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RESUMO

ROSSI SALAMANCA NETO, Carlos Alberto. Desenvolvimento de (bios)sensores a
partir de biomateriais de Botryosphaeria rhodina MAMB-05: Aplicacdo em
matrizes farmacéutica, biolégica e alimenticia. 2022. 121 f. Tese (Doutorado em
Quimica) — Associacdo UEL/UEPG/Unicentro — Centro de Ciéncias Exatas,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

Botriosferana e lacase s&do biomoléculas produzidas pelo fungo ascomiceto
Botryosphaeria rhodina MAMB-05. Esses biomateriais foram empregados na
modificacdo de eletrodos para a construcdo de (bio)sensores voltamétricos. O
polissacarideo derivatizado carboximetil-botriosferana foi usado para melhorar a
dispersdo de nanotubos de carbono de paredes muiltiplas em agua. Essa dispersao
foi aplicada na modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo para construir um sensor
voltamétrico sensivel para a determinacdo de desloratadina, um anti-histaminico
triciclico. J& a associacao de botriosferana e lacase foi empregada na construcéo de
um biossensor para a determinacdo de acidos clorogénicos em amostras de café
coado. A composicdo do biossensor foi otimizada e apenas e uma pequena
guantidade de lacase em relacdo a botriosferana proporcionou uma maior resposta
do biossensor, indicando uma maior atividade de lacase quando mantida em
condicBes proximas a do seu habitat natural. Ambos, sensor e biossensor foram
caracterizados usando espectroscopia de impedancia eletroquimica, e os parametros
experimentais foram avaliados. Os eletrodos quimicamente modificados (sensor e
biossensor) foram empregados em analises compreendendo matrizes farmacéutica,
biolégica e alimenticia. O sensor foi aplicado em andlises para o controle de qualidade
de formulac@es farmacéuticas contendo desloratadina, e foi capaz de determinar esse
farmaco em soro de rato, enquanto o biossensor de lacase apresentou exatidao
satisfatdria para a andlise de acidos clorogénicos em cafés coados, e com auxilio de
ferramentas quimiométricas foi capaz de diferenciar cafés especiais de tradicionais.

Palavras-chave: carboximetil-botriosferana. botriosferana. lacase. controle de
gualidade. desloratadina. quimiometria. &cidos clorogénicos.



ABSTRACT

ROSSI SALAMANCA NETO, Carlos Alberto. Development of (bio)sensors based
on biomaterials from Botryosphaeria rhodina MAMB-05: Analysis of
pharmaceutical, biological, and alimentary matrices. 2022. 121 p. Tese (Doutorado em
Quimica) — Associacdo UEL/UEPG/Unicentro — Centro de Ciéncias Exatas,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

Botryosphaeran and laccase are biomolecules produced by the ascomycete fungus
Botryosphaeria rhodina MAMB-05. These biomaterials were used in the modification
of electrodes for the construction of voltammetric (bio)sensors. The derivatized
polysaccharide carboxymethyl-botryosphaeran improved the dispersion of multi-
walled carbon nanotubes in water. This feature was applied to modify a glassy carbon
electrode for the sensitive determination of a desloratadine, a tricyclic antihistamine.
The association of botryosphaeran and laccase was used in the construction of a
biosensor for chlorogenic acid determination in brewed coffee beverages. The
biosensor composition was optimized and only a small amount of laccase in relation to
botryosphaeran resulted in a greater biosensor response, indicating a higher laccase
activity when it is kept in conditions close to its natural habitat. Both sensor and
biosensor were characterized using electrochemical impedance spectroscopy, and the
experimental parameters were evaluated. The chemically modified electrodes (sensor
and biosensor) were employed in pharmaceutical, biological, and alimentary matrices.
The sensor was applied in the quality control analysis of pharmaceutical formulations
containing desloratadine and was able to determine this drug in rat serum; the laccase
biosensor presented satisfactory accuracy for analysis of chlorogenic acid content in
brewed coffees, and with the aid of chemometrics was able to discriminate specialty
coffees from traditional ones.

Key words: carboxymethyl-botryosphaeran. botryosphaeran. laccase. quality control
analysis. desloratadine. chemometrics. chlorogenic acids.
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1 APRESENTACAO

Esta tese de doutorado é composta, inicialmente, por uma Introducéo
Geral que apresenta 0os materiais nanoestruturados e biomateriais produzidos pelo
fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 utilizados para o desenvolvimento de duas
plataformas eletroquimicas, uma sensorial e outra biossensorial, e aplicacdo na
determinacao de analitos de interesse farmacéutico, biolégico e ambiental.

Na sequéncia, o Capitulo 1 apresenta o desenvolvimento e aplicacéo
de um sensor voltamétrico obtido a partir de uma dispersdo de nanotubos de carbono
de paredes multiplas em solugdo aquosa de carboximetil-botriosferana, um
polissacarideo derivatizado quimicamente da botriosferana (biopolimero produzido
pelo fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05). O sensor foi caracterizado e aplicado
na determinacéo do teor de desloratadina em comprimidos e solugéo oral. O sensor
também foi aplicado na determinacdo de desloratadina em amostra de soro de rato.
Os resultados deste estudo foram publicados na revista Talanta, e um pedido de
patente foi depositado em relacdo ao processo de obtencéo do sensor.

Por fim, o Capitulo 2 apresenta o desenvolvimento de um biossensor
voltamétrico baseado na modificacdo de um eletrodo de pasta de 6xido de grafite com
uma mistura de nanoparticulas de platina, botriosferana e enzima lacase, como
agente de bioreconhecimento, também produzida pelo fungo Botryosphaeria rhodina
MAMB-05. Ferramentas quimiométricas foram empregadas nas etapas de
desenvolvimento do biossensor e aplicacdo do dispositivo na determinacéo de acidos
clorogénicos em cafés coados. O biossensor, juntamente com andlise de
componentes principais, foi capaz de discriminar cafés tradicionais e especiais pela
impressao digital voltamétrica. Os resultados deste estudo estao publicados na revista

Food Chemistry.
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2 INTRODUGCAO GERAL

Nos ultimos anos, o numero de publicacbes envolvendo o
desenvolvimento de métodos analiticos alternativos para o controle de qualidade de
produtos farmacéuticos e alimentares tem aumentado exponencialmente (USLU,;
OZKAN, 2011; BALUCHOVA et al., 2019; PEREZ-RAFOLS et al., 2019; BOUNEGRU;
APETREI, 2020). Isso é resultado de uma corrente centrada principalmente em
guestbes ambientais e econdmicas, fruto da necessidade de se obter resultados
confidveis utilizando menores quantidades de produtos quimicos, gerando menos
residuos a serem descartados no meio ambiente (ANASTAS, 1999).

O controle de qualidade de medicamentos se faz necessario e
importante para atender a legislacdo, bem como garantir seguranca e eficacia no
tratamento do paciente. Métodos analiticos também sdo amplamente Uteis e
empregados na area clinica para monitoramento da sadde do paciente, principalmente
nas analises de substancias quimicas em fluidos biolégicos. Em adicdo, o controle de
qualidade de alimentos garante as caracteristicas nutricionais e sanitarias necessarias
para cumprir especificacbes preconizadas pela legislagcdo e, consequentemente,
atender as expectativas dos consumidores.

O desenvolvimento de métodos analiticos que buscam atender aos
requisitos supracitados €é cada vez mais recorrente, pois favorecem a
operacionalizacdo e implantacdo em substituicdo aos métodos ja comumente
utiizados (DE LA ROCA et al., 2007). No geral, o emprego dos métodos
eletroanaliticos, favorece o desenvolvimento de procedimentos analiticos simples,
rapidos, precisos, sensiveis, de relativo baixo custo, com o0 uso minimo de reagentes
ambientalmente toxicos. Dentre eles, as técnicas voltamétricas possibilitam analises
de amostras que sejam coloridas ou que apresentem particulas solidas em
suspensao, sem a necessidade de etapas adicionais no preparo ou tratamento das

mesmas.

2.1 VOLTAMETRIA

O uso de técnicas voltamétricas possibilita a obtencéo de uma grande

variedade de informacbes que podem descrever e caracterizar determinados
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sistemas. A voltametria ciclica (VC), por exemplo, € uma ferramenta muito utilizada
para obtencdo de dados qualitativos das reacfes eletroquimicas. Na maioria das
vezes, € 0 primeiro experimento a ser realizado quando se quer investigar o
comportamento voltamétrico dos analitos sobre os eletrodos (ARISTOV; HABEKOST,
2015).

Na VC, o potencial aplicado a célula eletroquimica varia linearmente
na forma de onda triangular. A varredura de potencial é iniciada a partir de um
potencial inicial (Ei), o qual € aumentado até alcancar um potencial definido como
potencial de retorno (Er), no qual ha a inversdo do sentido de varredura, onde ocorre
uma nova varredura de potencial, no sentido inverso, até um potencial final (Esf), que
pode ou ndo ser o mesmo do potencial inicial. Este processo corresponde a um ciclo
de varredura.

A partir dos voltamogramas ciclicos, pode-se identificar
caracteristicas das reacdes eletroquimicas como reversibilidade, quasi-reversibilidade
ou irreversibilidade que estdo relacionadas com a velocidade de reacdo e sua
constante k (GREEF et al., 1985; GOSSER, 1993; WANG, 2000; BARD; FAULKNER,
2001). Com o emprego da VC é possivel conhecer e estimar algumas caracteristicas
dos componentes envolvidos na analise, tais como a area eletroativa dos eletrodos e
mecanismo de transporte de massa das espécies em solu¢cdo (GOSSER, 1993;
CHRISTENSEN; HAMNETT, 1994).

Além disso, no estudo da velocidade de varredura, um deslocamento
do potencial de oxidag&o para valores mais positivos ou o deslocamento do potencial
de reducdo para valores mais negativos, conforme a velocidade de varredura
aumenta, € caracteristico de reagfes irreversiveis, enquanto que para as reacoes
reversiveis, o0 potencial permanece constante com a variacdo da velocidade de
varredura (NICHOLSON; SHAIN, 1964; BRETT; BRETT, 1993; GOSSER, 1993;
CHRISTENSEN; HAMNETT, 1994).

Apesar da VC ser a técnica mais empregada para analises
exploratorias de sistemas eletroquimicos, outras técnicas voltamétricas sé&o
empregadas para analises quantitativas. A voltametria de varredura linear (VVL) é
similar a VC, mas ao invés da aplicacdo do potencial ser ciclico, em ambas as
direcdes, na VVL a varredura de potencial € variada em apenas uma Uunica direcéo,
variando de um E; até um Er. A VVL foi usada para determinar heparina em injecdes

baseada na interacdo do principio ativo com o corante vermelho neutro usando um
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eletrodo de mercurio (SUN et al., 2007). Um eletrodo de grafite foi usado para a
determinacao de hipoclorito em agentes branqueadores usando VVL com um limite
de deteccéio (LD) de 1,0 mg L1 (PATHIRATNE; SKANDARAJA; JAYASENA, 2008).

As técnicas voltamétricas de pulso, como voltametria de onda
quadrada (VOQ) e voltametria de pulso diferencial (VPD) possuem uma maior
sensibilidade, bem como também possibilitam a obtencdo de menores limites de
deteccdo e quantificacdo do que a VC, devido a minimizacdo da interferéncia da
corrente capacitiva na medida da corrente faradaica. A corrente capacitiva decorre da
simples polarizacéo dos eletrodos na célula eletroquimica, enquanto a faradaica € a
corrente originada pelo fluxo de elétrons envolvidos na reacéo eletrodica. No momento
de aplicacdo do pulso de potencial, hA um aumento no valor de ambas as correntes,
sendo que h&d uma maior contribuicdo da corrente capacitiva na corrente total medida.
Esta corrente possui uma taxa de decaimento com o tempo maior que a corrente
faradaica e, dessa forma, a medida de corrente pode ser realizada apés um intervalo
de tempo, no qual a contribuicdo da corrente capacitiva pode ser negligenciada, e
entdo somente a corrente faradaica € medida (BRETT; BRETT, 1993; SCHOLZ,
2010).

A VOQ é muito empregada para andlise quantitativa. Nela os pulsos
de potencial de mesma amplitude sdo aplicados numa frequéncia (f) sobre uma
escada de potencial de incremento de potencial (AE) definido como esquematizado

na Figura 1.

Figura 1 — Variacdo do potencial em relacdo ao tempo na VOQ, onde estdo marcados

0s instantes nos quais ocorre a medida da corrente.

4 1

E

Fonte: Adaptado de Brett e Brett (1993)
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Na VOQ a corrente é medida no final de cada pulso de potencial, tanto
no sentido direto, quanto no sentido reverso, sendo que essas correntes Sao
subtraidas e plotadas contra o potencial aplicado para dar origem ao voltamograma.
A VOQ é uma técnica muito rapida podendo atingir 1000 mV s* e, devido a
contribuicdo das correntes de oxidacdo e de reducdo, esta técnica é aplicada
principalmente na determinacéo de espécies que apresentam reacdes eletroquimicas
reversiveis tais como dopamina (RAJ; TOKUDA; OHSAKA, 2001; TIAN et al., 2012),
penicilina V (SVORC et al., 2012) e triptamina (COSTA et al., 2016).

Nas técnicas voltamétricas, a variacao de corrente elétrica devida ao
comportamento redox dos compostos quimicos, é medida entre dois eletrodos: o
eletrodo auxiliar e o eletrodo de trabalho, no qual o composto quimico € reduzido ou
oxidado. A escolha do eletrodo de trabalho é extremamente importante, e deve-se
levar em conta a faixa de potencial de trabalho que o eletrodo apresenta, o potencial
de oxidacao e/ou reducao e a interacdo do eletrodo com o composto que se pretende

analisar.

