fendlicos. Inibicéo.
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crude extract of laccase, botryosphaeran and nanoestructured materials for
analytical purposes. 2018. 65 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica).
Departamento de Quimica. Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

In the present work, a novel biosensor architecture using botryosphaeran and
laccase, both from the ligninolytic fungus Botryosphaeria rhodina MAMB-05 was
described. The enzyme was immobilized by physical adsorption on botryosphaeran
on the surface of the glassy carbon electrode modified with multi-walled carbon
nanotubes. The performance of the new biosensor was evaluated by the
determination of dopamine, a typical phenolic compound. Experimental parameters
such as enzyme concentration, pH value and instrumental parameters of the
electrochemical techniques were optimized. Using square-wave voltammetry,
dopamine was determined in a concentration range of 2.99 - 38.5 ymol L™, with a
detection limit of 0.127 ymol L™'. The proposed method was successfully applied in
the determination of dopamine in pharmaceutical formulations and in biological fluids,
showing good selectivity even in the presence of uric acid, ascorbic acid and other
phenolic compounds, attesting the potential of application of this biosensor in
complex matrices. The different aspects regarding the operational stability of the
laccase were evaluated, showing good intra- and inter-day repeatability and stability
over the useful life, with values of relative standard deviations of 3.6, 4.3 and 8.2%,
respectively. In addition, the proposed method can be applied to determination of
spironolactone, presenting a detection limit of 0.94 ymol L™'. The result obtained in
the analysis of spironolactone in commercial pharmaceutical samples was
satisfactory when compared to the official method described in the Brazilian
Pharmacopoeia, at a confidence level of 95%. In addition, the proposed biosensor
has manufacturing simplicity and can be applied as a viable alternative to procedures
using pure enzymes.

Keywords: Laccase. Electrochemical biosensors. Extracellular polysaccharide.
Spironolactone. Phenolic compounds. Inhibition.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS ENZIMATICOS

A incorporacdo de moléculas biologicas ativas na superficie de
sensores eletroquimicos para fins analiticos tem aumentado consideravelmente nos
altimos anos e novas arquiteturas de biossensores eletroquimicos vém
proporcionando sucesso em analises quantitativas, principalmente para aplicacao
em analises de amostras complexas, seja de origem biologica ou ambiental.

Os biossensores eletroquimicos sédo dispositivos que apresentam
um material biolégico de reconhecimento, intimamente em contato com um eletrodo,
sendo capazes de converter uma resposta biolégica em um sinal elétrico mensuravel
(FATIBELLO-FILHO; CAPELATO, 1992). Estes dispositivos apresentam seletividade
que sdo fornecidas pelo uso do componente bioldgico (enzimas, antigenos,
anticorpos, microrganismo, organelas, tecido animal ou vegetal, acidos nucleicos,
entre outros) em conjunto com a sensibilidade do transdutor (FATIBELLO-FILHO;
CAPELATO, 1992).

A Figura 1 apresenta um esquema geral dos componentes de um
biossensor eletroquimico enzimético. O analito alvo (substrato) presente na amostra
interage seletivamente com a enzima, gerando um ou varios produtos detectaveis.
Na sequéncia, a deteccdo destes produtos € possivel devido a presenca do
transdutor (eletrodo) que converte a resposta biolégica em um sinal quantificavel
pela aplicacdo de um potencial adequado. Por fim, com o auxilio de um detector, a
corrente é obtida e é proporcional a concentracao do analito na solucao (MOHANTY;
KOUGIANOS, 2006; LEE, 2008).

Esses dispositivos sdo seletivos, versateis, relativamente
econdbmicos e com resposta em tempo real, representando uma ferramenta
promissora para auxiliar as técnicas existentes como a cromatografia e
espectrofotometria na determinacdo de compostos de interesse e também para a
compreensao de seus mecanismos. As técnicas classicas como espectrofotometria
e cromatografia ndo permitem facilmente um monitoramento continuo on site, pois

sao de elevado custo, necessitam de operadores bem treinados e, em alguns casos,
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requerem etapas de extracdo ou pré-concentracdo, que aumenta o risco de perda de
amostra (ROSATTO et al., 2001).

Figura 1 — Esquema geral dos componentes de um biossensor eletroquimico

enzimaético.

T
* r
A e |a
Aok A n | n
Zz S

:* 1 d /ﬁ Sinal analitico
% m <

a t | |
o

Analito = Detector

Fonte: Adaptado de Mohanty e Kougianos, 2006.

Os biossensores apresentam resposta rapida, preciséo e sao de facil
utilizacdo. Ainda assim, podem ser descartaveis e miniaturizados, o que os torna
amplamente empregados nas mais diversas areas, como em diagnosticos clinicos,
seguranca alimentar e no monitoramento ambiental de areas contaminadas (WANG,
2001).

Os biossensores sao classificados a partir do material biolégico e
também do transdutor eletroquimico utilizado. Os imunossensores sdo baseados em
reacdo imunolégica, havendo interacdes do par antigeno-anticorpo, sendo o
antigeno ou o anticorpo imobilizado na superficie do transdutor. Os biossensores
celulares utilizam bactérias, algas ou leveduras imobilizadas na superficie do
transdutor. Os genossensores apresentam sequéncia de fitas simples de
oligonucleotideos imobilizados na superficie de um transdutor. Os biossensores
enzimaticos usam enzimas como material biolégico de reconhecimento, sendo estes
0s mais empregados no desenvolvimento de novos biossensores (WANG, 2001).

Frente a outros biossensores, como 0s Opticos, calorimétricos,
piezoelétricos e magnéticos, os eletroquimicos sado os mais difundidos, numerosos e
comercializados com sucesso. Nos transdutores eletroquimicos, o eletrodo converte

o sinal bioldgico em sinal elétrico mensuravel, proporcional & concentracdo do
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analito alvo. Além disso, podem ser classificados como condutométricos,
potenciométricos e voltamétricos/amperométricos (GRIESHABER et al., 2008).

Os biossensores condutométricos baseiam-se nas medidas de
condutancia, resultante de produtos de reacdo catalitica. Os biossensores
potenciométricos baseiam-se na diferenca de potencial entre dois eletrodos em
condicbes de corrente constante. Os biossensores amperométricos/voltamétricos
baseiam-se na medida de corrente resultante de reacfes de oxidacéao ou reducéo de
espécies eletroativas. Este ultimo tem a vantagem de apresentar versatilidade,
sensibilidade e baixo custo.

Clark e Lyons (1962) foram os primeiros a desenvolver um
biossensor enzimatico, utilizando a enzima glicose oxidase, como material biologico,
imobilizada em um eletrodo amperométrico para oxigénio usando uma membrana
semipermeavel de dialise. Nesse biossensor, considerado de primeira geracdo, a
glicose é oxidada a acido gliconico pela acdo da enzima na presenca de oxigénio

molecular, de acordo com a reacdo (Equacéo 1):

glicose + O, — acido glicénico + H,0, (2)

Quando uma baixa tensao é aplicada, ocorre a reducédo do O, na
superficie do eletrodo de platina, no qual um sinal elétrico proporcional a

concentracdo de glicose é produzido (Equacéo 2):

O+4H +4e — 2H,0 (2)

A diminuicdo da concentracdo (consumo) de oxigénio medida é

proporcional & concentracdo de glicose no sangue. Assim, nesses biossensores de

primeira geragéo ndo ocorre transferéncia direta de elétrons, mas sim se baseiam na

eletroatividade do substrato ou produto de reacdo enzimatica, apresentado

problemas de interferéncia em decorréncia da necessidade de elevados potenciais
de oxidacao/reducéo.

Esse modelo foi tdo bem-sucedido que muitos outros biossensores

comerciais para glicose foram produzidos usando o conceito original de medicéo de

oxigénio. Entretanto, este tipo de biossensor apresenta algumas limitagdes, como a



16

difusdo do oxigénio em solu¢des aquosas. Uma alternativa optada é quantificar a
concentracdo de peréxido de hidrogénio (WANG, 2001). Em 1975, a Yellow Springs
Instrument Company (YSI; Yellow Springs, Ohio, USA) comercializou o primeiro
biossensor enzimatico para deteccdo de glicose no sangue, o qual era baseado na
deteccdo amperométrica de peroxido de hidrogénio. Este foi o primeiro de muitos
analisadores de laboratério baseados em biossensores a serem construidos e
comercializados por empresas em todo o mundo para pacientes com diabetes
poderem monitorar com facilidade a glicose no sangue. Shichiri e colaboradores
(1982) descreveram o primeiro biossensor tipo agulha subcutaneo implantavel,
sendo um grande avanco na aplicagao “in vivo” de biossensores de glicose. Esses
dispositivos enzimaticos sdo obtidos em eletrodos impressos, permitindo a andlise
rapida de glicose em uma Unica gota de sangue por pacientes diabéticos em sua
propria casa. Ha ainda, os biossensores nédo invasivos, aplicados sobre a pele e na
boca (monitoramento de algum analito alvo em saliva).

Uma abordagem diferente destes tipos de biossensores foi a
substituicdo do oxigénio por um mediador sintético para transferéncia de elétrons
entre o sitio ativo da enzima e a superficie do eletrodo, classificado como
biossensores de segunda geracdo. Na transferéncia mediada de elétrons, a enzima
recebe elétrons de uma substancia doadora (mediador), a qual é regenerada e o
mediador, oxidado, é entdo reduzido por elétrons provenientes do eletrodo, gerando
uma corrente que € proporcional a concentracdo do substrato (analito alvo). Isso
proporciona menor potencial, mas pode facilitar a transferéncia de elétrons de
reacbes redox secundarias, além da baixa estabilidade dos mediadores
(MOROZOVA et al.,, 2007). O uso de mediadores, como o ferroceno e seus
derivados, imobilizados ou ndo em conjunto com enzimas oxirredutases constituiram
a base para os biossensores impressos lancados pelo MediSense em 1987, como o
medidor de glicemia de uso doméstico do tamanho de uma caneta.

Posteriormente, foram desenvolvidos também os biossensores em
gue a troca de elétrons se da entre o centro ativo da enzima e a superficie do
eletrodo sem o uso de mediadores, assim classificados como biossensores de
terceira geracdo. Com isso, pode-se obter um dispositivo simplificado, miniaturizado
e que opera em potenciais mais préximos aos da enzima, minimizando efeitos de

compostos concomitantes provenientes de amostras complexas (JANEGITZ, 2012).
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Uma variedade de biossensores que exploram outros tipos de
enzimas em combinagdo com transdutores eletroquimicos foram descritos na
literatura. Cada um deles apresenta alternativas que podem ser aplicados a
numerosos problemas analiticos em analises clinicas, de alimentos e bebidas,
industrias de processos, monitoramento ambiental, defesa e seguranca. Guilbault e
Montalvo (1969) foram os primeiros a detalhar a construcdo de um biossensor
potenciométrico. Nesse trabalho, eles imobilizaram a enzima urease em um eletrodo
de membrana liquida seletiva a ions aménio para a determinacdo de uréia em
fluidos biologicos. Esses autores destacaram a importancia do uso de enzimas
imobilizadas em eletrodos, no sentido de reutilizacdo das mesmas.