2.2 ELETRODOS DE TRABALHO

Para sistemas aquosos, a faixa de potencial de trabalho é delimitada
pelas reacdes de decomposicdo da agua, ou seja, o limite catédico € o potencial no
qual ocorre evolucdo de hidrogénio (Hz2) e o limite anddico é o potencial no qual ocorre
evolucdo de oxigénio (02). Também pode ser delimitada por reacbes de
decomposicédo e/ou oxidacdo/reducédo do material do eletrodo. Essa faixa de potencial
€ especifica de cada eletrodo e € dependente do tipo do material empregado na
construcéo do eletrodo e do eletrolito suporte no qual o eletrodo esta imerso. A Tabela
1 mostra os principais eletrodos empregados nas analises voltamétricas e seus
respectivos limites de potenciais catédico e anddico nos respectivos eletrdlitos suporte

aguosos.
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Tabela 1 — Limites aproximados de potenciais catodico e anddico de eletrodos de

trabalho comumente empregados em analises voltamétricas em solu¢cbes aquosas

) Potencial Potencial Faixa de
Material do . o o )
Eletrdlito suporte limite limite potencial de
eletrodo o o
catddico (V) anddico (V) trabalho
Platina KCI 0,1 mol Lt -0,5 +1,1 1,6
Mercurio KCI 0,1 mol L™t -1,9 +0,2 2,1
Grafite H2S04 0,5 mol L™ -0,7 +1,5 2,2
Carbono vitreo KCI 0,1 mol L1 -1,0 +1,4 2,4
DDB* H2S04 0,5 mol L™ -1,1 +2,4 3,5

*DDB: diamante dopado com boro.
Fonte: (BRETT; BRETT, 1993; BARD; FAULKNER, 2001; KRAFT, 2007)

Com base nos dados da Tabela 1, pode se perceber que o eletrodo
de mercurio é indicado para compostos que apresentam reacao de reducéo, visto que
possui uma ampla faixa catédica de potencial. Por outro lado, os eletrodos de platina
e a base de carbono (grafite, carbono vitreo e DDB, por exemplo) apresentam uma
faixa de potencial na regido anddica, com destaque ao eletrodo de DDB, que possui
a maior amplitude da faixa de potenciais de trabalho em solucédo aquosa, de 3,5V,
porém € de dificil obtencdo e relativamente mais caro. Esses ainda sdo muito
empregados para o desenvolvimento de métodos voltamétricos para a determinagao
de diferentes compostos em diferentes tipos de amostras (HAMMAM, 2004; ALMEIDA
et al., 2012; SALAMANCA-NETO et al., 2016, 2018; LENIART et al., 2018).

Por outro lado, eletrodos de pasta de carbono, preparados com grafite
sdo altamente versateis, de preparo e manuseio faceis e baixo custo. Para a confeccéo
desses eletrodos, o grafite pode ser misturado com um aglomerante podendo ser
molecular (polimeros, parafina ou 6leo mineral) ou idnico (liquidos idnicos) e a pasta
formada é alocada em um suporte contendo um contato elétrico. A superficie de um
eletrodo de pasta é facilmente fisicamente renovada usando papel macio ou até mesmo
uma espatula, e assim garante uma superficie nova para cada medida. Um eletrodo de
pasta de grafite foi empregado na determinacdo de acido ascérbico em extratos de
gengibre (TESFAYE; ASAYE, 2021). O eletrodo construido com a pasta, de
composicdo 80% (m/m) de grafite e 20% de 6leo mineral, apresentou um LD de 2,02
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umol L e foi satisfatoriamente empregado em andlises de amostras reais com
recuperacdo proxima de 100%. O polimero biodegradavel policaprolactona também
foi usado como aglomerante para o preparo de um eletrodo de pasta de grafite (DA
SILVA et al., 2020). Esse eletrodo foi empregado satisfatoriamente na determinacao
simultanea dos anti-hipertensivos besilato de anlodipino e hidroclorotiazida em
amostras de urina sintética.

Um dos eletrodos de carbono mais empregados em eletroanalitica €
0 eletrodo de carbono vitreo (ECV). Esse eletrodo é formado principalmente por
carbono hibridizado em sp? néo grafitico com alguns tracos de carbono sp? e discretos
fragmentos de fulereno, o qual € quimicamente resistente e apresenta uma corrente
de fundo relativamente baixa (YI et al., 2017). Recentemente, Salamanca-Neto et al.
empregaram um ECV n&o modificado para a determinagdo indireta de enxofre
elementar em cosméticos (SALAMANCA-NETO et al., 2018). A determinacdo foi
realizada com base na reacdo entre o enxofre elementar e a trifenilfosfina em meio
metanolico contendo uma mistura de acido acético e acetato de sddio. O método
desenvolvido obteve um LD de 2,59 ymol L= para o enxofre elementar e foi aplicado
com sucesso em creme antiacne e sabonetes dermatologicos (SALAMANCA-NETO
et al., 2018).

O ECV também foi empregado na determinacdo do fungicida
oxicarboxina (LENIART et al.,, 2018). Com os parametros da VOQ otimizados, o
método proposto apresentou um LD de 2,0 ymol L™ e foi aplicado em amostras de agua
de rio. Ainda, Leniart e colaboradores (2018) propuseram o desenvolvimento de um
método para a determinacdo da oxicarboxina baseado em um ECV modificado com
nanotubos de carbono (NTC). A adicdo de NTC na superficie do ECV foi responsavel pela
diminuicdo do LD para 1,1 ymol L e pelo aumento no intervalo de concentracédo de
oxicarboxina. A modificacdo de eletrodos € uma estratégia muito empregada em
eletroanalitica que promove um aumento do sinal analitico e, consequentemente, uma
diminuicdo do LD ou, também, é empregada para aumentar a seletividade de determinado

sistema.

2.3 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Segundo a IUPAC, um eletrodo quimicamente modificado é um

eletrodo composto de material condutor ou semicondutor revestido com um filme de
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um modificador selecionado, podendo ser monomolecular, multimolecular, idnico ou
polimérico que, por meio de reacOes faradaicas (de transferéncia de carga) ou por
meio de diferencas de potencial interfaciais (sem transferéncia de carga), exibe
propriedades quimicas, eletroquimicas e/ou 6ticas do filme modificador (DURST et al.,
1997).

Eletrodos quimicamente modificados compreendem uma abordagem
aos sistemas de eletrodos onde se busca a mudanca de propriedades fisico-quimicas
da superficie do eletrodo base com a inten¢do de alterar o coeficiente de transferéncia
heterogénea de elétrons e/ou promover fenbmenos eletrostaticos nas superficies dos
eletrodos e fenbmenos de transporte de elétrons, ions ou moléculas nos polimeros
(BARD, 1983; DURST et al., 1997; SVITKOVA et al., 2016; BEITOLLAHI et al., 2018).

Em andlises voltamétricas, o principal motivo para se modificar um
eletrodo é promover eletrocatalise, ou seja, aumentar o sinal analitico e/ou deslocar o
potencial redox do analito a fim de que ele oxide ou reduza dentro da faixa de potencial
de trabalho do eletrodo especifico (BARD, 1983; DURST et al., 1997; BEITOLLAHI et
al., 2018).

Os eletrodos geralmente sdo quimicamente modificados por uma das
quatro abordagens (DURST et al.,, 1997): 1 - Quimiossor¢cdo: em que as forcas
envolvidas séo as for¢as de valéncia do mesmo tipo daquelas que atuam na formacéo
de compostos quimicos. O filme é fortemente adsorvido e, idealmente, de forma
irreversivel na superficie do eletrodo. Essa abordagem geralmente gera cobertura em
monocamada. 2 - Ligacdo covalente: agentes de ligacao cruzada, como, por exemplo,
organossilanos ou cloreto cianurico, sdo usados para fixar covalentemente de uma a
varias camadas monomoleculares do agente modificador na superficie do eletrodo. 3
- Revestimentos de filme polimérico: filmes de polimero condutores e ndo condutores
de elétrons sdo mantidos na superficie do eletrodo por alguma combinacdo de
quimiossorcao e baixa solubilidade na solucdo de contato ou por ancoragem fisica em
um eletrodo poroso. O filme de polimero pode ser organico, organometalico ou
inorganico; ja pode conter o modificador quimico desejado ou esse produto quimico
pode ser adicionado ao polimero em uma segunda etapa de funcionalizacéo; e pode
conter o equivalente a alguns milhares de camadas monomoleculares do modificador
quimico. 4 - Compdsito: o modificador quimico é simplesmente misturado com um
material de matriz de eletrodos, como no caso de um mediador de transferéncia

eletrdnica combinado com particulas de carbono (mais um agente aglutinante) de um
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eletrodo de pasta de carbono.

A modificacdo por filme polimérico ainda pode ser subdividida em
categorias de acordo com o tipo de metodologia empregada (DURST et al., 1997).

O revestimento por imersao (dip-coating) consiste em imergir o
material do eletrodo em uma solucdo do polimero por um periodo suficiente para que
a formacéo espontanea de filme ocorra por adsorcdo. A quantidade de filme neste
procedimento pode ser aumentada retirando o eletrodo da solucdo e permitindo que
o filme da solugéo de polimero seque no eletrodo.

O gotejamento (droplet-evaporation ou drop-casting) consiste na
aplicacao de uma gota de uma solucdo do polimero na superficie do eletrodo sendo o
solvente, evaporado. Uma grande vantagem dessa abordagem é que a cobertura de
polimero é imediatamente conhecida a partir da concentracdo da solugéo de polimero
original e do volume da gota que foi adicionada.

O revestimento por rotacdo (spin coating) consiste na aplicacdo de
uma gota de uma solucéo diluida do polimero na superficie de um eletrodo rotativo. A
solucdo em excesso € removida da superficie e o filme fino de polimero restante é
deixado secar. Mdultiplas camadas sdo aplicadas da mesma maneira até que a
espessura desejada seja obtida. Esse procedimento normalmente produz filmes finos
sem orificios.

A deposicao eletroquimica (electrochemical deposition) depende da
variacdo da solubilidade do polimero com o estado de oxidacdo, de modo que a
formacdo de filme ocorra, geralmente irreversivelmente, quando um polimero é

oxidado ou reduzido ao seu estado menos solUvel.

2.4 MATERIAIS A BASE DE CARBONO USADOS NA MODIFICACAO DE ELETRODOS

Materiais a base de carbono sdo amplamente empregados na
modificacdo quimica de eletrodos devido a suas propriedades fisico-quimicas
apropriadas como por exemplo alta estabilidade estrutural, alta condutividade elétrica,
elevada érea superficial com a possibilidade de funcionaliza¢do, acarretando numa
melhora das propriedades eletroguimicas dos eletrodos base. Alguns exemplos
desses materiais englobam grafite, NTC, grafeno e carbon black (CHEN et al., 2011;
TALARICO et al., 2015; ARDUINI et al., 2020).
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2.4.1 Grafite e 6xido de grafite

Grafite € uma forma alotrépica do elemento carbono que apresenta
elevada condutividade elétrica. A estrutura do grafite € composta por carbonos sp? em
arranjo hexagonal (folhas de grafeno), dispostos em milhares de camadas (Figura 2A).

Em Eletroanalitica, o grafite € usado principalmente como material
condutor no preparo de eletrodos do tipo pasta (compésitos) (MENDES; CLARO-
NETO; CAVALHEIRO, 2002), os quais sao fabricados por meio da mistura de um
material condutor e um material aglutinante em diversas proporcdes a depender da
finalidade e das condi¢cdes de analise (MENDES; CLARO-NETO; CAVALHEIRO,
2002; VALEZI; EISELE; SARTORI, 2017; DA SILVA et al., 2020).

Modificacdes quimicas no grafite também sdo empregadas com o
intuito de incrementar as propriedades eletroquimicas desse material nos eletrodos.
Ja conhecida a mais de 150 anos, a reacao de oxidacéo do grafite por meio de agentes
fortemente oxidantes produz 6xido de grafite (TRIPATHI et al., 2017). O 6xido de
grafite possui grupos funcionais oxigenados ligados a sua estrutura tais como
carboxila, hidroxila e grupos epoxi (Figura 2B), o que faz com que as folhas fiquem
mais separadas (comparados com a separacao das folhas do grafite) na sua estrutura
tridimensional, e ainda favorece a hidrofilicidade e facilidade de funcionalizacéo e
adsorcdo de nanoparticulas e moléculas na sua superficie (SONG et al., 2011; RAY,
2015; WONG; SILVA; FATIBELLO-FILHO, 2017).

Figura 2 — Estrutura tridimensional do (A) grafite e (B) 6xido de grafite.

(A) - ®

Fonte: Adaptado de Tripathi et al. (2017).

A introducdo de terminacdes oxigenadas na superficie do grafite foi

responsavel por uma melhora significante na performance eletroguimica do eletrodo



29

produzido. Houve um aumento do sinal analitico e da cinética de transferéncia de
carga para a oxirreducdo de hexacianoferrato de potassio (ll/1ll) avaliada por VC e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) (WONG; SILVA; FATIBELLO-
FILHO, 2017). Em outro caso, um ECV modificado com O6xido de grafite foi
responsavel por uma maior detectabilidade de paracetamol usando VPD, comparado
com o ECV néo modificado e modificado com grafite (SONG et al., 2011).

Wong et al. (2017) ainda observaram que o eletrodo de pasta de 6xido
de grafite tinha sua area superficial aumentada quando dopado com nanoparticulas
de ouro. Isso acarretou um aumento do sinal analitico do sensor em 34% para o
hexacianoferrato de potassio (ll/lll) e favoreceu a separacdo dos picos de oxidacao
dos compostos epinefrina e acido Urico, sendo possivel uma analise simultanea
dessas moléculas em fluidos biolégicos.

Nos ultimos anos, nanoparticulas metalicas atrairam muita atencao
em funcdo da sua atividade quimica relativamente alta devido a suas propriedades
fisico-quimicas serem distintas daquelas apresentadas pelo mesmo metal em maiores
dimensdes. Isso se deve principalmente pela alta razéo area superficial/volume que
promove uma maior concentracao de sitios ndo-coordenados (BAG; JANA; KASULA,
2018).