Os cuidados de saude sdo a principal area na aplicacdo de
biossensores, como 0 monitoramento de niveis de glicose no sangue por pacientes
diabéticos empregando biossensores de glicose. Por outro lado, detec¢do de ureia
tem aplicagbes potenciais para pacientes com doenca renal, seja em casa ou no
hospital. As aplicacdes industriais para biossensores incluem acompanhamento de
caldos de fermentacdo ou procedimentos de processamento de alimentos através da
deteccdo de concentracdes de glicose e outros produtos finais de fermentacdo. A
deteccdo sensivel de compostos fendlicos € um topico importante tanto para
acompanhamento e diagndstico clinico, como na pesquisa ambiental, porque estes
tipos de compostos geralmente existem nas aguas residuais de muitas industrias,
dando origem a problemas de saude publica, ja que muitos deles sdo de elevada

toxicidade.

1.2 DETERMINACAO DE DOPAMINA EMPREGANDO BIOSSENSORES

Os compostos fendlicos consistem na classe de compostos que
apresenta no minimo um grupo hidroxila ligado diretamente a um hidrocarboneto
aromatico, sendo encontrado em variedades de vegetais, frutas e produtos
industrializados, em fluidos biolégicos e também como poluente ambiental. Dentre
esses compostos, pode-se citar a dopamina (Figura 2). Ela é um neurotransmissor
de grande importancia no sistema nervoso central, renal e hormonal, a qual também
desempenha um papel importante nas funcdes psicologicas. A dopamina pode

provocar alteragBes fisiolégicas como estimulacdo cardiaca e a taquicardia
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(HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996). Assim, sua determinacdo é de grande
importancia, tanto em farmacos como em fluidos biolégicos, pelo fato de seu
metabolismo anormal estar associado a doencas como esquizofrenia e mal de
Parkinson. Ademais, o tratamento dessas doencas neuroldgicas muitas vezes passa

pelo uso de medicamentos que contem em sua composi¢ao a dopamina.

Figura 2 — Formula estrutural da dopamina.

HO NH2

HO

Fonte: o préprio autor.

A dopamina pode ser determinada pela oxidagao direta sobre a
superficie de diferentes tipos de sensores eletroquimicos em elevado potencial, que
pode promover a formacéo de produtos poliméricos que passivam a superficie do
eletrodo. Frente a isso, 0s biossensores eletroquimicos enzimaticos demonstram ser
uma ferramenta altamente promissora para a determinacdo de dopamina nos mais
diferentes tipos de amostras.

As enzimas sao biocatalisadoras muito eficientes que conferem ao
eletrodo uma maior seletividade, conferindo caracteristica importante nas medidas
eletroquimicas. Muitas moléculas podem ocasionar interferéncia nas analises, uma
vez que podem possuir potenciais de reducdo/oxidacdo préximos dos potenciais do
analito, além do que, os biossensores operam em um potencial mais proximos de 0
V, onde a contribuicdo de espécies interferentes é minimizada.

A enzima lacase pode ser eficientemente empregada para essa
finalidade (RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2015). Quando a enzima lacase esta
imobilizada na superficie de um eletrodo, ela recebe elétrons do composto fendlico
(dopamina), sendo reduzida. Para se regenerar, ela é oxidada na presenca de
oxigénio molecular presente na solucdo que € entdo reduzido a agua, de acordo
com esquema apresentado na Figura 3. Subsequentemente, o produto formado é
eletroquimicamente reduzido na superficie do biossensor e volta para a dopamina

(ROSATTO et al.,, 2001). O pico de corrente obtido na reducdo eletroquimica é
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proporcional & concentracao de dopamina na solucéo e é usado para a quantificacdo
da mesma em amostras reais. Dessa forma, a enzima é utilizada para converter uma
substancia a ser determinada (substrato), a qual ndo é diretamente medida em outra

e pode ser medida ou monitorada amperometrica/voltametricamente.

Figura 3 - Representagdo do mecanismo das reagfes que ocorrem nos
biossensores para a determinacdo de dopamina. Lacaserep € Lacaseox sSd0 as

formas reduzida e oxidada, respectivamente da Lacase.

O .
4

XA
HO NH2
:O/\/ Lacaseoy H,0

Biossensor

Fonte: Adaptado de Rosatto e colaboradores, 2001.

A literatura dispbée de varios trabalhos que descrevem o
desenvolvimento de biossensores eletroquimicos enzimaticos para a determinacgao
de dopamina. Silva e colaboradores (2016) decoraram nanoparticulas de ouro
(NPsAu) estabilizadas em policloreto de alilamina (PCA) com a enzima lacase em
um eletrodo de pasta de carbono (EPC) (NPsAu-PCA-lacase/EPC) para a
determinacdo de dopamina em formulagbes farmacéuticas empregando a
voltametria de onda quadrada (VOQ). A curva analitica apresentou linearidade no
intervalo de concentracdo de 0,49 — 23,0 pmol L™, com limite de deteccdo (LD) igual
a 0,26 umol L™. Li e colaboradores (2012) imobilizaram a enzima lacase em esferas
de silica (Si) na superficie de um eletrodo de tela impressa (ETI) modificado com

nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCs) (lacase-Si-NTCs/ETI) para a
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determinacdo de dopamina por voltametria de pulso diferencial (VPD). A curva
analitica apresentou linearidade no intervalo de concentracgéo de 1,3 — 85,5 pmol L™,
com LD igual a 0,42 pmol L™. Zhao e colaboradores (2014) imobilizaram a enzima
lacase em um eletrodo de carbono vitreo (ECV) modificado com SiO,
nanoestruturado (lacase-SiO,/ECV) para a determinacdo de dopamina em amostra
de sangue fresco (obtido de coelho). Neste trabalho foi obtido linearidade no
intervalo de 0,99 — 138,4 pmol L™, com LD igual a 0,42 pmol L™, empregando-se
amperometria. Wang e colaboradores (2014) utilizaram nanoparticulas de silica
modificada com &cido fitico (AF) (lacase/NPsSiO,-AF) para a determinacdo de
dopamina em amostra farmacéutica e em amostra de sangue de rato. O método
apresentou linearidade no intervalo de concentragéo de 0,99 — 103,1 pmol L™, com
LD igual a 0,26 pmol L™, empregando-se amperometria. Cesarino e colaboradores
(2013) desenvolveram um biossensor a base de lacase imobilizada em um ECV
modificado com NTCs e polipirrol (NTCs-PPR-lacase/ECV) para a determinagcao de
dopamina em amostras de urina. Foi obtida linearidade no intervalo de concentracéo
de 0,5 — 4,75 pymol L™, com LD igual a 0,14 pmol L™, empregando-se VPD. Hua e
colaboradores (2015) imobilizaram a enzima lacase em ETI utilizando 6xido de
grafeno reduzido (OGr), B-ciclodextrina (CD) e benzaldeido (BA) (lacase-CDBA-
OGI/ETI). Este biossensor foi aplicado na determinacdo de dopamina em amostras
de urina humana. O método apresentou linearidade no intervalo de concentracdo de
0,1 — 70 umol L™}, com LD igual a 0,03 pmol L™, empregando-se VPD. Shervedani e
Amini (2012) imobilizaram a enzima lacase em um eletrodo de ouro (EAu)
empregando a técnica de camadas automontadas com auxilio do &cido
mercaptopropiénico (AM) (lacase-AM/EAuU) para a determinacdo de dopamina em
solucéo injetavel e plasma humano. O método apresentou linearidade nos intervalos
de concentracdo de 0,5 — 13,0 e 47,0 — 430,0 pmol L™, com LD igual a 0,029 pmol
L™, empregando-se VPD.

1.3 ENZIMA LACASE

As lacases (EC 1.10.3.2, benzenodiol: oxigénio oxidorredutase) sédo
enzimas do tipo oxidase que contém, no geral, quatro atomos de cobre por
molécula; um cobre mononuclear (sitio T1) e trés cobres em um cluster (sitio T2/T3),

0 qual é responsavel pelo seu comportamento eletroquimico. O sitio T1 confere cor
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azul clara a solucéo de lacase em 4gua, sendo este o aceptor primario de elétrons
do substrato, o qual seré reduzido. Ela catalisa a oxidacdo de uma grande variedade
de substratos organicos aromaticos, especialmente estruturas fendlicas, como
mono, di, polifendis e metoxifendis na auséncia de H,0,, pela abstracdo de um
elétron destes com concomitante reducdo de oxigénio para dgua (MOROZOVA et
al., 2007; JONES; SOLOMON, 2015; CANNATELLI; RAGAUSKAS, 2017).

De acordo com dados da literatura ainda ndo ha um mecanismo
definido sobre a transferéncia de elétrons e reducdo do oxigénio molecular.
Entretanto, descreve-se que o cobre T1 da lacase recebe elétrons do substrato,
formando um cation radical ou cation intermediario, 0os quais subsequentemente
podem reagir através de mecanismos ndo enzimaticos, transferindo os elétrons para
os trés atomos de cobre do cluster T2/T3, onde o oxigénio molecular é reduzido a
agua (JONES; SOLOMON, 2015; CANNATELLI; RAGAUSKAS, 2017).

A enzima lacase ocorre amplamente em fungos, plantas, bactérias e
insetos, principalmente como enzimas extracelulares. O fungo ascomiceto
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 isolado de fruta tropical apodrecida foi descrito na
literatura como produtor deste tipo de enzima induzido pelo &lcool veratrilico
(BARBOSA; DEKKER; HARDY, 1996). A sua utlizagdo no desenvolvimento de
novas arquiteturas de biossensores desponta como promissora por ser ainda pouco
explorada. H& poucos trabalhos descritos na literatura que relatam o uso de lacase
obtida pelo fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 em biossensores. Em 2008,
Cortes utilizou a técnica de layer by layer para depositar a enzima lacase junto com
0 exopolissacarideo botriosferana, as quais foram adsorvidas, alternativamente, com
o policloreto de dialildimetillaménio para a determinacdo de dopamina utilizando o
ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)6-acido sulfénico) como mediador de
elétrons.

Ainda pode-se destacar que, a literatura descreve o0 uso de extrato
bruto enzimético (EBE) na fabricacdo de biossensores para aplicacdo em amostras
reais. O uso de EBE apresenta vantagens quando comparados com a utilizacao da
enzima purificada e comercial, como preservacdo da atividade catalitica,
manutencao da estabilidade, maior tempo de vida util, além de ser de facil obtencéo.