A adicdo de nanoparticulas metalicas afeta a cinética e termodinamica
dos processos de transferéncia de carga e rea¢cfes redox que ocorrem na superficie
dos eletrodos modificados (BRAININA et al., 2018). A modificacdo de eletrodos com
nanoparticulas metalicas e outros nanomateriais aumenta a detectabilidade e melhora
o grau de sensibilidade e seletividade das medicdes eletroquimicas (SALAMANCA-
NETO et al., 2015; WONG,; SILVA; FATIBELLO-FILHO, 2017; SCREMIN et al., 2018;
MATTOS et al., 2021).

Os NTC sao materiais de carbono nanoestruturados que apresentam
uma alta razdo entre a area superficial e volume e sdo muito empregados para a
modificacdo de sensores eletroquimicos promovendo menores valores de LD, relativa
alta sensibilidade e rapida resposta (MAZLOUM-ARDAKANI; SHEIKH-MOHSENI,
2011).

2.4.2 Nanotubos de Carbono

Os NTC séo nanoestruturas de carbono sp? hexagonais dispostos em



30

forma cilindrica podendo assumir diferentes tamanhos. S&o classificados em NTC de
parede Unica (Figura 3A), os quais configuram-se em um cilindro Unico, e NTC de
paredes multiplas (NTCpm — Figura 3B) nos quais os varios cilindros séo dispostos
concentricamente. Os primeiros relatos de NTC datam de 1991 (IIJIMA, 1991;
MAZLOUM-ARDAKANI; SHEIKH-MOHSENI, 2011), quando foram detectados
microtubos de carbono grafitico produzidos por meio do método de descarga de arco
elétrico. Atualmente, os principais métodos de preparo de NTC sdo descarga de arco
elétrico, ablacdo a laser e deposicao de vapor quimico, sendo esse ultimo, o mais
empregado (DUMITRESCU; UNWIN; MACPHERSON, 2009; MAZLOUM-ARDAKANI;
SHEIKH-MOHSENI, 2011).

Os NTC possuem paredes laterais altamente hidrofébicas devido a
configuracdo sp? dos atomos de carbono. Esse nanomaterial carbonaceo oferece
melhoras significativas sobre muitos materiais existentes, devido a sua grande area
de superficie, facilidade para imobilizar biomoléculas, estabilidade térmica e quimica,
excelente condutividade e grande atividade eletrocatalitica (FERREIRA; RANGEL,
2009). Essas propriedades Unicas dos NTC, os tornam extremamente atraentes para
a fabricacéo de sensores/biossensores eletroquimicos, pois favorecem a transferéncia
de elétrons aumentando assim, a detectabilidade e sensibilidade analitica, diminuindo
o potencial e aumentando a corrente gerada na oxidacdo/reducdo dos analitos
analisados (RIVAS et al., 2007; BAGHBAMIDI et al.,, 2012; DUARTE; KUBOTA,
TARLEY, 2012; SARTORI; FATIBELLO-FILHO, 2012; VALEZI et al., 2014
SALAMANCA-NETO et al., 2015; SCREMIN et al., 2018).
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Figura 3 — Estrutura tridimensional esquematica dos (A) nanotubos de carbono de

parede Unica e (B) nanotubos de carbono de paredes multiplas.

Fonte: Adaptado de Malhotra, Srivastava e Augustine (2015).

Estudos demonstraram que os NTCs, além de melhorarem o
desempenho de eletrodos ja amplamente utilizados, podem aumentar a reatividade
eletroquimica de biomoléculas e promover as reacdes de transferéncia de elétron em
moléculas, antes, ndo reativas (GOODING, 2005; PEREZ-LOPEZ; MERKOCI, 2012;
SILVA et al., 2017).

2.4.2.1  Preparo de eletrodos modificados com nanotubos de carbono de paredes

multiplas

As caracteristicas Unicas dos NTCewm fizeram com que muitos
pesquisadores os utilizassem como agente modificador de superficies de eletrodos.
O procedimento de preparagao e uso dos NTCpm como agente modificador de eletrodo
€ baseado em sua suspensado/dispersdo em um solvente especifico e posterior
gotejamento na superficie do eletrodo para a evaporacao do solvente. Esta etapa foi
descrita em muitos trabalhos e alguns exemplos de tratamento e disperséo de NTCpwm

em solventes estédo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Procedimentos selecionados que foram recentemente publicados para a preparacao de suspensao/dispersao de NTCpwm

para modificacdo de eletrodos por gotejamento e evaporacao de solvente

Tipo de NTCpwm Solvente Analito Referéncia
Funcionalizado com grupos carboxilicos
Etanol H202 (SARAVANAN et al., 2018)
(> 8%)
Tratado com HNO3 + H2S0a4 (1:3; viv) Agua Catecol (RAO et al., 2018)
Tratado com HNOs (35%) DMF Levodopa (MIRZANASIRI et al., 2018)
Tratado com HNO3 (4,0 mol L™1) DMF Clopiralide (OZCAN; GURBUZ, 2018)
o Nifedipino e (MOKHTARI; NEMATOLLAHI;
Primitivo Metanol . o
dehidrodronifedipino SALEHZADEH, 2018)
o Solugéo aquosa de — )
Primitivo _ _ Diclorofeno (SIPA et al., 2018)
Ciclodextrina*
(THAMILSELVAN;
Tratado com HNOs (65%) Etanol Bisfenol A RAJAGOPAL;

Primitivo

Primitivo
Tratado com HNO3s + H2SO4 (1:3; v:v)
Tratado com HNOs3 + H2S0a4 (1:3; viv)

Vermelho allura e azul
brilhante FCF

1,3-dioxolano

DMF Acido ascorbico e dopamina
DMF Boro
Agua Triptofano

SURYANARAYANAN, 2019)
(SIERRA-ROSALES et al.,
2019)
(MOUNESH et al., 2019)
(LIV; NAKIBOGLU, 2020)
(WU et al., 2020)

* 20 mg mL~%; DMF: Dimetilformamida
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Como pode ser observado, o uso de acidos fortemente oxidantes &
muito empregado como uma etapa de tratamento dos NTCpm. ESse tratamento além
de eliminar resquicios dos catalisadores empregados na sintese dos NTCewm, €
responsavel por aumentar os defeitos das paredes dos nanotubos, responsaveis pela
melhora das propriedades elétricas do nanomaterial (HERBST; FERNANDES
MACEDO; ROCCO, 2004). Além disso, o tratamento acido dos NTCem promove a
insercao de grupamentos oxigenados, tais como hidroxila e carboxila (MIRZANASIRI
et al., 2018; OZCAN; GURBUZ, 2018; RAO et al., 2018; SARAVANAN et al., 2018),
aumentando sua hidrofilicidade, facilitando assim sua dispersdo em solventes polares
como a agua (RAO et al., 2018; WU et al., 2020).

Por outro lado, quando os NTCpm N0 séo previamente tratados, sua
dispersdo em agua € muito dificil devido a aglomeracao por meio de forcas de van der
Walls entre os nanotubos (HERBST; FERNANDES MACEDO; ROCCO, 2004; LEAL
et al., 2015). A dispersédo de NTCpwm primitivos ja foi relatada em solventes orgénicos
tais como metanol (MOKHTARI; NEMATOLLAHI; SALEHZADEH, 2018),
dimetilformamida (MOUNESH et al., 2019) e 1,3-dioxolano (SIERRA-ROSALES et al.,
2019), e em solucdes aguosas de moléculas ou biopolimeros anfifilicos como no caso
do agucar B-ciclodextrina, um oligossacarideo ciclico contendo 7 residuos de glicose
ligados por ligagéo do tipo a-(1—4) formando estruturas semelhantes a gaiolas, com
interior hidrofébico e lado externo hidrofilico (SIPA et al.,, 2018; ZHOU; FANG;
RAMASAMY, 2019).

O uso de moléculas anfifilicas para a dispersdo dos NTCpm nao
funcionalizados em &agua envolve o mecanismo de envelopamento ou adsorcéo
aleatédria, no qual a parte hidrofobica interage com as paredes dos nanotubos e a parte
hidrofilica interage com as moléculas de agua (FATEMI; FOROUTAN, 2016; ZHOU,
FANG; RAMASAMY, 2019). Nesse processo, o diametro médio dos NTCpm aumenta,
como no caso relatado por Kumar et al. (2012), onde o diametro médio das
nanoestruturas de carbono aumentou de 15 para 85 nm, aproximadamente, ap0s a
interagéo dos NTCpm com quitosana.

Sabe-se também que os NTCem interagem bem com biopolimeros
derivatizados quimicamente por carboximetilacdo, como no caso da carboximetil-
celulose (DADFAR; KAVOOSI, 2015; MANDAL et al., 2016) e carboximetil-quitosana
(ZENG et al., 2016; EL-GHANY, 2017). O uso de materiais de origem renovavel ganha

destaque para 0 emprego como dispersantes de materiais nanoestruturados de
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carbono (SINAR; KNOPF, 2014; MANDAL et al., 2016; ZENG et al., 2016; EL-GHANY,
2017). Nesse sentido, os materiais de fontes biotecnoldgicas ganham destaque devido

a facilidade de obtencao, controle especifico de producao e sustentabilidade.

2.5 BOTRYOSPHAERIA RHODINA

Em 1996, Barbosa, Dekker e Hardy exploraram 40 fungos
ligninoliticos isolados de diversos microambientes do oeste australiano. Dentre eles,
constatou-se que o fungo ascomiceto do género Botryosphaeria sp. produziu a enzina
lacase constitutivamente sob fermentacédo submersa (BARBOSA; DEKKER; HARDY,
1996). Atualmente, sabe-se que esta espécie de fungo ascomiceto é produtora da
enzima lacase constitutivamente e também de exopolissacarideo do tipo B-D-glucana
(VASCONCELOS et al., 2000; DEKKER et al., 2001; STELUTI et al., 2004; DEKKER
et al., 2019).

O bioproduto majoritario produzido pelo fungo Botryosphaeria rhodina
MAMB-05 depende do meio de cultivo que esse fungo estd submetido: quando
cultivado em meio nutriente basal com alcool veratrilico produz majoritariamente a
enzima lacase (VASCONCELOS et al.,, 2000; DEKKER et al.,, 2001); e quando
cultivado em glucose, a viscosidade do meio de cultura aumenta devido a producao
majoritaria do exopolissacarideo botriosferana, um biopolimero do tipo 3-D-glucana
(BARBOSA et al., 2003; DEKKER et al., 2019).

2.5.1 Lacases

Lacases (EC 1.10.3.2) pertencem a classe de enzimas polifenol
multicobre oxidase. Sua estrutura é baseada em uma cadeia de glicoproteinas e um
cluster de cobre no sitio ativo, que atua como cofator na biocatalise do processo de
oxidacao de orto- e para-(poli)fenois na forma reduzida as quinonas correspondentes,
reduzindo simultaneamente o oxigénio molecular (aceptor final de elétrons) a agua,
conforme exemplificado no esquema abaixo (Figura 4) (MOGHARABI; FARAMARZI,
2014).
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Figura 4 — Reacdo de oxidacao catalisada pela lacase de orto-/para-fendis para orto-

/para-quinonas e reducéao eletroquimica de oxigénio molecular para agua.

orto-/para- fendis

orto-/para- quinonas

Fonte: O préprio autor.

Essas enzimas sdo obtidas de diversas fontes biolégicas, incluindo
bactérias, plantas, insetos e fungos, como Botryosphaeria rhodina MAMB-05. As
lacases fungicas ganharam muita importancia no desenvolvimento de biossensores
eletroquimicos, principalmente devido ao seu maior potencial de oxidagdo em
comparacao com as lacases de outras fontes e sua capacidade de catalisar processos
de transferéncia de elétrons sem cofatores adicionais ou mediadores quimicos
(CANNATELLI; RAGAUSKAS, 2017; MORAES et al., 2019a).

Quando imobilizada, a enzima mantém sua estabilidade, devido a
estabilizacdo da sua estrutura proteica por se apresentar menos acessivel a agentes
desnaturantes e ataque microbiano, além de poderem ser reutilizadas em diversas
medidas. Ao se imobilizar a enzima na superficie de um sensor eletroquimico garante-
se sensibilidade e seletividade as medidas eletroquimicas. O dispositivo assim obtido
€ chamado de biossensor e a reacdo que ocorre baseia-se na interacdo do analito
com a enzima (elemento de reconhecimento biolégico) sendo o sinal resultante dessa
interagdo convertido em um sinal elétrico por meio um transdutor.

Nos biossensores a base de lacase, a serem abordados nesta tese, 0

elemento de reconhecimento bioldgico € baseado no uso do extrato bruto enzimatico,
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obtido por fermentacdo submersa do fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05. A
aplicacao de extratos brutos de lacase na arquitetura de dispositivos bioeletrénicos
pode resultar em problemas de seletividade. No entanto, este procedimento reduz o
custo de preparacdo do biossensor em larga escala, além de ser mais simples e
garantir maior vida atil da atividade biocatalitica quando comparado a enzima
purificada (MORAES et al., 2019a), uma vez que a enzima esta em seu ambiente
natural.

A lacase de Botryosphaeria rhodina MAMB-05, usada como extrato
bruto enzimatico, tem sido aplicada na biodeteccao eletroquimica de varios compostos
(poli)fendlicos, com estruturas organicas simples e complexas, incluindo epinefrina
(MORAES et al., 2019a), rutina (MATTOS et al., 2021), quercetina (GOMES et al.,
2020), dopamina (COELHO et al., 2019) e também para determinacdo indireta de
espironolactona (COELHO et al., 2019) com base em um mecanismo de inibicdo
enzimatica. Nesses biossensores, a enzima lacase foi imobilizada na superficie de
eletrodos a base de carbono (transdutores) por diferentes mecanismos de
imobilizacdo enzimética. O tipo de imobilizacdo da enzima em um suporte
eletroquimico afeta diretamente o desempenho analitico do biossensor. Cada método
de imobilizacdo tem vantagens e desvantagens; assim, cada tipo de procedimento
deve ser estudado levando em consideracdo o tempo de vida e estabilidade do
elemento de bioreconhecimento (enzima), exatiddo, precisdo, reprodutibilidade,
sensibilidade, limites de deteccdo e quantificagdo do dispositivo proposto
(SASSOLAS; BLUM; LECA-BOUVIER, 2012). Os tipos mais conhecidos de
imobilizacdo enzimatica incluem oclusdo em gel, adsorcéo fisica, microencapsulacao

e ligacao covalente, conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Representacao grafica de diferentes tipos de imobilizacdo enzimatica.
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Fonte: O préprio autor.