De acordo com Fatibello-Filho e Vieira (2002) os procedimentos para obtencdo de
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EBE sao simples, rapidos e eficientes, destacando que a atividade enzimética no
extrato bruto € mantida por longos periodos.

1.4 SUPORTES SOLIDOS E IMOBILIZACAO ENZIMATICA

A enzima a ser imobilizada no eletrodo para obtencdo de um
biossensor € escolhida de acordo com o analito alvo e 0 sucesso nho
desenvolvimento do dispositivo depende do processo de imobilizacdo, que tem por
objetivo manter um contato direto entre a enzima e a superficie do sensor de forma
estavel.

A utilizacdo de enzimas na forma livre € normalmente dificultada
devido as mesmas estarem sujeitas a fatores quimicos, fisicos e biolégicos que
limitam sua vida atil durante uso ou estocagem (OLIVEIRA; VIEIRA, 2006). A
imobilizacdo consiste na retencdo da enzima em um suporte solido insolavel,
devendo manter a funcdo, estrutura e atividade biologica e ndo serem dessorvidas
durante o uso (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012). Dessa forma, a enzima
pode ser reutilizada, com possibilidade de conduzir processos continuos e pode-se
utilizar o extrato bruto como fonte enzimética, que implica em menor custo para o
processo. Além disso, a reacdo pode ser interrompida a qualquer momento,
tornando mais facil a separacdo da enzima dos produtos de reacdo, sem haver
contaminacgdo. Entretanto, a imobilizacdo pode afetar a conformacédo da enzima, sua
estabilidade, ou fazer com que os sitios ativos se tornem menos acessiveis para a
difusdo de substratos. Dessa forma, a etapa de imobilizagcdo da enzima ao eletrodo
é crucial no desenvolvimento de um biossensor.

Sempre gue possivel, deve-se escolher um método de imobilizacéo
mais simples e de menor custo, tornando o processo mais econdmico, mas desde
gue obtenha maior retencéo da atividade enzimatica, estabilidade e durabilidade. Ha
uma diversidade de métodos de imobilizacdo; entretanto, ndo h& um especifico
aplicavel para todas as enzimas conhecidas. E importante sempre conhecer as
caracteristicas fisicas e quimicas do suporte, bem como a possibilidade de
regeneracao do mesmo e também as técnicas de imobilizacao.

Vérios tipos de suportes sélidos vém sendo estudados para a

imobilizacdo de lacases. Na selecdo de um suporte € importante observar a area
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superficial, sua insolubilidade, ser resistente a atague microbiano, o custo, natureza
hidrofilica/hidrofébica, capacidade de regeneracdo. Dentre outros suportes
amplamente empregados na confeccdo de sensores ou biossensores, destacam-se
0s polissacarideos, como a quitosana (XU et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009;
FRANZOI et al., 2009; YANG et al., 2013) e a carboximetilcelulose (CHENG et al.,
2013), uma vez que apresentam caracteristicas notaveis como, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, habilidade para formar um filme de pequena espessura,
aderéncia na superficie do eletrodo, renovavel, abundancia na natureza e
geralmente ndo toxicos. Oliveira e colaboradores (2009) desenvolveram um
biossensor baseado na imobilizacdo de lacase em microparticulas de quitosana para
determinar rutina em produtos farmacéuticos. Franzoi e colaboradores (2009)
imobilizaram lacase em quitosana por ligacdo covalente cruzada com cloreto
cianurico, obtendo um dispositivo com alta sensibilidade, boa repetibilidade e
reprodutibilidade e estabilidade a longo prazo (13% de redug&o na resposta ao longo
de 70 dias) para a determinacdo de luteolina em amostras de chas. Cheng e
colaboradores (2013) desenvolveram um biossensor baseado no uso de
carboximetilcelulose e 6xido de grafeno reduzido para imobilizacdo de hemoglobina.
Xu e colaboradores (2006) utilizaram o0 nanocompésito a base de
carboximetilquitosana e NPsAu para a imobilizacdo da enzima peroxidase de raiz
forte. Yang e colaboradores (2013) modificaram um ECV com carboximetilquitosana
e oxido de grafeno reduzido para a fabricacdo de um citossensor.

O fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05 também é
produtor do polissacarideo extracelular botriosferana (BARBOSA et al., 2003).
Exopolissacarideos sdo polissacarideos produzidos no meio externo da célula
fungica, isto é, sdo extracelulares (BARBOSA et al.,, 2004). Estes podem ser
classificados em homopolissacarideos, quando possui em sua estrutura molecular
apenas monoémeros ligados por ligagdes glicosidicas, do mesmo tipo, como o amido
e glicogénio, proveniente de fonte vegetal e animal, e os heteropolissacarideos,
também ligados por ligagcbes glicosidicas, constituem em sua estrutura mais de um
tipo de mondémero, como, o peptidoglicanos, de origem fungica (BARBOSA et al.,
2004).

A producdo do exopolissacarideo ocorre quando o meio de cultura

contém glicose como Unica fonte de carbono para estabilizar a enzima lacase
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também produzida pelo mesmo fungo. O exopolissacarideo botriosferana foi
primeiramente descrito em 2003 por Barbosa e colaboradores e tem uma estrutura
molecular caracterizada como B (1—3; 1—6)-D-glucana com aproximadamente 22
% de ramificacdo lateral C-6 e também apresenta baixa solubilidade em meio
aquoso (Figura 4). Isto se deve ao seu meio de cultivo ser a glicose, porém ha
outras fontes de carbono que podem ser exploradas como, a sacarose e a frutose,

entretanto, a solubilidade e a ramificacdo séo diferentes.

Figura 4 — Representagao estrutural da botriosferana.
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Fonte: Baseado em Bongiovani e colaboradores, 2009.

Uma caracteristica atrativa do exopolissacarideo € ajudar a manter a
estabilidade da enzima lacase, pois esta fornece um ambiente bioquimico similar ao
ambiente natural da enzima nas células biolégicas, preservando sua estrutura sem a
perda da atividade catalitica. Além disso, assim como outros polissacarideos, ele
pode ser usado para imobilizar a enzima lacase na superficie de transdutores
eletroquimicos, sem que haja um bloqueio na transferéncia de elétrons entre a
enzima e o0 eletrodo. Poucos trabalhos descritos na literatura empregam este
exopolissacarideo. Em 2007, Franca o empregou para sintetizar um biomaterial
constituido por polianilina e botriosferana e em 2008, Cortes o empregou para obter
um biossensor por layer by layer. Cabe ressaltar aqui, que botriosferana ainda néo
foi utilizada para a imobilizacdo simples da enzima lacase em eletrodos a base de
carbono para aplicagfes eletroquimicas e no desenvolvimento de biossensores.

Os métodos de imobilizacdo mais empregados sdo aqueles
baseados em ligacbes fisicas e quimicas entre a enzima e o eletrodo, como
adsorcao, encapsulamento, ligacdo covalente e ligacdo covalente cruzada (Figura

5). Deve-se levar em conta a atividade da enzima, de forma a garantir maxima
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atividade, as caracteristicas de regeneracdo, 0 custo do procedimento de
imobilizagdo, a toxicidade dos reagentes de imobilizacdo e a estabilidade
operacional (MARQUES; YAMANAKA, 2008).

Figura 5 — Representacdo dos principais processos de imobilizacdo de enzimas
sendo (A) adsorcao, (B) encapsulacéo, (C) ligagao covalente e (D) ligagcéo covalente

cruzada.
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Fonte: Adaptado de Marques e Yamanaka, 2008.

O método de imobilizacdo por adsorcéo fisica se baseia na interacéao
da enzima com o suporte por meio de pontes de hidrogénio, forcas de Van der
Waals, ligacdes hidrofébicas e ligacdes ibnicas, as quais sdo consideradas fracas e
podem atribuir desvantagens. Porém, a utilizacdo deste método é simples, facil e de
baixo custo, e ainda ha a possibilidade de reutilizacdo do suporte apds varias
analises. A adsorc¢dao fisica ndo altera a estrutura molecular da enzima e com isso
nao afeta a sua atividade catalitica. Como mencionado, devido as estas interacdes
serem fracas, ha a possibilidade de dessorcdo da enzima pelas alteracdes nas
variaveis de pH, temperatura e forca ibnica. Todavia, hd a vantagem da néo
utilizacao de reagentes para imobilizacdo, o suporte pode ser reutilizado, e é simples
e econdémico.

Outro método € a encapsulacdo de enzimas em membranas
poliméricas semipermeaveis (nylon, acetato de celulose, dentre outros), que ocorre
guando uma molécula da enzima permanece confinada huma membrana localizada
na superficie do eletrodo e que apresenta uma porosidade controlada para a livre
difusdo do analito e dos produtos de reacdo. A vantagem desse método de

imobilizagdo é a ndo interagdo da enzima com a matriz e o meio reacional, ndo
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afetando sua atividade catalitica, pode-se imobilizar varias enzimas em uma Unica
etapa, € reutilizavel e apresenta elevada area superficial para contato do substrato e
da enzima no interior de um volume relativamente pequeno. Como desvantagens,
pode ocorrer o0 crescimento de microorganismos na superficie do eletrodo e a
enzima pode vazar dos poros.

A imobilizacdo de enzima pelo método de ligacdo covalente é o mais
popular método de imobilizacdo quimica. As enzimas se ligam por meio de seus
grupos funcionais que ndo sdo essenciais para a sua atividade catalitica com grupos
reativos especificos presentes no suporte (hidroxilas, carbonilas, aminas, tiéis, etc.),
por ligacbes covalentes. Esses grupos reativos do suporte podem ser ativados
(modificados para produzir intermediarios reativos), empregando-se reagentes
multifuncionais, seguido de acoplamento enzimatico ao suporte ativado, com
posterior remoc¢éo de enzimas nao ligadas.

Os reagentes mais utilizados para ativacdo de superficie de
eletrodos, chamados de reagentes de reticulacdo sao glutaraldeido, cistamina, 1-etil-
3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)/N-hidroxissuccinimida (NHS). Estes sdo
moléculas que tem pelo menos duas extremidades reativas que se ligam a grupos
especificos de aminoacidos na superficie da enzima (BRONDANI et al., 2009). O
glutaraldeido promove a formacdo de grupos aldeidos na superficie do eletrodo e
assim os grupos aminos da enzima ligam-se covalentemente aos grupos aldeidos do
suporte. A cistamina (2,2-diaminoetildissulfeto) é um amino sulfeto que se liga
fortemente ao ouro, introduzindo a este, grupamentos amino. Na sequéncia o
glutaraldeido pode fazer ligacdo covalente cruzada entre a enzima e o eletrodo. A
ligacdo covalente cruzada é um método de imobilizacdo que se baseia na formacgéao
de uma rede rigida entre o reagente de reticulacdo e a enzima. O EDC promove a
formacao de ligagdo amida entre os grupos carboxilicos presentes na superficie do
eletrodo e o grupo funcional amino de uma enzima. O NHS pode ser associado ao
EDC para melhorar a eficiéncia da imobilizacdo, promovendo estabilidade e
aumento no numero de ligagbes (SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012).