A imobilizagdo por oclusdo em gel baseia-se no confinamento da
enzima nos intersticios de um gel, permitindo a difusdo de substratos e produtos para
dentro e fora da matriz polimérica, retendo a enzima de interesse. Diversos materiais
tém sido utilizados para oclusdo enzimatica, como &lcool polivinilico, géis de
poliacrilamida, grupos anidnicos e catidnicos, entre outros. Uma desvantagem do
método de oclusdo esta relacionada a possivel perda de atividade enzimatica devido
a lixiviacdo, que é dependente do tamanho dos poros do gel (FERNANDEZ-
FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013).

A adsorcédo fisica é o método mais simples de imobilizacdo de
enzimas. As vantagens sao baixo custo e facilidade de imobilizacdo baseada em
forgas/interagOes fisicas fracas entre a enzima e a matriz (superficie do eletrodo).
Essas interacdes incluem forcas de van der Waals e ligac6es de hidrogénio. Em
comparacdo com outros métodos de imobilizagdo de enzimas, as desvantagens da
adsorcao fisica incluem baixa estabilidade da enzima imobilizada sob condi¢cdes
severas de temperatura, pH e forca iénica, o que pode levar a uma rapida remocao
do biomaterial da superficie do eletrodo. No entanto, este método tem sido

amplamente aplicado no desenvolvimento de biossensores, pois continua sendo o
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procedimento mais rapido e aplicavel para a imobilizacdo de biocatalisadores
(BRADY; JORDAAN, 2009).

A microencapsulacao baseia-se no aprisionamento da enzima dentro
de uma membrana depositada na superficie do eletrodo. Esse material retém a enzima
e sua porosidade permite a difusdo do substrato e dos produtos formados na reacao,
gue sédo monitorados na interface eletrodo/solucdo. Exemplos de membranas incluem
Nylon, quitosana, acetato de celulose e policarbonatos. Uma desvantagem notavel
deste método esta relacionada ao impedimento da transferéncia de massa do
substrato e dos produtos de reacdo causados pela membrana (ROCHEFORT;
KOUISNI; GENDRON, 2008).

A ligacdo covalente da enzima € o método mais estavel e eficiente na
imobilizacdo da enzima em um material de suporte. Este procedimento ocorre através
de ligacdes quimicas entre grupos funcionais da enzima (a parte ndo essencial para
a atividade catalitica) e grupos reativos do material de suporte que podem incluir
hidroxilas, carbonilas, aminas, grupos fendlicos, imidazol e ti6is. Os materiais de
suporte mais amplamente aplicados incluem polimeros insolUveis como quitosana,
celulose e dextrano. Exemplos de agentes de ligacdo covalente usados na construcao
de biossensores de enzimas eletroquimicas incluem: 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]
carbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), epicloridrina, glioxal, aminotibis e
glutaraldeido (CASERO et al., 2013).

A imobilizacdo enzimética em condi¢cbes préximas as de seu ambiente
natural garante a enzima maior estabilidade e atividade, propriedades importantes
guando se considera seu uso em biossensores. Por isso, 0 emprego do biopolimero
do tipo B-D-glucana também produzido pelo fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05
foi considerado para uso em biossensores contendo extrato bruto enzimatico de
lacase. Uma caracteristica atraente deste sistema € que a botriosferana constitui um
biofilme sobre o qual a lacase pode ligar/atrair, proporcionando um ambiente

bioquimico natural para a imobilizacdo da enzima.
2.5.2 B-D-glucana
O cultivo do fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 em meio de

glucose por fermentacdo submersa resulta em aumento da viscosidade do fluido de

cultura devido a produgao de um biopolimero exocelular do tipo B-D-glucana. Esse
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exopolissacarideo foi caracterizado como um polimero constituido apenas por
residuos de D-glicose unidas por ligacées do tipo (1->3) e (1->6), e denominado
botriosferana (BOT) (BARBOSA et al., 2003). ABOT consiste em uma cadeia principal
compreendendo residuos de D-glicose ligados em B-(1->3) contendo ramificacdes
compreendendo unidades de glicose e gentiobiose via ligacbes B-(1->6) em
aproximadamente 22% da cadeia principal (BARBOSA et al., 2003; CROGNALE et
al., 2007; DEKKER et al., 2019).

A BOT é amplamente empregada na area da saude e cosméticos pois
apresenta atividades antioxidantes, hipoglicemiantes, hipocolesterolémicas e
hipotrigliceridémicas. Também apresentou uma capacidade de reducdo da
proliferacdo de células de cancer de mama. Atualmente a BOT é comercialmente
apresentada em produtos cosméticos formulados para promover o rejuvenescimento
epitelial e tratamento de doencas de pele (DEKKER et al., 2019).

Exopolissacarideos como a BOT, tém sido amplamente explorados
no desenvolvimento de novos dispositivos eletroquimicos. A quitosana e a
carboximetilcelulose sé@o alguns biopolimeros mais aplicados para esta finalidade,
configurando algumas caracteristicas marcantes, incluindo biocompatibilidade,
biodegradabilidade, capacidade de formar filmes finos aderentes em plataformas
eletroquimicas suporte, renovaveis, abundantes na natureza, e geralmente néo sao
toxicos (FU et al., 2015; HERNANDEZ-IBANEZ et al., 2016). Os exopolissacarideos
apresentam vantagens sobre outros polissacarideos naturais, pois sao produzidos por
fermentacao por espécies microbianas, podendo ser obtidos a partir dos fermentados
por precipitacdo com alcool com consequentes altos rendimentos, resultando em
menores custos de producéo.

A BOT ja foi introduzida no desenvolvimento de (bio)sensores
voltamétricos pelo grupo de pesquisa coordenado pela Prof2 Dr2 Elen Romao Sartori.
Desde entdo ja foram publicados varios estudos reportando o uso de BOT para a
construcdo de sensores e biossensores. Scremin et al. (2021), estabilizaram carbon
black em um filme de BOT na superficie de um ECV. O sensor foi caracterizado
eletroquimica e espectroscopicamente e o filme de carbon black e BOT nao sofreu
modificagdes significativas e, consequentemente, foi empregado com sucesso na
determinacao do relaxante muscular ciclobenzaprina em formulacdes farmacéuticas.
Em uma outra abordagem, BOT foi empregada na imobilizacdo da enzima lacase

também produzida pelo fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 (COELHO et al.,
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2019). A mistura de extrato bruto enzimatico e do exopolissacarideo BOT foi
depositada sobre um ECV modificado com NTCpm obtendo um biossensor. O
dispositivo analitico foi aplicado com sucesso na determinagdo de dopamina em
injecbes farmacéuticas e amostras biolégicas sintéticas, e apresentou boa
seletividade mesmo na presenca de acido arico e acido ascorbico, atestando a
seletividade do biossensor de lacase para compostos fendlicos. A imobilizacdo de
lacase usando a BOT, como um agente estabilizador garantiu ao biossensor longa
durabilidade com manutenc¢éo de atividade enzimética (COELHO et al., 2019).

2.5.2.1 Carboximetil-botriosferana

A carboximetil-botriosferada (CMB) € uma molécula produzida a partir
da derivatizacdo quimica por carboximetilacdo da BOT (DEKKER et al., 2019). A
reacao de caboximetilacdo ocorre em meio de isopropanol e agua contendo hidroxido
de sbdio para permitir a solubilizacdo da BOT (KAGIMURA et al., 2015). Com a adicdo
de acido cloroacético, a CMB ¢é obtida em poucas horas. Os grupos carboximetilicos
sdo incorporados na estrutura da BOT pelo carbono 6, em substituicdo aos
hidrogénios. A Figura 6 apresenta a estrutura quimica da CMB. O grau de substituicéo
da CMB esta relacionado diretamente com a quantidade de grupos carboximetilicos

gue substituem os hidrogénios das hidroxilas do carbono 6.

Figura 6 — Estrutura quimica da carboximetil-botriosferana
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Fonte: O préprio autor.

O primeiro uso da CMB em Eletroanalitica foi a sua deposicédo sobre um ECV
modificado com carbon black. O eletrodo modificado foi usado na determinacdo
simultanea de paracetamol e dopamina (EISELE et al., 2019). Foi observado uma

melhora nas propriedades do eletrodo modificado para a determinagdo dos compostos
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fendlicos devido as interacbes dos grupos carboximetilicos da botriosferana
derivatizada e além disso, a estabilidade do sensor foi mantida por longos periodos.

Em vista disso, este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de
bio(sensores), utilizando como sensores base 0 ECV e pasta de 6xido de grafite e
como agentes modificadores, biomateriais de Botryosphaeria rhodina MAMB-05.
Tanto o sensor quanto o biossensor foram avaliados em relacdo ao seu
comportamento eletroquimico e sua aplicabilidade em amostras farmacéutica,
biolégica e alimenticia. Destaca-se 0s seguintes objetivos especificos:

Explorar a dispersdo de NTCem primitivos em agua usando CMB como
estabilizador e empregar essa disperséo para modificar um ECV.

Empregar planejamento de estatistico de misturas para a construcdo do
biossensor compreendendo uma mistura de extrato bruto de lacase, BOT e
nanoparticulas de platina (PtNPs) depositados sobre um eletrodo de pasta de 6xido
de grafite.

Caracterizar o sensor e biossensor quanto a morfologia, resposta voltamétrica
e EIE empregando solugéo de ferrocianeto de potassio (K3[Fe(CN)s]) e ferricianeto de
potassio Ka[Fe(CN)e].

Desenvolver um método voltamétrico para a determinacdo de DESL
empregando o sensor; avaliar os parametros analiticos de desempenho do método
proposto, tais como: precisdo, sensibilidade, seletividade, exatiddo, limites de
deteccdo e quantificacdo, linearidade, além de comparar criteriosamente 0s
resultados obtidos pelo método desenvolvido com aqueles descritos na literatura.

Empregar planejamento fatorial para otimizar os parametros experimentais
para a determinacdo de acidos clorogénicos empregando o biossensor; avaliar
linearidade da resposta analitica do biossensor e durabilidade do dispositivo
desenvolvido.

Aplicar o sensor na determinacéo de desloratadina em amostras farmacéuticas
e biologicas, comparando os resultados frente a um método espectrofotométrico
previamente validado.

Aplicar o biossensor na analise de amostras de café coado tanto tradicionais
guanto especiais usando o método voltamétrico e um método cromatografico,
comparando com os resultados obtidos e, por fim, aplicar ferramentas quimiomeétricas

para classificacdo dos cafés.
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CAPITULO 1

Dispersao aquosa de nanotubos de carbono estabilizada com
carboximetil-botriosferana: Uma nova arquitetura para o

sensoriamento de desloratadina
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1 INTRODUCAO

A DESL (8-cloro-6,11-diidro-11-(4-piperidiniledeno)-5H-
benzo[5,6]ciclohepta[1,2-b]piridina — Figura 1) é um farmaco anti-histaminico de
terceira geracdo. Possui agdo seletiva como antagonista dos receptores de histamina
do tipo H1 nas células e, por isso, € usada no tratamento de sintomas alérgicos sem
causar sedacao e/ou sonoléncia (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996).

Figura 1 — Estrutura quimica da desloratadina

cl /\

Fonte: Hardman, Limbird e Gilman (1996)

No Brasil a DESL é comercializada na forma de comprimidos de 2,5
e 5 mg, e na forma de xarope na concentracdo de 0,5 mg mL, com taxa de excrecéo
de 41% através da urina (RAMANATHAN et al.,, 2007). Esse farmaco pode ser
administrado a pacientes de todas as idades, com excecdo de criancas que nao
atingiram 6 meses de idade e de mulheres durante a amamentagéo, pois a DESL pode
ser excretada para a glandula mamaria e, consequentemente, no leite materno
(BIFARMA; ANVISA, 2008).

Em vista de sua importancia no tratamento clinico de sintomas
alérgicos por pacientes pediatricos e adultos, torna-se importante o desenvolvimento
de um método analitico simples, confiavel e econdmico que atenda a exigéncia das
agéncias reguladoras e 0 compromisso com o controle de qualidade.

Os métodos analiticos empregados para o controle de qualidade
realizado pelas industrias farmacéuticas sdo aqueles preconizados pelas
farmacopeias (United States Pharmacopoeia, 2007; Brazilian Pharmacopoeia, 2010;

British Pharmacopoeia Comission, 2013). Em sua grande maioria, esses métodos se
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baseiam nas técnicas cromatograficas ou espectrofotométricas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) se baseia na
separacdo de compostos em solucdo em uma coluna cromatogréfica, devido a
diversos tipos de interacdo entre os compostos e as fases movel e estacionaria. A
deteccado pos separacao se da por meio de um detector, podendo assumir diferentes
técnicas de deteccdo, onde os compostos podem ser identificados pelo seu tempo de
retencdo na coluna cromatografica relacionando com o sinal quimico mensurado pelo
detector (SKOOG et al., 2007). A CLAE, apesar de ser a técnica mais utilizada nas
industrias, possui um alto custo de instrumentacao e analise pois requer 0 uso de
solventes que apresentam alto grau de pureza e, além disso, o tempo de analise é
relativamente alto.

J& a técnica espectrofotométrica de absor¢cao molecular na regido do
ultravioleta-visivel (espectrofotometria UV-Vis) se baseia na interacdo dos compostos
em solucdo com radiacdo ultravioleta e/ou visivel. A espectrofotometria UV-Vis é uma
técnica relativamente mais simples e rapida que a CLAE, no entanto esta sujeita a
maiores interferentes e possui menor sensibilidade e, na maioria das vezes, emprega
grandes quantidades de solvente organico de relativa toxicidade (PASCHOAL et al.,
2003). Por sua simplicidade relativa, a farmacopeia dos Estados Unidos (United States
Pharmacopoeia, 2007) descreve o uso de espectrofotometria derivativa de absorcao
molecular na regido do visivel (espectrofotometria derivada) derivada como o método
oficial para a determinagdo da DESL. No entanto, apesar da espectrofotometria
derivada amenizar possiveis interferentes (PASCHOAL et al., 2003), o tratamento
matematico dos dados acaba por adicionar uma nova etapa ao método, tornando a
analise mais complicada e demorada, ndo sendo adequado para analises de rotina.

O desenvolvimento de métodos mais simples e menos onerosos ao
meio ambiente, em substituicdo aos métodos convencionalmente empregados é uma
tendéncia global (ANASTAS, 1999), sendo que varios pesquisadores tém se
empenhado para desenvolver métodos voltamétricos de analise cada vez mais
simples e mais ambientalmente favoraveis, utilizando diferentes eletrodos (SVORC et
al., 2014; BRYCHT et al., 2016; COELHO et al., 2019; FALONE et al., 2019; MORAES
et al., 2019a, 2019b; NASCIMENTO et al., 2019; SALAMANCA-NETO et al., 2019;
SILVA; WONG; FATIBELLO-FILHO, 2020).

A voltametria se destaca pela sua simplicidade, rapidez de andlise,

baixo custo relativo aliado a relativas altas sensibilidade e detectabilidade (BRETT,;
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BRETT, 1993; BARD; FAULKNER, 2001). Anterior a esse trabalho, poucos métodos
voltamétricos foram relatados para a determinacdo de DESL. Aleksic et al. (ALEKSIC
et al., 2010) propuseram o uso de eletrodo de mercurio de gota pendente (EHgGP)
em conjunto com a VOQ para a determinacédo de DESL e obtiveram um LD de 0,463
umol Lt. O método exige cuidados especiais e um analista experiente devido ao
emprego do eletrodo de mercurio. Para superar a toxicidade do eletrodo, Vidya et al.
(VIDYA et al., 2014) empregaram um ECV e VOQ para determinar DESL em amostras
de urina humana e comprimidos e obtiveram um LD de 0,003 umol L%, mas a menor
concentracdo detectada foi de 25,5 pmol L1, além do método apresentar problemas
de adsorcéo, afetando a precisdo das medi¢6es. Recentemente, Nagao et al. (2020)
fizeram uso de um eletrodo de diamante dopado com boro para a determinacéo de
DESL em amostras farmacéuticas, de urina e de 4gua de torneira. O método analitico
baseado em VPD foi capaz de detectar DESL num intervalo de concentracéo de 0,099
a 6,3 umol L* obtendo um LD de 0,041 pmol L.

Com o desenvolvimento de novos materiais, especialmente materiais
nanoestruturados, diferentes arquiteturas de eletrodos de trabalho podem ser obtidas
por uma simples modificacdo de eletrodos tradicionalmente empregados. Esses
eletrodos s&@o conhecidos como eletrodos quimicamente modificados (SVITKOVA et
al., 2016; SILVA et al., 2017; BEITOLLAHI et al., 2018; HAJIALIZADEH et al., 2018).

A principal razdo para modificar um eletrodo € promover a
eletrocatalise, ou seja, aumentar o sinal analitico e/ou deslocar o potencial redox para
menores valores, de forma a permitir que o analito oxide/reduza dentro da faixa de
potencial de trabalho do eletrodo especifico (BARD, 1983; BEITOLLAHI et al., 2018).
Os NTC de paredes multiplas (NTCpwm) tém sido amplamente utilizados para modificar
eletrodos, pois, como um material nanoestruturado, apresentam caracteristicas
eletrocataliticas devido a sua alta area superficial e mobilidade eletrénica (GOODING,
2005; KUMAR; VICENTE-BECKETT, 2012; SCREMIN et al., 2018).

O procedimento de preparacéo e uso de NTCpm como um modificador
de eletrodo € baseado em sua suspenséao/dispersédo em um solvente especifico antes
da cobertura da superficie do eletrodo. A maioria dos procedimentos utiliza meio
fortemente &cido/oxidante para tratar os NTCpm a fim de facilitar sua dispersdo em
solventes polares devido aos grupos carboxilicos incorporados ao nanomaterial
(MIRZANASIRI et al., 2018; OZCAN; GURBUZ, 2018; RAO et al., 2018; SARAVANAN

et al., 2018). Quando primitivos, os NTCpm podem ser dispersos em solvente organico,
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como metanol (MOKHTARI; NEMATOLLAHI; SALEHZADEH, 2018), e em uma
solugdo aquosa de B-ciclodextrina (oligossacarideos ciclicos contendo sete residuos
de glicose ligados por ligacées a-(1—4) formando estruturas semelhantes a gaiolas)
(SIPA et al., 2018). Recentemente, foram descobertos polissacarideos que aumentam
a capacidade dispersiva em agua das nanoestruturas de carbono (ZHOU; FANG;
RAMASAMY, 2019), e a dispersdo de NTCpm em meio aquoso foi alcangada usando
diferentes substratos atuando como dispersantes, como quitosana e B-ciclodextrina
(RUNGROTMONGKOL et al., 2011; YANG et al., 2015; FATEMI; FOROUTAN, 2016;
SIPA et al., 2018).

Nesse sentido, o0 exopolissacarideo fungico denominado
botriosferana (BOT), uma B-glucana do tipo (1—3)(1—6)-B-D-glucana de
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 (DEKKER et al., 2019), derivatizado quimicamente
por carboximetilacdo para produzir carboximetil-botriosferana (CMB), foi considerado
como um adjuvante na dispersdao de NTCpwm, pois recentemente demonstrou possuir
novas aplicagdes eletroanaliticas (EISELE et al., 2019; MATTOS et al., 2019). A CMB
ainda nao foi usada com a finalidade de dispersar NTCpm. Assim, neste trabalho, é
proposto o uso de CMB para dispersar NTCpm em &gua para a construgdo de um
sensor eletroquimico para a determinacdo do farmaco anti-histaminico DESL em

amostras farmacéuticas e biolégicas.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os produtos quimicos utilizados neste trabalho foram de grau
analitico e foram utilizados sem algum tratamento. As solu¢des foram preparadas com
agua ultra-purificada (resistividade = 18,2 MQ cm) obtida de um sistema Milli-Q
(Millipore, EUA).

O padréo analitico de DESL (99,8%) e NTCpm primitivos (20-30 nm de
diametro e 0,5-2 ym de comprimento; pureza = 95%) foram obtidos da Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, EUA). Os medicamentos contendo DESL foram adquiridos em uma
farméacia em Londrina-PR, Brasil. Quatro amostras foram usadas: duas formulacdes
em forma de comprimidos contendo 5 mg de DESL por unidade e dois tipos de xarope

com a concentragéo de DESL de 0,5 mg mL™.
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O eletrélito de suporte das medidas voltamétricas foi uma solucao
tampao fosfato, preparada a partir de hidrogenofosfato de potassio na concentracéo
de 0,10 mol L~ com o pH ajustado para 8,0 com adicdo de uma solucdo de NaOH a
2,0 mol L1, A solucgéo estoque de DESL na concentragdo de 10 mmol L foi preparada
diariamente, dissolvendo o padrdo em agua ultrapura. As solucdes de trabalho, em
concentracbes menores, foram preparadas por diluicdo da solucdo estoque com o

eletrdlito suporte.
2.2 INSTRUMENTAGAO

Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma
célula eletroquimica de compartimento Unico com trés eletrodos (Figura 2), incluindo
uma placa de platina (0,5 x 0,5 cm?) como eletrodo auxiliar, um Ag/AgCI (KCI 3,0 mol
L-1) como eletrodo de referéncia, o qual se referem todos os potenciais apresentados
na sequéncia, e o sensor desenvolvido como eletrodo de trabalho. O ECV foi adquirido

da Tokay Carbon Co., Toquio, Japao (5 mm, diametro).

Figura 2 — Representacdo esquematica da célula eletroquimica contendo trés
eletrodos, eletrodo auxiliar, de referéncia e de trabalho, além do orificio para adi¢ao
das aliquotas

Eletrodo de Trabalho  Eletrodo Auxiliar
Eletrodo de Referéncia \ /

~
Orificio para adi¢ao
de aliquotas

/

%
N

Fonte: o proprio autor.
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As medidas voltamétricas foram realizadas wusando um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 101 (Metrohm Autolab B. V., Schiedam,
Holanda) controlado pelo programa NOVA 2.1.

Os experimentos de EIE foram realizados usando um
potenciostato/galvanostato FRA Il pAutolab tipo Il (Metrohm Autolab B. V., Schiedam,
Holanda) controlado pelo software NOVA 1.0. Os experimentos foram realizados com
a aplicacéo do potencial formal do par redox [Fe(CN)s]*#~ (0,27 V para os eletrodos
empregados neste trabalho), variando de 10 mHz a 100 KHz (10 pontos por década),
e com uma perturbacdo de 10 mV. A solugéo consistiu em uma mistura de Ks[Fe(CN)g]
5,0 mmol L1, Ka[Fe(CN)e] 5,0 mmol L~* e KCI 0,5 mol L.

O pH das solucdes foi medido a 25,0 = 1,0 °C usando um pHmetro
HI-221 (Hanna Instruments, EUA), empregando um eletrodo de vidro combinado com
um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) como referéncia externa.

As imagens microscoépicas foram obtidas utilizando um microscopio
eletronico de varredura (MEV, modelo FEI Quanta 200, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) operado em uma voltagem de 5000 V.

2.3 PRODUCAO DA CARBOXIMETIL-BOTRIOSFERANA

O polissacarideo botriosferana foi obtido do fungo ascomiceto
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 cultivado por fermentagdo submersa em meio
nutricional contendo 50 g mL~! de sacarose de acordo com o reportado por Barbosa
et al. (2003).

A derivatizac&o da botriosferana por carboximetilacao foi realizada de
acordo o método de Xu et al. (XU et al., 2009), com pequenas modificacdes. A massa
de 1 g de BOT liofilizada foi suspensa em isopropanol e mantida sob agitacao por 15
min. Em seguida, uma solucéo de hidroxido de sodio 20% (m/v) foi adicionada gota a
gota, mantendo-se sob agitacdo por 3 horas. Outra solugdo contendo a mistura de
acido cloroacético, hidroxido de sodio 20% (m/v) e isopropanol foi adicionada a
reacao, mantendo sob agitagéo por mais 1 h. Posteriormente, uma solugao contendo
apenas acido cloroacético e isopropanol foi adicionada a reacédo, sendo mantida a 60
+ 2 °C por 3 h. A reacéo foi interrompida transferindo a mistura para um banho de gelo
até atingir temperatura ambiente. Logo apos, a CMB foi precipitada com a adicdo de

metanol e posteriormente lavada com metanol 80% (v/v), etanol 99,5%, etanol 80%
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(v/v) e, por ultimo, éter etilico 99,8%. O precipitado obtido foi solubilizado em agua
destilada, e a solucédo resultante foi dialisada contra agua destilada por 48 h e
liofilizada. Apds a obtencéo da CMB liofilizada, ela foi mantida sob refrigeracéo a 4 °C.
O grau de substituicdo dos grupos carboximetilicos na estrutura da BOT foi
determinado de acordo com o descrito por Tatongjai e Lumdubwong (2010), obtendo

um grau de substituicdo igual a 0,84.

2.4 PREPARO DO ELETRODO MODIFICADO

Antes do uso, o ECV foi cuidadosamente polido com suspensao de
alumina de 0,3 mm em um pano de polimento e enxaguado com agua ultrapura em
abundancia e deixado secar a temperatura ambiente por 10 min.

Uma dispersdo aquosa dos NTCpwm foi preparada misturando 5,0 mg
de NTCpwm primitivos em 5 mL de uma solucdo aquosa contendo 1 mg mL~! de CMB.
Essa mistura foi sonicada em banho ultrassonico por 5 min. A disperséo de NTCpum-
CMB foi armazenada sob refrigeracdo a 4° C. Antes da modificacdo do ECV, a
disperséo foi homogeneizada por sonicacdo durante 1 min em banho ultrassénico.

O sensor foi preparado pelo método de gotejamento em uma Unica
etapa. O ECV, previamente polido com alumina, foi colocado na posicao vertical e, em
seguida, 20 pL da dispersao aquosa de NTCpm foram depositados na superficie do
eletrodo com o auxilio de uma micropipeta e deixado secar a temperatura ambiente.
Apoés a secagem, o sensor foi ativado em solucédo tampéo fosfato (pH 8,0) aplicando
dez ciclos em uma janela de potencial de 0,0 a 1,4 V a uma velocidade de varredura
de 100 mV s~" usando VC.

2.5 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

A VC e a VVL foram empregadas para a caracterizacao do eletrodo
modificado e para o desenvolvimento do método analitico para a determinacdo de
DESL.

A VVL foi usada na construcdo de curvas analiticas para avaliar o
comportamento linear da corrente obtida para a DESL em funcdo de sua
concentracdo. As curvas analiticas foram construidas por meio de adicdo sucessivas

de pequenas aliquotas da solugdo de trabalho de DESL na célula eletroquimica
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contendo 10 mL da solucdo tampédo fosfato (pH 8,0) onde, apds cada adicdo de
aliquota a solucao da célula eletroquimica era homogeneizada por agitacdo magnética
por 30 s e apls 5 s de repouso, o0 voltamograma de varredura linear era registrado.

A andlise de regresséo linear, bem como os parametros estatisticos
das curvas analiticas foram calculados usando o software Origin Pro 8, considerando
o nivel de significancia de 5%. Os valores de LD foram calculados usando a Equacao
1

LD = 3% Eq. 1

onde s € o desvio padrdo dos valores do intercepto da curva analitica e m € a
sensibilidade (coeficiente angular) da curva analitica (LONG; WINEFORDNER, 1983).