Freire, Duran e Kubota (2001) investigaram diferentes métodos de
imobilizagdo da enzima lacase em eletrodo de fibra de carbono, incluindo adsorgéo
fisica, uso de glutaraldeido, de EDC e EDC/NHS. Com esse estudo, eles mostraram

que diferentes processos de imobilizacdo tém uma influéncia importante na
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sensibilidade do biossensor. O EDC/NHS, usado para acoplar a lacase a grupos
carboxilicos nas fibras de carbono, promoveu maior sensibilidade e excelente
estabilidade, mantendo a atividade da enzima ao longo de 2 meses.

Ha ainda outros reagentes de reticulacdo empregados no
desenvolvimento de biossensores. Glioxal e tripolifosfato de sédio foram
empregados para imobilizar a enzima lacase em microparticulas de quitosana,
sendo obtidas por spray drying, visando a construcdo de biossensores para
determinacdo de rutina em produtos farmacéuticos (OLIVEIRA et al., 2009).
Carbodiimida e Glioxal foram utilizados para imobilizacdo da peroxidase, obtida por
extrato bruto de homogeneizado de milho, em quitina. O biossensor assim
desenvolvido apresentou estabilidade e reprodutibilidade a longo prazo com um
desvio padréao relativo de 2,0 % (BRONDANI et al.,, 2009). Fernandes, Santos e
Vieira (2013) desenvolveram um biossensor com lacase imobilizada em uma matriz
de quitosana. Antes da imobilizacdo da lacase, a quitosana foi reticulada com a
genipina, um agente de reticulacdo natural e incorporada em um eletrodo de pasta
de carbono. O dispositivo foi aplicado na determinacdo dos compostos fendlicos
totais em amostras de ervas combinadas. Os autores atribuiram o bom desempenho
do biossensor a imobilizacao efetiva da lacase no suporte reticulado com genipina.

Vantagens como maior estabilidade pode ser observada com a
imobilizacdo por ligacdo covalente ou covalente cruzada, além de maior resisténcia
da enzima quanto a variacdo de pH, temperatura, solventes orgéanicos e o fato da
enzima nao ser dessorvida do suporte. Todavia, como desvantagem, este método
pode ocasionar a inativacdo da enzima, devido a interacdo de grupos funcionais da

enzima com o suporte imobilizador, desconformando sua estrutura.

1.5 ELETRODOS MODIFICADOS

A escolha do tipo de eletrodo € um aspecto importante da
preparacdo de um biossensor. Ele deve apresentar caracteristicas eletroquimicas
apropriadas e também ser adequado para o método de imobilizacéo selecionado.

O eletrodo de carbono vitreo (ECV) € um dos eletrodos comumente
utilizados na eletroandlise e é usado em uma ampla gama de aplica¢cdes analiticas.
E uma alternativa mais econdmica quando comparado aos metais nobres e

apresenta propriedades eletroquimicas atraentes, como ampla faixa de potencial de
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trabalho, razoavelmente inerte quimicamente e possui facilidade de modificagéo,
fazendo com que vérias estratégias de modificacdo de sua superficie tenham sido
conduzidas para o desenvolvimento de biossensores (MALEKI et al., 1998).

Para melhorar o desempenho analitico (sensibilidade e seletividade)
dos biossensores desenvolvidos utilizando ECV, realiza-se uma modificacdo de sua
superficie. A modificacdo do ECV € importante porque o transdutor elétrico no
biossensor eletroquimico € um eletrodo. Deste modo, empregando-se um eletrodo
modificado, a sensibilidade e a seletividade dos procedimentos utilizando as técnicas
eletroanaliticas sdo significativamente maiores que as obtidas com o emprego de
eletrodos ndo modificados (MOSES et al., 1975).

Materiais nanoestruturados baseados em carbono, como os NTCs,
foram extensivamente aplicados para modificacdo da superficie de ECV para
construcdo de novas arquiteturas de biossensores. Eles apresentam alta
condutividade elétrica, alta atividade eletrocatalitica e elevada &rea superficial. Estes
materiais sdo adequados para transducdo de sinais elétricos gerados apos o
reconhecimento da resposta biolégica resultante da reacdo bioquimica entre a
enzima imobilizada na superficie do eletrodo e o analito de interesse (ABDULBARI,
BASHEER, 2017).

Os NTCs tém uma area superficial muito maior do que quando
comparada com seu volume. Devido ao tamanho dos NTCs, uma melhora no
desempenho eletroquimico dos ECVs pode ocorrer, com elevada transferéncia
eletrbnica entre a interface eletrodo/solugcéo, aumento da sensibilidade e diminuicéo
do LD. Ademais, a modificagdo com NTCs pode colaborar com a diminuicdo do
sobrepotencial para varios substratos eletroativos e aumentar a reatividade
eletroquimica dos produtos enzimaticos.

Os NTCs sdo insolaveis em agua ou em solventes comuns, contudo,
uma rica variedade de estratégias foram propostas para resolver estes problemas,
incluindo oxidagdo quimica com &cidos fortes, os quais ajudam a eliminar impurezas
metalicas, removem as extremidades e adicionam grupos funcionais oxigenados na
superficie ou extremidade dos mesmos (—COOH, —-OH, —C=0), facilitando seu
manuseio e também devido a esta funcionalizacdo ha uma maior capacidade de
adsorcdo de moléculas bioldgicas (FU et al., 2002; SOUZA-FILHO; FAGAN, 2007).
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1.6 DETERMINACAO DE ESPIRONOLACTONA

A espironolactona (Figura 6) € um antagonista especifico da
aldosterona, a qual é utilizada na terapia de hipertensdo (diurético de potassio), de

insuficiéncia cardiaca congestiva e, também, de cirrose hepatica.

Figura 6 — Formula estrutural da espironolactona.

Fonte: o préprio autor.

Para assegurar a qualidade das formulacdes farmacéuticas que
contém espironolactona, é de extrema importancia o controle de qualidade referente
a quantidade adequada em cada comprimido desta substancia, devido aos perigos
do uso impréprio. E importante ainda, que o contetdo dos comprimidos seja
checado e verificado se nestes estdo a quantia adequada conforme estabelecido no
rétulo, antes de liberado para o consumo humano, por metodologias simples,
precisas e validas para o controle de qualidade.

Uma variedade de metodologias analiticas tem sido reportada na
literatura para a determinacdo de espironolactona em amostras biologicas e
farmacéuticas, incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (BACHMAN;
STEWART, 1990; VARIN et al., 1992; VLASE et al.,, 2011), espectrofotometria
(PRAJAPATI et al., 2016), fluorescéncia (LIANG et al., 2006) e métodos
eletroanaliticos utilizando eletrodos a base de mercurio (BELAL, 1992; AL-GHAMDI,;
AL-GHAMDI; AL-OMAR, 2008; EL-SHAHAWI et al., 2013; SMAJDOR; PIECH,;
PACZOSA-BATOR, 2018).

Bachman and Stewart (1990) utilizaram CLAE com deteccao
eletroquimica para a determinacdo de espironolactona e hidroclorotiazida em
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medicamentos usando metanol:tampao fosfato (65:35, v:v) como fase mével. Para a
determinacdo foi necessério empregar uma etapa de derivatizacdo fotoquimica.
CLAE também foi empregada para a determinacdo de espironolactona e seus
metabalitos em fluidos biolégicos apds extracdo em fase sélida. A deteccéo foi UV e
0s autores usaram metanol:dgua acidificada com acido fosférico (65:35, v:v) como
fase movel (VARIN et al., 1992). Vlase e colaboradores (2011) utilizaram CLAE com
deteccdo por espectrometria de massas para a determinacdo de espironolactona e
cancerona em fluidos biolégicos usando uma fase movel consistindo de 58% de
metanol, 42% de solucdo de acetato de amonio (10 mmol L™). Espectrofotometria
UV por derivadas de primeira e segunda ordem foi empregada por Prajapati e
colaboradores (2016) para a determinacdo de espironolactona em comprimidos
usando metanol como solvente. Baseado mudancas na intensidade de
luminescéncia da reacdo entre quantum dots CdSe e espironolactona, Liang e
colaboradores (2006) desenvolveram um método analitico para a determinacéo
desse farmaco em formulacbes comerciais. As amostras, reduzidas a p6 foram
dissolvidas em solucéo de cloroformio:hexano (1:9 (v/v)) e os excipientes insolaveis
foram removidos da solucdo com centrifugagdo a 12.000 rpm durante 5 minutos.
Utilizando as técnicas eletroanaliticas, espironolactona foi determinada
polarograficamente em tampéao Britton-Robinson contendo 40% de metanol (BELAL,
1992) e voltametricamente utilizando o eletrodo gotejante de mercurio (AL-GHAMDI;
AL-GHAMDI; AL-OMAR, 2008; EL-SHAHAWI et al., 2013) e eletrodo de filme de
mercurio (SMAJDOR; PIECH; PACZOSA-BATOR, 2018).

Os métodos analiticos apresentados para a determinacdo de
espironolactona requerem um pré-tratamento extensivo e/ou instrumentacéo de alto
custo, aumentando o custo e a complexidade das analises. Além disso, no caso dos
métodos eletroanaliticos, o uso de eletrodos de mercurio tem sido evitado, devido a
sua toxicidade. Ja o emprego de um biossensor pode tornar uma alternativa na
determinacao de espironolactona, devido analise mais econémica, simples e rapida,
sem emprego quantidades excessivas de solventes e uso de metodologias longas
de preparo de amostra.

O uso de biossensores na determinagdo de amostras farmacéuticas
ou poluentes ambientais € geralmente baseado em reacdes de inibicdo, na qual a

taxa inicial da reagdo enzimatica diminui linearmente com o0 aumento da
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concentracdo de inibidores, oferecendo alta sensibilidade e seletividade
(FERNANDES et al., 2011). Contudo, determinac¢fes indiretas também podem ser
realizadas com o emprego desses dispositivos. Essas determinacfes indiretas se
referem a reacdes paralelas que ocorrem com o substrato ou produto da reacao
enzimatica. Por exemplo, Fatibello-Filho e Vieira (2000) determinaram acido
ascoérbico em formulagdes farmacéuticas empregando um biossensor baseado em
eletrodo de pasta de carbono modificado com extrato bruto de abobrinha como fonte
de peroxidase. Nesse caso, quando acido ascoérbico foi adicionado a solucéo,
podendo reduzir quimicamente p-quinona para hidroquinona ou ainda o peroxido de
hidrogénio, decrescendo a corrente de pico proporcionalmente ao aumento de sua
concentracdo. Em outro trabalho, Sartori, Vicentini e Fatibello-Filho (2011),
determinaram indiretamente sulfito em vinhos empregando um biossensor
voltamétrico a base de extrato bruto de batata doce como fonte enzimatica de
polifenoloxidase. Nesse caso, o sulfito pode reagir na reacdo de reducdo de o-
quinona ao catecol e ainda pode reagir com a o-quinona pela formacéo de o-
quinona-sulfito, uma vez que o sulfito € um nucledfilo forte. A cisteina foi
determinada de forma indireta em formulagbes farmacéuticas empregando um
eletrodo de pasta de carbono modificado com lacase. Nesse caso, quando a cisteina
€ adicionada a solucdo, a benzoquinona, formada na etapa enzimatica, reage por
meio de uma adicdo nucleofilica, formando o composto tiol correspondente
(SANTHIAGO; VIEIRA, 2007).

A determinacdo voltamétrica de espironolactona, seja direta ou
indiretamente, ainda ndo havia sido descrita na literatura com o uso de eletrodos a
base de carbono, bem como o uso de biossensores enzimaticos eletroquimicos para

a determinacao indireta da mesma.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver uma nova arquitetura de biossensor enzimatico
empregando o ECV como transdutor eletroquimico.

Empregar o biossensor proposto no desenvolvimento de um
procedimento voltamétrico para a determinacdo direta de dopamina e indireta de
espironolactona.

Determinar a concentragdo de dopamina em amostras
farmacéuticas e fluidos biolégicos, bem como de espironolactona em amostras

farmacéuticas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Empregar a botriosferana para imobilizar a enzima lacase no ECV
modificado com filme de NTCs.

Estudar a influéncia da quantidade de botriosferana e de lacase na
confecc¢ao do biossensor.

Avaliar o biossensor proposto como eletrodo de trabalho para a
determinacdo de dopamina, comparando-o com outros biossensores contendo
lacase relatados na literatura.

Investigar o melhor valor de pH para a determinacdo de dopamina.

Avaliar a técnica voltamétrica de onda quadrada para a construcao
de curvas analiticas para a determinacéo de dopamina.

Determinar espironolactona por método indireto, empregando o sinal
analitico obtido para dopamina.

Avaliar o efeito dos possiveis interferentes presentes nas amostras
analisadas, contendo dopamina ou espironolactona, e determinar os analitos em

amostras biologicas, como urina e fluido cerebrospinal, e formulacdes farmacéuticas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau
analitico. Dopamina, espironolactona, acido sulfdrico e NTCs (20-30 mm de diametro
e 0,5-2 um de comprimento, pureza: = 95%) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Acido
ascorbico, acido urico e hexacianoferrato (lll) de potassio foram obtidos da Synth.
Etanol, acido cloridrico, &cido nitrico, fosfato de potdssio monobdésico, fosfato de
potassio dibasico e N,N-dimetilformamida (DMF) foram obtidos da Anidrol. As
formulacbes farmacéuticas foram adquiridas em uma farméacia local na cidade de
Londrina, Estado do Parana, Brasil.

Todas as solug¢des foram preparadas com agua ultrapura obtida a
partir de um sistema Milli-Q (Millipore®) com resistividade superior a 18 MQ cm.

O eletrdlito suporte utilizado nos experimentos foi uma solucéo
tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,0). Esta solucéo é composta de fosfato de potassio
monobasico a 0,1 mol L™ com pH ajustado para 6,0 com solucdo de fosfato de
potassio dibasico a 0,1 mol L.

A solucéo padrédo de dopamina foi preparada em solucdo tampéao
fosfato (pH 6,0) a cada dia de experimento, em uma concentracdo de 10,0 mmol L™,
A solucéo padréo de espironolactona teve seu preparo a uma concentracao de 10,0
mmol L™, conforme o dia de experimento, sendo preparada com solucdo tamp&o
fosfato (pH 6,0) e adicdo de 50% de etanol para a solubilizacéo.

Os NTCs foram tratados com solugéo de &cido cloridrico 2,0 mol L™
a fim de minimizar possiveis impurezas metalicas presentes e, em seguida foram
funcionalizados utilizando uma mistura de &cido nitrico:4cido sulfarico (3:1, v/v),
como descrito na literatura (DATSYUK et al., 2008).

3.2 INSTRUMENTACAO

A voltametria ciclica (VC) e voltametria de onda quadrada (VOQ)
foram empregadas no desenvolvimento do método proposto utilizando o biossensor

eletroquimico enzimatico.
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As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato modelo FRA2 pAutolab tipo Il controlado com o software
GPES 4.9 e acoplado a um microcomputador para aquisicdo dos dados. Para os
experimentos voltamétricos foi utilizada uma célula eletroquimica de vidro com
capacidade para 15 mL, com uma tampa de Teflon®, com encaixes para eletrodos.

Como eletrodo de trabalho foi utilizado um biossensor enzimético
eletroquimico, o eletrodo de referéncia foi o Ag/AgCl (3,0 mol L™ KCI) e uma placa
de platina (5 mm x 5 mm) foi utilizada como eletrodo auxiliar. Um tempo de agitacéo
de 30 s foi utilizado para homogeneizar ambas as solu¢cdes de dopamina e
espironolactona na célula eletroquimica.

O pH foi medido a 25,0 + 0,5 °C usando um pHmetro ION, modelo
pHE500, empregando um eletrodo combinado de vidro com um eletrodo de
referéncia externo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

As determinacdes espectrofotométricas foram realizadas utilizando
um espectrofotbmetro UV-Vis ThermoSpectronic modelo Genesys, empregando uma

cubeta de quartzo de 1 cm, acoplado a um computador.

3.3 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DA LACASE

A enzima lacase foi obtida por fermentacdo submersa utilizando o
fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05, como descrito por Barbosa e
colaboradores (1996). O fungo foi mantido em meio BDA (batata, dextrose, agar) a 4
°C e sub-cultivado em intervalos de trés meses. Para a producdo da lacase, o fungo
foi transferido do meio BDA para um meio nutriente liquido contendo meio salino
minimo de Vogel (MSMV) (VOGEL, 1956), agar (20 g L™) e glicose (10 g L™).
Frascos Erlenmeyer (2 L) contendo o meio nutriente liquido composto por MSMV,
alcool veratrilico como indutor de lacase e glicose (10 g L™) foram inoculados com
64 tampbes de &gar (1,0 cm de diametro), retirados de uma placa de &agar
colonizada com micélio cultivado por 96 horas. As culturas foram cultivadas por
fermentacdo submersa em agitacéo (180 rpm) durante 4,5 dias a 28 °C.

Os cultivos foram colhidos por centrifugacéao (1250 x g / 30 minutos)
separando o micélio (descartado) e o sobrenadante (coletado). Em seguida, o

sobrenadante foi exaustivamente dialisado por 48 horas contra agua destilada a 4
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°C, e entdo liofilizado. O p6 seco foi armazenado a —20 °C, e foi utilizado como fonte
de lacase. Uma solugcédo a 1% (m/v) do extrato bruto enzimatico foi armazenada a
—6,0 °C, e foi usada para a construcao do biossensor.

A lacase foi testada em relacédo ao ABTS (Sigma-Aldrich; 50 mmol L™
!y como substrato em tampé&o citrato fosfato 120 mmol L™ em pH 3,0 e 50 °C por 5
minutos, e o produto oxidado formado foi medido espectrofotometricamente a 420
nm (€ = 36.000 M cm™).

A unidade de atividade enzimatica € definida como o numero de
pmol de ABTS oxidado por minuto sob as condi¢cbes experimentais (BARBOSA,
DEKKER; HARDY, 1996), e no presente trabalho a atividade enzimética medida foi
de 27,5 U mL™, unidade de atividade enzimatica (transformacéo de 1 umol por

minuto).
3.4 OBTENCAO DA BOTRIOSFERANA

A sintese do exopolissacarideo foi preparada de acordo com o
reportado por Barbosa e colaboradores (2003).

A botriosferana foi produzida em frascos Erlenmeyer (2 L), em meio
nutriente liquido (800 mL) contendo MSMV e sacarose (50 g L™*) em condicBes de
agitacao (180 rpm) por 72 horas a 28 °C. Em seguida, os cultivos foram colhidos por
centrifugacdo (1250 x g / 30 minutos) separando o micélio (descartado) e o
sobrenadante (coletado). O sobrenadante contendo o exopolissacarideo foi
precipitado com trés volumes de etanol e o precipitado recolhido por centrifugacgéao.
Apos este procedimento, o precipitado foi ressolubilizado em agua destilada a 60 °C
por 2 horas, dialisado contra agua destilada por 48 horas, seguido de autoclavagem
a 121 °C por 20 minutos para a esterilizacédo da solucdo do exopolissacarideo.

A solucdo obtida foi utilizada para a construgcdo do biossensor,

sendo a concentracdo de botriosferana utilizada neste trabalho de 0,7 g L™,
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3.5 IMOBILIZACAO DA ENZIMA LACASE EM BOTRIOSFERANA PARA A CONSTRUGAO DO

BIOSSENSOR

A suspensdo de 1,0 mg mL™ de NTCs foi obtida adicionando-se,
com o auxilio de uma micropipeta, 1,0 mL de DMF em 1,0 mg de NTCs, previamente
pesados em uma balanca analitica. Posteriormente, a suspensao foi mantida em
banho ultrassonico durante 120 minutos. Como eletrodo base, foi utilizado um ECV
de 3 mm de diametro fabricado pela Tokay Carbon Co., Japdo. Antes do uso, o ECV
foi polido com suspenséo de alumina de 0,3 mm em um pano de polimento, seguido
de lavagem com &gua ultrapura e seco em temperatura ambiente.

Para a construcédo do biossensor, a enzima lacase obtida pelo fungo
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 foi utilizada na forma de extrato bruto enzimatico
(EBE), garantindo menor custo em comparagéo a sua forma isolada e purificada.

Sobre a superficie do ECV, foi adicionada uma camada de
suspensao de 5,0 uL de NTCs em DMF, e mantido a temperatura ambiente para
secagem, e em seguida realizou-se o procedimento novamente. Apds a secagem,
adicionou-se, 5,0 uL de botriosferana sobre a superficie do ECV modificado com
suspensao de NTCs em DMF, e apds adicionou-se 5 yL do EBE de lacase,
deixando-o sob temperatura baixa (4 °C), durante o periodo de 2 h. Para
armazenamento do biossensor, este foi mantido mergulhado em um suporte
contendo solucéo tampao fosfato (pH 6,0) a 4 °C, quando fora de utilizacdo. A Figura

7 representa o0 esquema do processo de obtenc&o do biossensor mencionado.