2.6 PREPARO DAS AMOSTRAS DE MEDICAMENTOS E ANALISE

As formulagdes farmacéuticas contendo DESL foram preparadas para
analise da seguinte maneira:

a) Dez comprimidos de cada amostra foram finamente pulverizados

em um almofariz com um pistilo. A massa representativa de um unico comprimido (5
mg de DESL) foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume
completado com a solucao tampao fosfato (pH 8,0). Apds, a solugcdo da amostra foi
submetida a sonicacdo em banho de ultrassom em temperatura ambiente por 5 min.

b) As amostras da solucdo oral (xarope) foram analisadas

diretamente, sem algum preparo ou diluicdo prévia.

Para as andlises voltamétricas, uma aliquota das solucdes para
comprimidos DESL, bem como uma aliquota das solugfes orais, foram transferidas
diretamente para a célula eletroquimica contendo 10 mL do eletrélito suporte. Para
avaliar a significancia dos resultados, as medi¢cdes foram realizadas em triplicata. A
concentragdo de DESL em cada amostra foi determinada usando a curva analitica
obtida previamente. Para fins comparativos, as formula¢cdes farmacéuticas também
foram analisadas usando um método espectrofotométrico validado descrito na
literatura (KUSHARE et al., 2011).

2.7 PREPARO DA AMOSTRA DE SORO DE SANGUE DE RATO E ANALISE
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O desempenho do sensor também foi avaliado em uma amostra de
soro de sangue de rato. A amostra de sangue foi obtida de uma rata fémea do
criadouro do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina. O
rato foi mantido em uma sala com temperatura controlada em um ciclo de 12 horas
claro/escuro, com racado padrdo (Nuvital, Curitiba, Brasil) e agua ad libitum. Com 12
semanas de idade, a rata foi anestesiada (tiopental de sédio, 40 mg kg™), uma
amostra de sangue foi coletada da aorta abdominal e depois centrifugada para separar
0 soro utilizado nas experiéncias. O procedimento de coleta de amostras de sangue
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA/UEL: 6996.2015.02)
na Universidade Estadual de Londrina-PR, Brasil. A amostra de soro foi dopada com
uma solugdo padrao de DESL para que atingisse a concentragdo de 50 ymol L. Para
a analise, 500 uL foram transferidos para a célula eletroquimica contendo 10 mL da
solucéo tampao fosfato (pH 8,0), onde a concentracéo esperada de DESL fosse de
2,38 umol L. Na sequéncia, foi empregado o método de adicdo de padrdo para a

determinacao da concentragédo de DESL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DisPERSAO DE NTCpm EM SOLUCAO AQUOSA DE CMB E CONSTRUCAO DE ELETRODOS

DE TRABALHO

A dispersao dos NTCpwm foi avaliada por meio da mistura de 5,0 mg do
nanomaterial carbonaceo (i) com 5 mL de agua, (i) com 5,0 mg de botriosferana
liofilizada sem derivatizacdo quimica e 5 mL de &gua e (iii) com 5 mL de uma solucéo
aguosa de CMB. Todas as misturas foram sonicadas por 30 min em banho de
ultrassom a temperatura ambiente. A Figura 3 apresenta fotografias das dispersdes

resultantes obtidas.
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Figura 3 — Fotografia de uma placa de Petri contendo (A) 5 mL de uma suspencao de
NTCpm em &gua (1 mg mL™), (B) 5 mL de uma suspenséo de NTCpem (1 mg mL™) em
uma mistura de agua com botriosferana liofilizada sem derivatizacdo quimica (1 mg
mL™1), e (C) 5 mL da dispersédo de NTCpm (1 mg mL™) estabilizados com 1 mg mL™*
de botriosferana derivatizada quimicamente por carboximetilacdo. As fotos foram

tiradas ap0ds sonicacao das solucdes por 30 min

Fonte: o préprio autor.

Como mostrado na Figura 3, os NTCpm ndo se dispersaram
rapidamente na agua porque o nanomaterial de carbono tende a se agregar (FATEMI,
FOROUTAN, 2016). Quando a botriosferana liofilizada foi adicionada, os NTCpwm ainda
estavam agregados, no entanto, a adicdo de CMB a mistura NTCpm-agua promoveu
a dispersdo completa dos NTCpm. ISSO ocorreu porque as biomoléculas polares da
CMB, contendo grupamentos carboximetil possuem alta afinidade por estruturas
contendo carbono, permitindo que os NTCpm primitivos sejam distribuidos
homogeneamente em uma solucdo aquosa (KHARISSOVA; KHARISOV; DE CASAS
ORTIZ, 2013; SINAR; KNOPF, 2014; KARAGIANNIDIS et al., 2017; DAI et al., 2018;
ZHOU; FANG; RAMASAMY, 2019).

ApOs esta etapa, trés eletrodos de trabalho diferentes foram
preparados por meio da modificacdo da superficie de um ECV, sendo eles: ECV
modificado com (i) CMB (ECV/CMB), (ii) suspensdo de NTCpm em agua (ECV/NTCpwm)
e (i) disperséo aquosa de NTCpm estabilizada com CMB (ECV/NTCpm-CMB). Cada
um desses eletrodos foi preparado por meio da modificacdo de um ECV pelo

gotejamento de 20 pL das respectivas misturas modificadoras.
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3.2 CARACTERIZACAO DOS ELETRODOS MODIFICADOS

3.2.1 Analise Morfologica

Os trés eletrodos preparados foram analisados por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). As imagens obtidas por MEV do ECV/ NTCpu-CMB e
dos outros eletrodos preparados sdo mostradas na Figura 4. Na Figura 4A, pode se
observar que, no ECV/CMB, as moléculas de CMB estéo cobrindo partes da superficie
do ECV. No ECV/NTCewm (Figura 4B), a imagem obtida por MEV mostra que 0os NTCpm
nao se distribuem bem na superficie do ECV usando a suspensdo NTCpwm-agua. Por
fim, a imagem obtida por MEV do ECV/NTCpm-CMB (Figura 4C) indica uma
distribuicdo homogénea do nanomaterial disperso. Ainda, é possivel observar que a
CMB revestiu os NTCpm a medida que sua espessura aumentou, assim como foi
relatado o aumento de espessura de NTCpm ap0s a interagdo com quitosana (KUMAR;
CASTRO; FELLER, 2012).



54

Figura 4 — Imagens obtidas por MEV dos seguintes ECV modificados: (A) ECV/CMB,
(B) ECVINTCpwm, e (C) ECVINTCpu-CMB

Fonte: o proprio autor.
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3.2.2 Analise Voltamétrica Para Estimativa de Area Eletroativa

Os eletrodos também foram submetidos as andlises de VC
empregando o par redox [Fe(CN)es]*74~. Para isso, foi empregado uma solugdo de
Ks[Fe(CN)e] na concentracdo de 5,0 mmol L= e KCI na concentracdo de 0,10 mol L~
L. Foram obtidos voltamogramas em diferentes velocidades de varredura, de 5 a 200
mV s (Figura 5). A area eletroativa dos eletrodos obtidos foi estimada a partir da
equacao de Randles-SevCik (GOSSER, 1993), onde para isso, plotou-se a corrente
obtida para a oxidacao e reducao do par redox contra a raiz quadrada da velocidade
de varredura (Figura 6). Enquanto o valor da area geométrica de cada eletrodo era de
0,196 cm?, os valores de area eletroativa estimados foram 0,131, 0,118, 0,176 e 0,201
cm? para os ECV, ECV/CMB, ECV/NTCpm e ECV/NTCpu-CMB, respectivamente. Os
resultados demonstraram que o uso de nanomaterial de carbono na modificacdo do
ECV levou a um aumento na area eletroativa em comparacdo com o ECV néo
modificado, no entanto o uso da CMB (ECV/CMB) diminuiu a area eletroativa. Além
disso, a superficie do eletrodo ndo foi completamente coberta pelo nanomaterial ao
usar a mistura NTCpu-dgua (ECV/NTCpm — Figura 4B), na auséncia de CMB. A CMB
estabilizou a dispersédo aquosa dos NTCpm em agua para a modificagdo do ECV e
exibiu a maior area eletroativa. E importante ressaltar que, mesmo com as
propriedades nao condutoras da CMB, a homogeneidade do modificador foi
responsavel pela distribuicdo homogénea do nanomaterial na superficie do ECV

(Figura 4C), levando a uma maior area eletroativa do ECV/NTCpm-CMB.
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Figura 5 — Voltamogramas ciclicos em varias velocidades de varredura para o par redox [Fe(CN)s]*”4, obtidos usando os seguintes
eletrodos (A) ECV, (B) ECV/CMB, (C) ECV/NTCem e (D) ECVINTCpm-CMB
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Figura 6 — Relac&o entre corrente de pico e raiz quadrada das velocidades de varredura obtidos a partir dos voltamogramas ciclicos
para o par redox [Fe(CN)s]*”#~ usando os seguintes eletrodos (A) ECV, (B) ECV/CMB, (C) ECV/INTCpwm e (D) ECV/NTCpu-CMB
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3.2.3 Analise Espectroscopica

Os eletrodos preparados também foram caracterizados por EIE para
avaliacdo de suas propriedades interfaciais. A Figura 7 mostra os espectros de
impedancia eletroquimica (apresentados em diagrama de Nyquist) para os ECV,
ECV/CMB, ECV/NTCpm € ECV/INTCpm-CMB.

Figura 7 — Diagrama de Nyquist para os espectros de impedancia eletroquimica dos
ECV, ECV/ICMB, ECV/INTCpm € ECV/INTCpu-CMB em solugdo de [Fe(CN)e]*74~ 10
mmol L™"e KCI 0,5 mol L™" no intervalo de frequéncia de 100 KHz a 0,1 Hz e potencial
aplicado de 0,27 V vs Ag/AgCI. Inserido: Amplificacédo da regido de alta frequéncia do
espectro para os ECV/NTCpm € ECV/NTCpm-CMB
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Fonte: o préprio autor.
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O valor da resisténcia a transferéncia eletronica (Rtc) € obtido a partir
do semicirculo formado na regido de alta frequéncia do diagrama de Nyquist, apos
subtracao do valor de resisténcia da solugédo (GUAN; MIAO; ZHANG, 2004; ORAZEM,;
TRIBOLLET, 2008; LEVIN et al., 2013). A Tabela 1 apresenta os valores obtidos para
a R« dos eletrodos avaliados. Pode-se observar que houve um aumento de 60 Q
quando o ECV foi modificado com CMB, em compara¢do com o ECV ndo modificado,
devido principalmente as propriedades ndo condutoras de grandes biomoléculas
(RUNGROTMONGKOL et al., 2011; DEKKER et al., 2019). Por outro lado, a adi¢ao
de material nanoestruturado de carbono na superficie do ECV causou uma diminui¢ao
drastica no valor de R, de 149,7 Q (ECV/CMB) para 3,6 Q (ECV/NTCpm-CMB); isso
representa uma diminuicdo de cerca de 98% no valor de R« devido a presenca dos
NTCewm, cujas propriedades incluem grande area superficial e alta condutividade
eletronica (HERBST; FERNANDES MACEDO; ROCCO, 2004; GAO et al., 2012).

Tabela 1 — Valores de area eletroativa, estimados por meio da equacédo de Randles-
Sevcik, resisténcia de transferéncia eletronica e constante heterogénea da velocidade
de transferéncia de elétrons obtidos pela EIE para o ECV e suas respectivas

modificacdes

Eletrodo ECV ECV/ICMB ECV/NTCepm ECV/NTCpu-CMB
Area eletroativa (cm?2) 0,131 0,118 0,176 0,201
Ric (Q) 89,7 149,7 2,8 3,6
Kap (cm s?) 2,19 x10° 1,45 x10°3 5,23 x102 3,56 x102

Fonte: o préprio autor.

Ainda, a partir dos valores de Rt obtidos a partir da EIE, foi possivel
caracterizar a cinética das reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons na
superficie do eletrodo. Para isso, foram calculadas as constantes heterogéneas de
velocidade aparente (Kap), as quais indicam a velocidade da reacéo entre as espécies
redox e o eletrodo tendendo ao equilibrio (SANTOS; WONG; FATIBELLO-FILHO,
2018). O valor de Kap para os eletrodos foi calculado a partir da equagéo (Eq. 2):

RT

K, = ——
ap F2R;cAC

Eq. 2
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em que Kap é a constante heterogénea da velocidade de transferéncia de elétrons (cm
s™1), R é a constante universal dos gases (8,314 J K™' mol™), T é a temperatura
termodinamica (298,15 K), F é a constante de Faraday (96485 C mol™), R a
resisténcia de transferéncia de elétrons (Q), A € a area eletroativa do eletrodo (cm?) e
C é a concentracéo das espécies em solucéo [Fe(CN)e]>7#~ (10 pmol cm™3).

Os resultados de Kap (Tabela 1) revelaram uma transferéncia
eletrdnica mais rapida para os eletrodos contendo NTCpwm, devido principalmente as
caracteristicas eletrocataliticas deste nanomaterial. Por outro lado, comparando os
eletrodos com e sem CMB adicionada, foi possivel observar que a presenca de
moléculas desse biopolimero causou uma diminuicdo na velocidade de transferéncia
de elétrons, conforme relatado anteriormente (EISELE et al., 2019), confirmando suas

propriedades isolantes.

3.3 DESEMPENHO ELETROQUIMICO DOS ELETRODOS OBTIDOS PARA O SENSORIAMENTO DE
DESL

O comportamento eletroquimico da DESL foi avaliado usando o ECV
e 0s ECV modificados. As condi¢cdes empregadas foram VC a 50 mV s~ e DESL na
concentragdo de 99,0 umol Lt em solucdo tampéo fosfato (pH 8,0). Os perfis de VC
para a DESL usando os ECV e suas modificagcdes sdo mostrados na Figura 8. Como
pode ser observado, nessas condicdes experimentais a DESL n&o apresentou
respostas voltamétricas quando foram empregados os ECV e ECV/CMB. Em
contrapartida, um pico irreversivel de oxidacdo da DESL foi observado em torno de
1,17 e 1,08 V ao empregar o ECV/NTCpm € ECV/NTCpu-CMB, respectivamente. Esse
comportamento destacou o desempenho eletrocatalitico dos NTCpwm para a analise de
DESL. Ademais, o potencial de oxidacdo do analito deslocado para valores mais
positivos usando o ECV/NTCpm, em comparacdo ao ECV/NTCeu-CMB, € devido,
principalmente, a heterogeneidade da modificagdo do ECV usando a mistura NTCpum-
agua, o que ocasionou uma superficie do ECV parcialmente exposta, como pode ser

observado na Figura 4B.
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Figura 8 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') de DESL na concentracdo de 99,0
umol L~' em solugdo tampéo fosfato (pH 8,0) empregando o ECV (—), ECV/CMB (—),
ECV/NTCpm (—) € 0 ECVINTCpm-CMB (—)

04 06 08 10 12 1.4
E /V vs Ag/AgCI

Fonte: o préprio autor.