Figura 7 — Representacao esquematica do preparo do biossensor proposto.

0OH OH
‘ NTCs - t Hcfi :
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\\j'
1mg NTCs: 1 mL DMF Botriosferana EBE
o > _—
Deposigio de 2h i 2h
duas camadas Temperatura ambiente 4°C
ECV ECV NTCs/ECVY Biossensor

Fonte: o proprio autor.
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3.6 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Para obtencao da curva analitica, adicionou-se aliquotas da solucéo
padrdao do composto fendlico na célula eletroquimica utilizada, a qual continha 10 mL
de solucdo tampao fosfato (pH 6,0). As analises foram realizadas em triplicata para
cada ponto da curva, para uma melhor avaliacdo da confiabilidade e repetibilidade
dos resultados.

Os voltamogramas foram obtidos através de sucessivas adi¢cdes de
dopamina no interior da célula eletroquimica, utilizando a técnica de VOQ num
intervalo de potencial de 0,40 — 0,10 V.

O limite de deteccdo e de quantificacao (LQ) foram calculados de
acordo com a recomendacdo da IUPAC, sendo 3 x S/M e 10 x S/M,
respectivamente, em que S € o desvio padrdo obtido para 10 medidas do branco e
M o coeficiente angular da curva analitica (LONG; WINEFORDNER, 1983).

Para a obtencdo da curva analitica referente a determinacao indireta
da espironolactona, foi utilizado o mesmo intervalo de potencial empregado para a
determinacdo direta da dopamina. Neste caso, a célula eletroquimica contendo
solucdo de tampao fosfato (pH 6,0), foi adicionado sob agitacdo, 7,4 pmol L™ de
dopamina, gerando um pico de corrente catédica para este composto fendlico. Em
seguida, adicionou-se aliguotas de espironolactona para avaliar a diminuicdo do pico
de reducdo da dopamina, obtendo assim, uma curva analitica para a

espironolactona.

3.7 PREPARO DAS AMOSTRAS FARMACEUTICAS E DOS FLUIDOS BIOLOGICOS SINTETICOS

PARA A DETERMINAGCAO DE DOPAMINA

A amostra farmacéutica de dopamina (solucdo injetavel de 5,0 mg
mL™") foi preparada diluindo-se 307 pL desta solucdo em um baldo volumétrico
calibrado de 10 mL com solugao tampéao fosfato (pH 6,0). Em seguida, 150 pL da
solucédo preparada foi transferida para a célula eletroquimica contendo a solugéo de
tampao fosfato (pH 6,0) para a quantificacao.

Os resultados obtidos com 0 método proposto para a determinacéo

de dopamina em amostras farmacéuticas foi comparado com o método
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espectrofotométrico recomendado na Farmacopeia Britanica (BRITISH
PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2009).

A solucao de fluido cerebrospinal sintético foi preparado conforme
descrito na literatura (ZHANG et al., 2001; TOLEDO et al., 2005), dissolvendo-se 2,1
g de NaCl, 0,07 g de KCI, 0,08 g de CaCl,, 0,2 g de glicose, 0,4 g de NaHCO3 e
0,002 g de uréia em um baldo volumétrico calibrado de 250 mL, sendo esta solucéo
usada imediatamente apds o preparo, para evitar a hidrolise da uréia. A urina
sintética foi preparada dissolvendo-se 0,73 g de NaCl, 0,40 g de KCI, 0,28 g de
CaCl,.2 H;0, 0,56 g de Na,SO,4, 0,35 g de KH,PO,4, 0,25 g de NH4Cl e 6,25 g de
uréia em um baldo volumétrico de 250 mL, como previamente descrito na literatura e
também utilizada imediatamente apds o preparo (LAUBE; MOHR; HESSE, 2001).

Uma aliquota de 100 yL de cada amostra biolégica foi adicionada a
célula eletroquimica contendo solugédo tampéao fosfato (pH 6,0), juntamente com 3,98
e 7,94 pmol L™ de dopamina. A analise das amostras foi realizada utilizando o

método de adicdo de padréo.

3.8 PREPARO DAS AMOSTRAS FARMACEUTICAS PARA A DETERMINACAO DE

ESPIRONOLACTONA

Para a preparacdo das amostras farmacéuticas de espironolactona,
um total de 10 comprimidos de cada formulagdo foram macerados e reduzidos a um
po6 fino e homogéneo em um almofariz com auxilio de um pistilo.

Em seguida, pesou-se uma quantidade referente a massa de um
comprimido e transferiu-se para um baldo volumétrico contendo 10 mL de solucao
tampéo fosfato (pH 6,0). Em seguida, aliquotas de 17,0 e 33,0 pL desta solucédo
foram transferidos para a célula eletroquimica contendo 10,0 mL do eletrélito
suporte, juntamente com 7,50 pmol L™ de dopamina e quantificado apés sucessivas
adicbes de solugdo espironolactona. Através deste procedimento pode-se obter os
voltamogramas de onda quadrada.

A concentracao de espironolactona em cada solu¢do da amostra foi
determinado em triplicata pelo método de adicdo de padrdo. O método
espectrofotométrico para determinacdo de espironolactona descrito pela

Farmacopeia Brasileira foi usado para comparar os resultados analiticos obtidos
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usando o biossensor proposto (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IMOBILIZAGAO DA ENZIMA LACASE NO ELETRODO DE CARBONO VITREO MODIFICADO VIA

EXOPOLISSACARIDEO BOTRIOSFERANA

A imobilizacdo da enzima lacase em uma matriz sélida € um fator
chave na preparacéo do biossensor e esforcos tém sido concentrados no controle da
atividade enzimatica e na estabilidade. A adsorcédo direta de enzimas em superficies
sélidas pode promover uma imobilizacdo r4pida e simples, mantendo a funcao
biolégica especifica da enzima.

No presente trabalho, a enzima lacase foi imobilizada pelo método
de adsorcao fisica sobre a superficie do ECV modificado com NTCs utilizando o
exopolissacarideo botriosferana. Esta imobilizagdo da enzima lacase na
botriosferana pode ocorrer devido a formacdo de pontes de hidrogénio pelos
grupamentos hidroxilas e carboxilas da enzima lacase com os grupos hidroxilas
presentes na estrutura do exopolissacarideo. Esta interacdo € de muita valia devido
aos dois materiais biolégicos serem originados do mesmo fungo. Sendo assim, a
botriosferana é biocompativel com a enzima e proporciona um ambiente natural para
esta.

Além das interacdes com a enzima lacase, ha também interacdo da
botriosferana com os NTCs, para que haja a formacdo de um filme imobilizador da
enzima na superficie do ECV. Os grupos carboxilas presentes no filme de NTCs
funcionalizados, interagem por ligacées de hidrogénio com os grupos hidroxilas do
exopolissacarideo, fornecendo uma maior estabilidade ao sistema.

Este polissacarideo insoluvel em agua € uma matriz muito atrativa
para imobilizacdo da enzima e, consequentemente, um excelente material para a
construcdo de novas arquiteturas de biossensores.

Vale a pena mencionar que ndo foi observada uma dispersao
homogénea de NTCs preparados diretamente na solucdo de botriosferana, sendo
entdo este exopolissacarideo adicionado junto com a enzima diretamente sobre

filme NTCs formado na superficie do ECV.
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4.2 RESPOSTA ELETROQUIMICA DO BIOSSENSOR PROPOSTO PARA DOPAMINA

Para verificar a habilidade eletrocatalitica do biossensor proposto, a
dopamina foi utilizada como analito alvo, devido a esta ser um tipico composto
fendlico. E conhecido que a dopamina é uma molécula eletroativa e que a enzima
lacase catalisa a oxidacdo de dopamina a dopamina quinona enquanto que o
oxigénio molecular em solucéo € reduzido para agua. Subsequentemente, o produto
formado é eletroguimicamente reduzido na superficie do biossensor em 0,23 V
regenerando a dopamina. O pico de corrente obtido na reducgéo eletroquimica da
dopamina quinona no biossensor proposto é proporcional a concentracdo de
dopamina na solucéo e é usado para determinacdo do analito em amostras reais.

A Figura 8 exibe os voltamogramas de onda quadrada obtidos
utiizando o ECV, botriosferana/ECV, botriosferana-NTCs/ECV e lacase-
botriosferana-NTCs/ECV em solugéo tampéo fosfato (pH 6,0) na presenca de 39,8
umol L™ de dopamina. Pelos voltamogramas apresentados na Figura 8, observou-se
um aumento discreto no pico de corrente catdédica do ECV modificado com
botriosferana (curva b) comparado ao ECV sem qualquer modificagao (curva a). Este
resultado sugere que a presenca da botriosferana na superficie do ECV promove um
acumulo de espécies na superficie eletrodica, possivelmente pelas interacbes do
tipo ligacdo de hidrogénio entre o0s grupos hidroxila na estrutura do
exopolissacarideo e grupos amino e hidroxila da molécula de dopamina. Quando o
ECV é modificado com NTCs e botriosferana (curva c), um aumento na resposta
ocorre devido a alta condutividade eletrdnica apresentada pelo nanomaterial.

A presenca da lacase no eletrodo (curva d) causou um aumento no
pico da corrente catddica para a dopamina, o qual foi quase 81 vezes melhor do que
aguele observado para o ECV ndo modificado. Esta diferenca entre os sinais
analiticos se deve pela acéo catalitica da enzima na reacdo redox que ocorre na
superficie do eletrodo combinado com as propriedades dos NTCs e botriosferana. A
curva (d) também indica que a utilizacdo do exopolissacarideo é adequada para a
construcdo do biossensor proposto, promovendo estabilidade na imobilizacdo da

lacase.
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Figura 8 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando o ECV (a),
botriosferana/ECV (b), botriosferana-NTCs/ECV (c) e lacase-botriosferana-
NTCs/ECV (d) em solucdo tampdo fosfato (pH 6,0) contendo 39,8 pmol L™ de
dopamina. Condi¢des de VOQ: f = 30 Hz, a = 50 mV, AEs = 2 mV. (B) Respostas
relativas (%) para os respectivos eletrodos.
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4.3 OTIMIZAGAO DA RESPOSTA DO BIOSSENSOR PARA A DOPAMINA E CONDIGOES ANALITICAS

Os parametros relacionados a fabricacdo do biossensor e as
condicdes experimentais do método proposto foram investigados utilizando a VOQ.

Para melhores resultados durante a andlise, foi avaliada a
quantidade de NTCs sobre a superficie do ECV, juntamente com a lacase
imobilizada na botriosferana, isto €, o biossensor com camadas diferentes de NTCs.