Para avaliar a reprodutibilidade do preparo dos eletrodos, a mistura
NTCpm-agua e a dispersdo de NTCpm estabilizada com CMB foram utilizadas para
preparar seis eletrodos, sendo trés eletrodos distintos de ECV/NTCpm € outros trés
eletrodos distintos de ECV/NTCpm-CMB. Esses eletrodos foram empregados nas
medidas de voltametria ciclica da DESL na concentragéo de 99,0 ymol L™! em solucéo
tampéo fosfato (pH 8,0). O comportamento eletroquimico da DESL nos ECV/NTCpwm
foi caracterizado por uma corrente muito instavel de 102 + 12,7 pA, devido a baixa
reprodutibilidade no preparo do eletrodo, visto que os NTCpm apresentam uma
capacidade dispersiva muito baixa em agua, acarretando numa heterogeneidade
maior entre cada eletrodo. Com a estabilizacdo da dispersdo de NTCpm em agua pela
adicdo de CMB, a reprodutibilidade do preparo do eletrodo modificado (ECV/NTCpw-
CMB) pode ser melhorada e a resposta eletroquimica da DESL tornou-se mais
precisa, com uma corrente de 97,6 + 1,1 pA. Ainda, € importante mencionar que a
adicdo de CMB ao eletrodo levou a uma diminuigdo na corrente da DESL devido as
propriedades nao condutoras dos polissacarideos (ZHENG et al., 2013), e a vantagem
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da reprodutibilidade das medidas foi a maior contribuicdo da CMB na construcédo do
eletrodo para a anélise de DESL. E importante ressaltar que a mesma dispersao foi
utilizada durante todo o desenvolvimento do trabalho, e ela se manteve estavel até
presente momento.

A quantidade de NTCpm € CMB em funcao de sua dispersédo também
foi investigada. As razdes avaliadas entre as concentracfes de NTCpm € CMB foram
1:1, 2:1 e 1:2 (mg mL™": mg mL™"). Uma proporcdo de 2:1 (NTCpm:CMB) néo foi
suficiente para se obter uma dispersdo homogénea de NTCpwm, porque ndo houve
biomoléculas suficientes para envolver as nanoestruturas de carbono, ao contrario, as
proporcdes 1:2 e 1:1 (NTCpm:CMB) resultaram em dispersdes homogéneas. Além
disso, como observado na Figura 8, a adicdo de CMB levou a uma ligeira diminuicao
na corrente de DESL devido as suas propriedades ndo condutoras (ZHENG et al.,
2013). Por conseguinte, a razdo de 1:1 (NTCpm:CMB) foi escolhida para uso nas
analises posteriores, garantindo uma dispersdo homogénea de NTCpm com um
preparo do eletrodo reproduzivel e resposta analitica da DESL relativamente mais alta
e precisa.

Com o intuito de obter informac¢des qualitativas acerca do mecanismo
de eletrooxidagdo da DESL no ECV/NTCpm-CMB, voltamogramas ciclicos foram
obtidos para a DESL na concentragdo de 99,0 ymol L' em solugéo tampéao fosfato
(pH 8,0), no intervalo de 5 a 200 mV s~ (Figura 9). Como pode ser visto, o potencial
de oxidacdo da DESL desloca-se para potenciais mais positivos conforme a
velocidade de varredura aumenta, confirmando a irreversibilidade da reacéo
(GOSSER, 1993; BARD; FAULKNER, 2001). Ainda, uma relacdo linear entre o
logaritmo da corrente e o logaritmo da velocidade de varredura foi obtida, sendo

representada pela Equacgéo 3:

logl = 0,677 log v+ 0,853 Eg. 3

onde o valor do coeficiente angular, de 0,68, indica que a etapa lenta da reacao de
oxidacdo da DESL no ECV/NTCpu-CMB é controlada por uma mistura de difuséo e
adsorcao na superficie do eletrodo modificado (GOSSER, 1993; BARD; FAULKNER,
2001).
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Figura 9 — Voltamogramas ciclicos da DESL na concentragdo de 99,0 umol L™! em
solucdo tampéao fosfato (pH 8,0), obtidos em diferentes velocidades (5 — 200 mV s™),
usando o ECV/NTCpu-CMB
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Fonte: o préprio autor

O numero de elétrons (n) participantes na reacdo de oxidagédo da
DESL em solucao tampéo fosfato (pH 8,0) no ECV/NTCpm-CMB foi estimado usando
o voltamograma obtido a 50 mV s™' com seus parametros aplicados na seguinte
equacéao (Eq. 4) (GOSSER, 1993):
47,7 mV

Ep—Eg = Eq. 4

an

onde E, é o potencial do pico de oxidacdo, Er € 0 potencial no qual a corrente € a
2

metade da corrente maxima do pico de oxidagéo e a € o coeficiente de transferéncia
de carga, que, para sistemas irreversiveis assume valor de 0,5 (GOSSER, 1993). Os

seguintes valores foram observados: E, de 1,12 V e Ep de 1,017 V, assim, o n foi
2

estimado como 1.
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3.4 DESENVOLVIMENTO DO METODO VOLTAMETRICO PARA A DETERMINACAO DE DESL

O ECV/NTCpm-CMB provou ser uma excelente plataforma para o
sensoriamento de DESL. Os objetivos do sensoriamento de DESL s&o o controle de
qualidade de medicamentos, o monitoramento da quantidade desse farmaco no
plasma sanguineo, com a finalidade de ajuste de dosagens e/ou mudanca de
tratamento medicamentoso e até mesmo avaliar possiveis contaminagfes de aguas
superficiais que possam ser causadas pelo descarte inapropriado e/ou irregular de
grandes quantidades desse farmaco.

O desenvolvimento de métodos voltamétricos se baseia na avaliacao
de alguns parametros experimentais e instrumentais que afetam a resposta analitica,
no caso especifico da voltametria, a corrente obtida da oxidacéo ou reducédo do analito
a ser analisado. Busca-se, portanto, intensificar a corrente obtida e minimizar a
corrente de possiveis interferentes presentes na matriz no qual esta presente o analito.

Na sequéncia desse trabalho, uma série de experimentos foi
conduzida objetivando o desenvolvimento de um método voltamétrico, empregando
VVL, para a determinacédo de DESL em formulac6es farmacéuticas visando o controle
de qualidade de medicamentos e também a analise de soro de rato, como experimento
teste para avaliar a eficiéncia da nova plataforma sensorial na aplicacdo em matrizes

biolbgicas.

3.4.1 Efeito do pH

A avaliagéo do pH do eletrdlito suporte em medidas voltamétricas &
fundamental, pois o pH do meio pode afetar drasticamente a resposta voltamétrica de
espécies redox, podendo ser responsavel, por exemplo, pela separagédo de picos de
analitos cujos potenciais redox sdo muito préximos. Moraes et al. (MORAES et al.,
2017) ao determinarem quatro farmacos de mesma classe terapéutica (anti-
hipertensivos), sendo eles cloridrato de amilorida, besilato de anlodipino,
hidroclorotiazida e atenolol, selecionaram o valor de pH 9,0. Este valor de pH
promoveu a separagao do potencial de oxidagédo desses quatro anti-hipertensivos, ndo
observando interferéncia de um na corrente voltamétrica dos outros.

Para a reacdo de oxidagao da DESL na concentracdo de 99,0 umol

L~" no ECV/NTCpm-CMB, 0 pH foi avaliado no intervalo de 2,0 a 10,0, empregando
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solucédo tampéo fosfato (0,1 mol L™"). Entre os valores de pH de 2,0 a 5,0 néo foi
observado corrente de oxidacdo da DESL. Por outro lado, entre os valores de pH de
6,0 a 10,0, foi observado corrente de oxidagcdo para a DESL (Figura 10), no qual o
valor de pH 8,0 foi aquele que a DESL apresentou um pico mais definido além de ser
o de maior intensidade de corrente. Portanto, o pH 8,0 foi o valor escolhido para dar

prosseguimento aos experimentos.

Figura 10 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') de DESL na concentragdo de 99,0
pumol L~" usando o ECV/NTCpm-CMB em solucéo tampdao fosfato com o pH ajustado

de 6,0 a 10,0. Inserido: relacdo linear entre o potencial de oxidacéo e o valor de pH
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Fonte: o préprio autor

Ainda, nota-se na Figura 10 o deslocamento do pico de oxidacéo da
DESL conforme o valor do pH é alterado. O grafico inserido na Figura 10, mostra a
relacéo linear obtida entre o potencial de oxidagédo da DESL e o valor de pH regida

pela Equacéo 5.
E, = —0,066 X pH + 1,589 Eq.5

onde, o valor do coeficiente angular esta proximo ao valor Nernstiano de -59,2 mV
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pH™, indicando que a reacdo ocorre com a perda de nimeros iguais de prétons e
elétrons (BRETT; BRETT, 1993; BARD; FAULKNER, 2001). Considerando que o
namero de elétrons estimados foi de 1 (secao 3.3) e baseados nos niveis energéticos
dos orbitais moleculares da DESL (BRASCA et al., 2013), acredita-se que a oxidacéo
desse anti-histaminico no ECV/NTCpm-CMB ocorra, provavelmente, no anel piridinico

perdendo um proéton e um elétron.

3.4.2 Curva Analitica

Apos a selecdo do pH do eletrdlito suporte, a VVL foi a técnica
escolhida para a constru¢do de curvas analiticas para a determinacdo de DESL. Na
VVL, a aplicagéo do potencial € em forma de escada, onde a corrente é medida a cada
potencial aplicado. A VVL se caracteriza pela variacdo do potencial de um potencial
inicial, até o potencial final em um intervalo de tempo conhecido, assim a velocidade
de varredura da VVL pode assumir diferentes valores.

O tamanho da camada de difusdo acima da superficie do eletrodo é
diferente dependendo da velocidade de varredura de potencial usada, assim, a
corrente medida também € afetada pela velocidade de varredura. Em uma velocidade
de varredura baixa, a camada de difuséo crescera para muito mais longe do eletrodo
em comparacdo com uma velocidade de varredura rapida. Consequentemente, o fluxo
de espécies redox para a superficie do eletrodo é consideravelmente menor em
velocidades de varredura mais lentas do que em mais rapidas. Como a corrente é
proporcional ao fluxo em direcéo ao eletrodo, a magnitude da corrente sera menor em
taxas lentas de varredura e maior em taxas altas. 1sso destaca um ponto importante
ao examinar os voltamogramas de varredura linear, assim, as curvas analiticas para
a determinacdo de DESL foram construidas em diferentes velocidades de varredura.
Para isso, foram empregadas as velocidades de varredurade 10 a 75 mV s™'. A Figura
11 mostra os voltamogramas obtidos para diferentes concentracdes de DESL usando

diferentes velocidades de varredura.
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Figura 11 — Voltamogramas de varredura linear para diversas concentracbes de DESL em solucdo tampéo fosfato (pH 8,0),

empregando velocidades de varredura de (A) 10, (B) 25, (C) 50 e (D) 75 mV s
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A partir desses voltamogramas foram plotadas as curvas analiticas
onde se relaciona a corrente de pico (Ip) e as concentracdes de DESL (Figura 12). A
Tabela 2 apresenta os parametros analiticos das curvas obtidas usando as diferentes
velocidades de varredura, bem como os parametros estatisticos obtidos a partir da
analise de regressao linear das curvas analiticas a 95% de confianca. As curvas
analiticas construidas apresentaram comportamento linear (Ferit 4,49; pcrit 0,05) em
todas as velocidades de varredura analisadas. Também foi observado que com o
aumento da velocidade de varredura, menores concentragdes de DESL foram
detectadas pelo ECV/NTCpm-CMB, uma vez que em velocidades de varredura mais
rapidas, a camada de difusdo € menor, facilitando a chegada de moléculas de DESL
na superficie do eletrodo modificado. Ainda, a sensibilidade das curvas analiticas
também acompanhou a mesma tendéncia, sendo que a velocidade de varredura de
10 mV s™" obteve a menor sensibilidade e as outras velocidades tiveram sensibilidades
relativamente proximas, sendo que a maior sensibilidade foi obtida usando a
velocidade de varredura de 75 mV s™'. Do mesmo modo, com o aumento da
sensibilidade e da detectabilidade, foram observados LD menores para velocidades

de varredura maiores.

Figura 12 — Curvas analiticas obtidas em diferentes velocidades de varredura para a
DESL em solugéo tampéo fosfato (pH 8,0) usando o ECV/NTCpm-CMB e VVL

251

0 5 10 15 20 25 30 35
[DESL]/ umol L™

Fonte: o proprio autor
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Tabela 2 — Parametros analiticos e estatisticos das curvas analiticas de DESL obtidas

com o0 ECV/NTCpm-CMB em diferentes velocidades de varredura usando VVL

Velocidade de Intervalo LD o
_ Sensibilidade
varredura linear (umol R%dj  Freg p <
(WA L ymol™)
(mV s™) (umol L™1) L)
10 2,99 -32,9 1,44 0,3575 0,993 826,4 0,001
25 1,99 -225 0,88 1,018 0,997 3389 0,001
50 1,99 -225 0,57 1,112 0,991 661,6 0,001
75 0,99 -15,8 0,43 1,162 0,985 318,9 0,001

Fonte: o préprio autor

3.4.3 Precisao

Observou-se também, na Figura 12, que a velocidade de varredura
também influenciou na repetibilidade das medidas de corrente da DESL, o que poderia
comprometer a precisdo do método voltamétrico.