Foram realizadas analises com 3 quantidades diferentes de NTCs.
Inicialmente apenas uma camada de 5,0 pL de NTCs foi adicionada sobre a
superficie limpa do ECV e mantido a temperatura ambiente para a secagem, durante
2 h. Em seguida, adicionou-se duas camadas de NTCs de 5,0 uL, uma apos a
secagem da anterior. E por ultimo a adicdo de 3 camadas, seguindo 0 mesmo
procedimento das analises anteriores. Os resultados obtidos permitiram observar um
maior sinal analitico quando duas camadas foram utilizadas, proporcionando um
filme relativamente homogéneo e aderente na superficie do ECV.

O efeito da concentracdo da lacase na preparacao do biossensor foi
investigado por meio da resposta analitica da dopamina utilizando 3,0 pL, 5,0 uL e
7,0 uL de solucédo enzimatica imobilizada no exopolissacarideo depositado sobre a
superficie do ECV. Uma maior magnitude de sinal analitico (pico de corrente
catddica) foi obtida quando se utilizou 5,0 uL da solucéo de enzima imobilizada na
botriosferana, em comparacao a utilizacéo de 3,0 uL e 7,0 uL de EBE. O aumento da
concentracdo da lacase pode causar sua aglomeracdo no filme de botriosferana
formado no ECV modificado, reduzindo o numero de sitios ativos e, também,
diminuindo a condutividade do biossensor. Baseado nos resultados, uma aliquota de
5,0 yuL de solucdo enzimética foi usada como valor 6timo para construcdo do
biossensor.

A influéncia do pH também foi avaliada para o pico de reducédo da
dopamina, utilizando solu¢des tampao fosfato em um intervalo de 4,0 — 8,0. O pH do
meio pode afetar o0s grupos ionizaveis da estrutura enzimatica e do
exopolissacarideo, influenciando a resposta eletrocatalitica do biossensor. Dos
resultados mostrados na Figura 9A, a maior resposta voltamétrica para dopamina foi
registrada no pH 7,0; entretanto, o pH 6,0 foi utilizado em estudos posteriores devido
a uma melhor repetibilidade dos sinais analiticos. De acordo com a literatura (XU,
1997; CANNATELLI; RAGAUSKAS, 2017), no pH 8,0 o OH" se liga no sitio ativo da
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enzima, diminuindo sua atividade biolégica e apresentando menor intensidade e
pouca repetibilidade dos sinais analiticos. Em seguida, a Figura 9B mostra que a
variacao linear entre o potencial de pico e o pH forneceu um coeficiente angular de —
55,8 mV pH™ (r = 0,9953). Este valor é préximo ao esperado para sistemas
Nerstianos, indicando que no processo de oxirreducdo da dopamina estéo
envolvidos 0 mesmo numero de prétons e elétrons, como reportado na literatura e
pode ser observado na Figura 10 (XIANG et al., 2007; KUTLUAY; ASLANOGLU,
2014).

Em seguida, os parametros instrumentais relacionados a VOQ foram
estudados a fim de se obter um pico definido e de maior magnitude de corrente para
determinacdo da dopamina. Os intervalos estudados para estes parametros foram
frequéncia (f) = 10 — 60 Hz, amplitude de pulso (a) = 10 — 100 mV e incremento de
varredura (AEs) = 1 — 3 mV. Os valores 6timos selecionados para determinacéo de
dopamina por VOQ foram f = 20 Hz, a = 75 mV e AEs = 2 mV. Sob estas condic¢des,
a curva analitica foi obtida em solucéo tampéo fosfato (pH 6,0).

A curva analitica foi construida a partir dos resultados obtidos do
pico de corrente catddica versus a concentracdo de dopamina. O tempo de resposta
do biossensor para dopamina foi de 2 segundos, o qual indica uma rapida reacao do
composto fendlico. A reducdo eletroquimica da dopamina quinona sobre a superficie
do biossensor foi obtida em +0,23 V (Figura 11A). Uma relacdo linear entre a
corrente (WA) e concentracdo de dopamina foi obtida em um intervalo de 2,99 — 38,5
umol L™ (Figura 11B), com a seguinte equacao de regressao linear Ipc (A) = —1,60
+ 0,639 [c (umol L™)] (r = 0,9994); onde Ipc é o pico de corrente catddica e ¢ a
concentracdo da dopamina, com um LD e LQ de 0,127 pmol L™ e 0,423 pmol L™,

respectivamente.
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Figura 9 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando o biossensor
proposto para 0,10 mmol L™ de dopamina em solucdo tampéo fosfato em diferentes
valores de pH: 4,0 até 8,0; (B) Influéncia do pH no pico de corrente catédica e o pico
de potencial do biossensor proposto. Condi¢cdes de VOQ: f = 30 Hz, a = 50 mV e
AEs =2 mV.
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Figura 10 — Mecanismo proposto para o processo de oxirreducdo da dopamina.

HO NH2 O§ NH2
- P + 2H" + 2¢€
HO O

Figura 11 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solugdo tampéao
fosfato (pH 6,0) utilizando o biossensor proposto para as seguintes concentracoes

de dopamina: (b — h): 2,99 — 38,5 pmol L™". (B) Curva analitica correspondente.
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O desempenho analitico do biossensor proposto foi comparado com
outros biossensores previamente reportados baseados em lacase para a
determinacao de dopamina, como mostrado na Tabela 1.

Os dados comparativos mostraram o excelente desempenho do
biossensor proposto em termos de LD relativamente baixo com um intervalo linear
mais amplo para dopamina do que os outros. Além disso, o biossensor proposto tem
vantagens sobre outros biossensores enzimaticos previamente reportados, no que
refere a ndo necessidade do uso de reagentes de ligacbes cruzadas, nao
apresentou lixiviacdo da enzima para a solu¢do durante uso e ndo € afetado pelas
condi¢cbes do ambiente externo, devido ao ambiente protetor proporcionado pelo uso
da botriosferana. Deste modo, o biossensor proposto € uma alternativa satisfatoria

para determinacdo de dopamina em amostras reais.
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Tabela 1 — Comparagcéo dos resultados obtidos para determinacdo da dopamina utilizando o biossensor proposto e outros

reportados na literatura.

Biossensor Técnica Faixa linear (umol L™) LD (umol L™) Referéncia
NPsAu-PCA-lacase/EPC VOQ 0,49 - 23,0 0,26 (SILVA; VIEIRA, 2016)

lacase/SI/NTCSs/ETI VPD 1,3-85,5 0,42 (Ll et al., 2012)

lacase/SiO,/ECV Amperometria 0,99 — 138,40 0,17 (ZHAO et al., 2014)

lacase-CDBA-OGI/ETI VPD 0,1-70 0,03 (HUA et al., 2015)
lacase-AM/EAu VPD 05-13.0e€ 0,029 (SHERVEDANI; AMINI, 2012)
47,0 — 430,0

NTCs/PPR/lacase VPD 0,5-4,75 0,14 (CESARINO et al., 2013)

lacase-NPsSiO,-AF Amperometria 0,99 — 103,10 0,26 (WANG et al., 2014)
lacase-botriosferana-NTCs/ECV VOQ 2,99 -38,5 0,127 Este trabalho
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A repetibilidade do biossensor proposto foi examinada pela medida
de corrente catodica utilizando a VOQ em solucao tampao fosfato (pH 6,0) contendo
14,8 umol L™ de dopamina, obtendo um desvio padréo relativo (DPR (%)) de 3,6%
para 10 medidas sucessivas utilizando o mesmo biossensor, demonstrando sua
viabilidade para repetitivas determinagoes.

A reprodutibilidade na fabricacéo do biossensor proposto foi avaliada
pela corrente obtida de 14,8 umol L™ de dopamina em solucéo tampéo fosfato (pH
6,0) para trés biossensores construidos independentemente. Um valor de DPR de
4,3% foi obtido, confirmando que os resultados sé@o altamente reprodutiveis.

A estabilidade do biossensor lacase-botriosferana-NTCs/ECV, foi
avaliada em relacdo ao armazenamento a longo prazo. O sinal analitico de 0,38
mmol L™ de dopamina foi monitorado durante um periodo de 60 dias, e apés cada
medida, o biossensor foi lavado e armazenado a 4 °C em solugédo tampéo fosfato
(pH 6,0), sem contato com o meio ambiente.

Destes experimentos, uma diminuicdo de 13,8% da resposta do pico
de corrente catodica da dopamina foi observada depois de 60 dias, com estabilidade
de 200 medidas sem perda da atividade enzimatica. A boa estabilidade pode ser
descrita devido a efetiva imobilizacdo da enzima lacase no ECV via botriosferana.
Este exopolissacarideo provém uma matriz adequada para a imobilizacdo da enzima
e construcdo do biossensor, mantendo a atividade enzimatica.

Estudos cinéticos da lacase imobilizada foram realizados para varias
concentracbes de dopamina em solugdo tampao fosfato (pH 6,0). A constante
aparente de Michaelis-Menten (K,®") foi calculada a partir de um gréfico de
Lineweaver-Burk (1/1 vs. 1/concentracdo) (dados ndo mostrados). A partir destes
dados, o valor de K" calculado foi de 0,143 mmol L™". O pequeno valor de K,*"
indicou que a lacase imobilizada no expolissacarideo botriosferana possui alta
atividade enzimatica para determinagéo de dopamina.

4.4 SELETIVIDADE E APLICACAO ANALITICA PARA A DETERMINACAO DE DOPAMINA
Com a finalidade de avaliar a seletividade do método analitico

proposto, a influéncia de alguns compostos concomitantes na resposta do

biossensor foi investigada. Compostos fendlicos como acetaminofeno, epinefrina,
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guaiacol, catecol e hidroquinona foram escolhidos para o estudo. Outros compostos
como acido ascérbico e &cido Urico foram escolhidos do grupo de substancias
comumente encontrados com dopamina em amostras biolégicas, consistindo nos
principais interferentes na determinacdo eletroquimica deste composto fendlico
nestes tipos de amostras.

A seletividade foi avaliada pela adicdo destes possiveis interferentes
em uma solucdo padrdo contendo 19,6 pmol L™* de dopamina, na proporcédo
(solucdo padréao: interferente) de 1:1 e 1:10, e ainda 1:1000 apenas para o acido
ascorbico. Os sinais de corrente obtidos foram comparados com aqueles obtidos
com a solucéo padrao utilizando medidas VOQ (dados n&o mostrados).

Os compostos fendlicos investigados apresentaram um potencial de
oxidacdo com valores similares aos obtidos pela dopamina, o qual sugere que o
biossensor, lacase-botriosferana-NTCs/ECV néo é especifico, mas é seletivo. Além
do mais, nenhuma mudanga significativa foi observada no pico de corrente da
dopamina na presenca de acido Urico, indicando que o mesmo ndo apresenta
interferéncia significativa (< 1,0%) na determinacdo da dopamina. De acordo com a
literatura, acido ascorbico pode reduzir quimicamente a dopamina quinona em
dopamina, resultando em uma diminui¢cdo do pico de corrente catddica (BALDRIAN,
2006). Entretanto, o &cido ascorbico pode ser eliminado tratando a solucdo da
amostra com pedacos de pepino (Cucumis sativus L.). Deste modo, o biossensor
pode ser usado para a determinacdo de dopamina na presenca deste composto sem
interferéncia significativa no sinal analitico.

Para verificar a aplicabilidade do biossensor proposto na
determinacdo de dopamina em amostras reais, amostras farmacéuticas, de urina
sintética e de fluido cerebrospinal sintético foram empregadas.

A concentracdo de dopamina na solucéo injetavel comercial (5,0 mg
mL™") foi determinada utilizando o biossensor proposto e o método
espectrofotométrico, para fins comparativos. As andlises foram realizadas em
triplicatas e a concentracdo de dopamina determinada foi 4,92 + 0,02 mg mL™
utilizando o biosensor proposto, e 4,97 + 0,03 mg mL™ utilizando o método
espectrofotométrico. A recuperacao obtida para dopamina na amostra farmacéutica
analisada foi cerca de 101%, indicando que ndo houve interferéncia significativa da

matriz da amostra na determinacéo de dopamina.
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O biossensor proposto foi também utilizado para a determinacéo de
dopamina em urina sintética e fluido cerebrospinal sintético pelo método de adicdo
padrdao (Tabela 2). Em cada amostra foi adicionado duas concentracbes de
dopamina: 3,98 e 7,94 umol L~'. Como pode ser visto, o biossensor proposto exibiu
recuperacbes adequadas e, portanto, pode-se concluir que os métodos s&o
potencialmente aplicaveis na determinacdo de dopamina em amostras bioldgicas,

sem nenhum efeito significativo da matriz da amostra.

Tabela 2 — Resultados obtidos na determinacédo de dopamina em amostras de urina

sintética e fluido cerebrospinal sintético pelo biossensor e metodo proposto.

Amostras A(\SL:ioolnI?'q)o D(G:I;rg?iﬂgtio Recuperado (%)
Urina
1 3,98 3,89+ 0,04 97,7
2 7,94 7,99 £ 0,02 101
Fluido cerebrospinal
1 3,98 4,05+ 0,05 102
2 7,94 7,87 £ 0,07 99,1

45 APLICACAO DO BIOSSENSOR PROPOSTO NA DETERMINACAO INDIRETA DE

ESPIRONOLACTONA

O biossensor proposto foi utilizado para a determinacao indireta de
espironolactona. Neste estudo, uma diminuicdo do pico de corrente catddica
proporcional ao aumento da concentracao de espironolactona foi observada.

A Figura 12 ilustra o esquema da reacdo entre a dopamina quinona
e espironolactona ocorrendo na superficie do biossensor. A dopamina (composto 1)
€ oxidada enzimaticamente para dopamina quinona (composto 2) no biossensor. Em
seguida, ocorre, provavelmente, um ataque nucledfilico da amina priméaria da
quinona (composto 2) a carbonila ligada ao atomo de enxofre da espironolactona
(composto 3) quando adicionada a solucdo. De acordo com a literatura (CLAYDEN
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et al., 2001), as reacdes de cetonas com aminas pode formar iminas em valores de
pH entre 4,0 — 6,0. O pH 6,0 usado no estudo permitiu que a reacao ocorresse e
resultasse na formacdo da imina (composto 4). Consequentemente, um
impedimento do ciclo entre a dopamina quinona e dopamina pode ocorrer,
resultando em uma diminuicdo da corrente de pico catodico proporcional ao

aumento da concentragao de espironolactona.

Figura 12 — Representacdo esquematica da oxidacdo enzimatica da dopamina (1)
para dopamina quinona (2) no biossensor e a reacdo com espironolactona (3) para
formacéo de imina (4).

HO NH2
—_—
HO

@

As concentracdes de 3,0, 7,4 e 9,9 pmol L™ de dopamina na curva
analitica foram analisadas para a construcdo da curva de inibicdo da
espironolactona, na qual melhor resposta (sensibilidade e linearidade) foi obtida com
concentracédo de dopamina de 7,4 umol L™'. Quando a corrente atingiu um estado
estacionario, voltamogramas de onda quadrada foram obtidos para cada adicdo de
diferentes concentra¢des de espironolactona.

Foi observado que o pico de corrente catddica para dopamina
quinona diminuiu com o0 aumento da concentracdo de espironolactona, como
observado na Figura 13. Essa figura retrata a curva analitica obtida para
concentracdo de espironolactona num intervalo de 2,97 a 28,9 umol L™ para qual é
correspondente a equacao de regressao Ipc/pA = -0,014 + 0,032 [c (umol L™ (r =
0,9951), onde Ipc € o pico de corrente catdédica e ¢ a concentracdo de
espironolactona. Os valores de LD e LQ foram de 0,94 umol L™" e 3,12 umol L™,
respectivamente. Esta curva analitica foi utilizada para a determinacdo de
espironolactona em amostras farmacéuticas com diferentes dosagens.

O resultado da determinacdo analitica de espironolatona pelo
método proposto apresentou um baixo LD, podendo ser utilizado como um método

alternativo a outros métodos analiticos descritos na literatura para este propdésito
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(Tabela 3). Além disso, os métodos analiticos reportados na literatura para a
determinacdo de espironolactona apresentaram algumas desvantagens frente ao
meétodo proposto, como alto custo de aquisicdo e manutencdo, metodologias com
derivatizacbes, uso de solventes organicos e de alta toxicidade (metanol,
acetonitrila, hexano), e ainda, nos casos dos métodos eletroanaliticos, utilizacdo de
eletrodos a base de mercuario. Assim sendo, 0 biossensor proposto apresenta-se
como uma alternativa viavel para a determinacéo de espironolactona, com excelente
desempenho, simplicidade de uso, estabilidade, baixo tempo de analise e minimo

uso de quantidades de etanol para a dissolugcéo das amostras/analito.
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Figura 13 - (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solugdo tampéo
fosfato (pH 6,0) utilizando o biossensor proposto para (a) 7,4 umol L™ de dopamina
e (b) 2,97, (c) 4,94, (d) 9,83, (e) 14,7, (f) 19,5, (g) 24,2 e (h) 28,9 pmol L™ de
espironolactona. (B) Curva analitica correspondente.
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Tabela 3 — Comparacgéo de parametros obtidos usando o biossensor proposto e outros métodos analiticos para determinacgéo de

espironolactona.

Técnica Faixa linear (umol L™) LD (umol L) Referéncia
. 5 o (BACHMAN;
CLAE - Proteolise — Deteccéao eletroquimica 10- 50 0,10
STEWART, 1990)
CLAE - Extracdo em fase-sélida — Deteccdo UV 0,015-0,96 € 0,075 - 4,8 - (VARIN et al., 1992)
CLAE - Deteccéao por espectrometria de massas 0,0066 — 0,44 - (VLASE et al., 2011)
. o (PRAJAPATI et al.,
Espectrofotometria derivativa UV 12 -84 -
2016)

Fluorescéncia — Quantum dots de CdSe 6,0 — 1680 0,48 (LIANG et al., 2006)

Polarografia — Eletrodo gotejante de mercurio 2,5-100 0,10 (BELAL, 1992)

VOQ — Reacdao de inibicdo enzimatica 2,97- 28,9 0,94 Este trabalho
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A Tabela 4 apresenta os valores de quantidade de espironolactona
determinados em formulagdes farmacéuticas empregando o biossensor proposto e
método espectrofotométrico oficial, descrito pela Farmacopeia Brasileira. Foram
realizadas 3 determinacfes de cada amostra e calculou-se o desvio padrdao. Como
pode ser visto na tabela, ndo foram observadas diferencas significativas entre as
concentragbes de espironolactona encontradas nas amostras farmacéuticas
empregando o biossensor proposto juntamente com a VOQ e o0 método
espectrofotométrico.

Aplicando o test-t pareado para os resultados obtidos entre ambos
0s métodos, o valor de t calculado (2,38) foi menor do que o valor critico (4,30, a =
0,05), indicando que os resultados obtidos com o procedimento proposto nao
possuiram diferencas estatisticas com o meétodo comparativo, com um nivel de
confianca de 95 %. Entretanto, o método eletroquimico apresentou vantagens como

menor tempo de andlise e minima geracéo de residuos.

Tabela 4 — Determinacdo de espironolactona em amostras farmacéuticas pelo

método de VOQ usando o biossensor proposto e pelo método espectrofotométrico.

Espironolactona (mg/comprimido)

Amostras Erro relativo® (%)
Rotulado \Yelok Espectrofotométrico
A 25,0 26,5+ 0,02 25,4+ 0,04 4,3
B 25,0 25,9+0,04 25,6 + 0,03 1,2
C 50,0 51,9 £ 0,08 52,3+ 0,06 -0,8

aMédia de 3 medicdes. °Erro Relativo (%) = 100 x (Método VOQ - Método

espectrofotométrico/ método espectrofotométrico).
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5 CONCLUSAO

O biossensor proposto foi construido com lacase imobilizada em
exopolissacarideo botriosferana em um ECV modificado com NTCs. Esta nova
arquitetura de biossensor foi aplicada com sucesso na determinagdo de dopamina
em amostras farmacéuticas e biologicas. As respostas obtidas para a dopamina
(sensibilidade, seletividade, tempo de resposta e estabilidade) foram satisfatérias,
demonstrando a viabilidade do novo biossensor proposto. O bom desempenho
analitico apresentado pelo biossensor pode ser atribuido a eficiente imobilizacado da
lacase no ECV modificado. O biomaterial botriosferana mostrou ser uma matriz
eficiente para a imobilizacdo da enzima lacase, provando ser um ambiente
biocompativel pelo aumento da estabilidade, sem afetar a atividade enzimética e
sem lixiviar para a solugéo.

Os resultados obtidos provaram que o método de imobilizacao
proposto foi efetivo, ndo sendo necessario a utilizacdo de reagentes de ligacbes
cruzadas, mostrando O6timo potencial para fabricacdo de novos biossensores.
Ademais, a espironolactona pode reagir com a dopamina quinona formada pela
oxidacdo enzimética da dopamina no biossensor e a diminui¢cdo do pico de corrente
catddica foi empregada com sucesso para quantificar este analito em medicamentos.

O resultado obtido para a quantificacdo de dopamina e
espironolactona em medicamentos estdo de acordo com aqueles obtidos
empregando-se a espectrofotometria. Além disso, o biossensor proposto exibe um
excelente desempenho analitico para compostos fendlicos, de forma rapida, simples

operacao, reutilizavel e econdémica.
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