Sendo assim, a precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade e
pela precisao intermediaria de correntes obtidas para a DESL na concentracdo de
4,98 umol L' em solugdo tampéo fosfato (pH 8,0) empregando o ECV/NTCpu-CMB,
para todas as velocidades de varredura estudadas.

A repetibilidade foi avaliada em termos de desvio padrédo relativo
(DPR) das correntes obtidas para a DESL em dez medidas realizadas sucessivamente
(N = 10). J& a precisao intermediaria foi avaliada em termos de DPR de correntes
obtidas em cinco dias de experimentos diferentes (N = 5). Os resultados sao
mostrados na Tabela 3. Como pode ser observado, houve uma alta precisdo (baixo
DPR) em velocidades de varredura menores, embora valores menores que 5% foram
observados para todas as velocidades de varredura. Portanto, a velocidade de
varredura de 25 mV s™' foi escolhida para ser usada na determinacéo de DESL pois,
apresenta uma sensibilidade relativamente alta, baixo LD além de relativa alta

precisao, caracteristicas fundamentais para o desenvolvimento de métodos analiticos.
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Tabela 3 - Repetibilidade e precisdo intermediaria para DESL empregando o
ECVINTCpu-CMB

Velocidade de varredura  Repetibilidade Precisdo intermediéria

(mV s (DPR %) (DPR %)
10 1,88 2,71
25 1,02 3,49
50 4,19 5,82
75 4,95 6,44

Fonte: o préprio autor

3.4.4 Seletividade

Outra caracteristica analisada no desenvolvimento de métodos
analiticos é a seletividade, pois sem seletividade suficiente, os outros parametros de
desempenho perdem o sentido.

Seletividade é a habilidade de determinar inequivocadamente o
analito na presenca de componentes que se esperam estarem presentes na matriz a
ser analisada. Sendo assim, a seletividade do ECV/NTCpu-CMB foi examinada por
VVL (25 mV s71), utilizando DESL na concentragdo de 4,98 uymol L™ na auséncia e
presenca de possiveis agentes interferentes na mesma concentracéo de analito (4,98
umol L1) e em concentragdo mais alta (49,5 pymol L™2).

A escolha dos provaveis agentes interferentes levou em consideracao
a matriz das amostras a serem analisadas. Para as amostras de medicamentos, 0S
interferentes testados foram os excipientes das formulacdes, tais como celulose
microcristalina, didxido de silicio, estearato de magnésio, fosfato de célcio, lactose,
glicose, talco, diéxido de titanio e citrato de s6dio. O ECV/NTCpm-CMB provou ser
seletivo para DESL, pois verificou-se que 0s excipientes ndo eram eletroativos nas
condi¢cbes analisadas (janela de potencial testada: 0 a 1,4 V), e as correntes de DESL
variaram menos do que 3,77% na presenca desses compostos.

Também foram avaliados possiveis agentes interferentes para uma
matriz biolégica, no caso o0 soro sanguineo de rato. Para esta, o acido ascorbico,
dopamina, glicose, acido Urico e ureia foram estudados. Acido ascorbico, glicose e
ureia foram eletroinativas na janela de potencial testada (0 a 1,4 V), e dopamina e

acido urico apresentaram picos de oxidagdo em potenciais distintos do potencial da
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DESL (Figura 13). Nesse caso, a interferéncia foi monitorada em termos da resposta
relativa (%) de DESL quando o agente interferente foi adicionado comparado com a
corrente obtida sem a presenca de interferentes (Tabela 4). Como pode ser
observado, a resposta da DESL apresentou uma variacgdo maxima de 7,5% na
presenca de acido Urico em concentracdo dez vezes maior do que a do analito. Esses
resultados indicaram o potencial do eletrodo modificado para determinar DESL em
fluidos biolégicos, pois nenhum dos agentes interferentes apresentou picos de
oxidacao no potencial da DESL, e a corrente obtida para o anti-histaminico ndo foi

alterada significativamente na presenca desses possiveis agentes interferentes.

Figura 13 — Voltamogramas de varredura linear para DESL na concentragéo de 4,98
pumol L= em solucdo tampéo fosfato (pH 8,0) e os possiveis agentes interferentes na

concentracdo de 49,5 umol L. Inserido: Amplificacdo da regido da oxidacdo da DESL
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Fonte: o préprio autor
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Tabela 4 — Efeito de diferentes proporcdes de agentes interferentes na resposta
relativa de DESL no ECV/NTCpm-CMB em solucao tampéo fosfato (pH 8,0)
Resposta relativa de DESL (%)

Agente interferente
Proporcédo 1:1 Proporcao 1:10

Acido ascorbico 99,6 98,0
Dopamina 97,7 86,2
Glicose 100,5 100,9
Acido urico 98,7 92,5
Ureia 100,8 106,4

Fonte: o préprio autor

3.4.5 Exatidao

Por fim, a exatiddo do método desenvolvido foi avaliada por meio de
medidas voltamétricas para a determinagdo de DESL em amostras reais. As amostras
foram submetidas a analise por VVL aliada ao ECV/NTCpu-CMB e também por um
método espectrofotométrico validado (KUSHARE et al., 2011). Os resultados sao
mostrados na Tabela 5. Pode-se observar que ambos os métodos apresentaram
resultados bem concordantes, com erros relativos inferiores a 4,0%. Os dados foram
submetidos a testes estatisticos de comparacao e considerando os resultados do teste
F (ELLISON; BARWICK; FARRANT, 2009) apresentado na Tabela 5, os valores
calculados de F (Fcac) foram inferiores ao Ferit (19,0), significando que os métodos
analiticos apresentaram niveis equivalentes de precisao. O teste t pareado (ELLISON;
BARWICK; FARRANT, 2009) também foi aplicado. O valor de t calculado de 2,09
também foi menor que o valor de t critico (2,20, 95% de confianga) mostrando que o
método voltamétrico de varredura linear ndo foi estatisticamente diferente quando

comparado ao procedimento espectrofotométrico validado.
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Tabela 5 — Resultados obtidos para a analise de DESL em comprimidos e xarope comercialmente disponiveis por VVL em solucdo
tampdo fosfato (pH 8,0) empregando o ECV/NTCpm-CMB em comparagdo com o0s resultados obtidos pelo método

espectrofotométrico validado

Conteudo de DESL? Erro relativo
Amostra : Fecalc
Rotulado VVL Espectrofotometria (Er, %)°
Comprimido A 5 mg cpmd™ 4,80+0,14 4,63 +£0,31 3,67 4,90
Comprimido B 5 mg cpmd™ 501+0,21 4,92 +£0,40 1,83 3,63
Xarope A 0,5mgmL™ 0,477 + 0,08 0,487 + 0,15 -2,05 3,52
Xarope B 0,5mgmL™ 0,494 + 0,09 0,475+0,11 4,00 1,49

@ Valores obtidos em triplicata; unidades de acordo com o valor rotulado.
b Er=100% x ([VVL — Espectrofotometria] / Espectrofotometria)

Fonte: o préprio autor
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A eficiéncia do ECV/NTCpm-CMB também foi avaliada na anélise de
uma amostra bioldgica, na qual selecionou-se uma amostra de soro de rato. O método
de adicdo de padrédo foi aplicado (Figura 14) e os resultados mostraram que o
ECV/NTCpu-CMB é eficiente para a determinacdo de DESL neste tipo de matriz, visto
qgue a concentragdo determinada de DESL (2,28 ymol L) foi muito préxima da
esperada (2,38 umol L™1). As porcentagens de recuperacgéo foram calculadas para as
medidas realizadas em triplicata, sendo obtida uma recuperacdo meédia de 102,6 +
5,6%, indicando a viabilidade do eletrodo modificado na determinagéo de DESL nesta

amostra bioldgica.

Figura 14 — Voltamogramas de varredura linear (25 mV s™) para a amostra de soro
de rato, amostra de soro de rato dopada com DESL e mais quatro adi¢ées da solucao
de trabalho de DESL, em solucdo tampao fosfato (pH 8,0) empregando o ECV/NTCpw-
CMB. Inserido: Curva de adicédo de padréao para a analise de DESL em soro de rato

dopado

I/ pA
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|/ uA

1,01 [DESL] / pmol Lt
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Fonte: o proprio autor

3.5 COMPARACAO DO METODO PROPOSTO COM METODOS VOLTAMETRICOS PREVIAMENTE

PUBLICADOS PARA A DETERMINACAO DE DESL
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O método voltamétrico de varredura linear em conjunto com o
ECV/NTCpmu-CMB se mostrou uma ferramenta eficiente para a determinagéo de DESL
em formulag6es farmacéuticas e em amostra de soro de rato. O método apresentou
precisdo satisfatoria e uma seletividade suficiente para a determinacdo do DESL nas
matrizes avaliadas, além de apresentar exatiddo nas analises. Entretanto, outros
meétodos voltamétricos também foram reportados para a determinacdo de DESL
usando outras técnicas voltamétricas e/ou outros eletrodos.

A Tabela 6 apresenta algumas caracteristicas dos meétodos
voltamétricos que foram empregados para determinar DESL, incluindo o método
desenvolvido por Nagao e colaboradores, publicado apds a publicacao deste trabalho.
Como pode ser observado, o ECV/NTCpmu-CMB consiste em um eletrodo modificado
e para tanto, foram necessarias algumas etapas para sua preparacdo. No entanto, o
meétodo voltamétrico de varredura linear proposto neste trabalho apresenta algumas
vantagens em relacdo aos demais procedimentos publicados, pois ndo exigiu etapas
prévias nas andlises tais como tempo de desaeracdo e pré-concentracdo, e
apresentou excelente repetibilidade em uma faixa linear mais ampla com um LD
relativamente baixo. Ja o trabalho descrito por Nagao e colaboradores (NAGAO et al.,
2020) supera algumas caracteristicas do método desenvolvido. Por exemplo, a faixa
linear de concentracdo atinge concentracfes bem menores e, por isso, foi possivel
determinar DESL em amostras ambientais, tais como agua de torneira, onde a
concentracdo de DESL é muito baixa.
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Tabela 6 — Caracteristicas e parametros analiticos de métodos voltamétricos para a determinacdo de DESL, em ordem cronoldgica

Caracteristicas do eletrodo e

Intervalo linear

LD

Eletrodo ) Técnica de concentragéo Amostras Referéncia
do método (umol L)
(umol L)

- Tempo de pré-concentracdo de 10 s
- Tempo para desaeracéo de 10 min
- Excelente repetibilidade — DPR < 2,9 .

_ Plasma humano (ALEKSIC et

EHgGP % para 5 medidas. vVOQ 1,5-10,0 0,23
o _ dopado al., 2010)
-Possibilidade de determinar
simultaneamente um metabdlito da
DESL
- Tempo para desaeracdo de 10 min
- Eletrodo sem modificacao Medicamentos  (VIDYA et al.,
ECV . vVOQ 25,5 - 1500 0,0028 .
-Intervalo linear de concentracéo de e urina humana 2014)
altas concentracoes
- Eletrodo sem modificacao .
_ Medicamentos,
- Intervalo linear de concentragéo de )
_ urina humana e (NAGAO et
EDDB baixas concentragdes VPD 0,099 -6,3 0,041 ]

_ ] agua de al., 2020)

- Sem necessidade de tempo de pré- _
torneira

concentracéo ou desaeracéo




77

- Eletrodo modificado
- Vida util longa do eletrodo
modificado
ECV/NTCpu-CMB - Excelente repetibilidade — DPR = VVL 1,99 -329 0,88
1,08% para 10 medidas

- Sem necessidade de tempo de pré-

Medicamentos Este trabalho
e soro de rato (2020)

concentracéo ou desaeracéo

Fonte: o préprio autor
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho, uma nova plataforma de sensoriamento foi construida por
meio da modificacdo de um ECV com uma suspensao aquosa de NTCpwm estabilizados
pela adicdo de CMB. O eletrodo mostrou-se homogéneo com alta area superficial e rapida
transferéncia eletronica. O ECV/NTCpm-CMB foi uma excelente plataforma para a
determinacao de DESL, sendo entdo aplicado em conjunto com a VVL na quantificacao
desse anti-histaminico em medicamentos e em amostras de soro de rato. Os resultados
obtidos para a andlise dos medicamentos com o método voltamétrico ndo foram
diferentes daqueles obtidos usando um método espectrofotométrico validado, ao nivel de
95% de confianca. Os resultados para a determinacédo de DESL em amostras de soro de
rato ndo indicaram interferéncia dos componentes da matriz da amostra, confirmando a

seletividade do eletrodo modificado para DESL em uma amostra bioldégica complexa.
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CAPITULO 2
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Construcao assistida por quimiometria de um biossensor para
determinar acidos clorogénicos em café coado para avaliar

gualidade
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1 INTRODUCAO

O café € uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo. O seu
consumo esté correlacionado com varios beneficios para a saude, compreendendo
reducdo do risco de Alzheimer, Parkinson, diabetes mellitus tipo 2 e doencas
cardiovasculares. Seus beneficios para a saude dependem de acidos clorogénicos,
cafeina, acido cafeico, entre outros compostos (GOKCEN; SANLIER, 2019). Esses
compostos assim como 0s carboidratos, lipidios e vitaminas presentes estdo
diretamente relacionados com a qualidade do café. A proporcdo de cada composto
depende de varios fatores como por exemplo o tipo de cultivar de café (Coffea spp.),
o método de colheita e os procedimentos de torra dos graos de café cru. O processo
de infuséo e filtracdo também podem ter influéncia (CHENG et al., 2016; GUIZELLINI
et al., 2018; ANGELONI et al., 2019).

Dentre os mais de 950 compostos presentes nos gréos de café
torrados (FARAH, 2012), os acidos clorogénicos tém destaque. Esses compostos sédo
ésteres polifendlicos dos acidos cafeico, ferdlico e quinico que dao origem a uma
familia de acidos o-cafeoilquinico, o-feruloilquinico e o-dicafeoilquinico que existem
em trés formas isoméricas nas posicdes 3, 4 e 5 da fracdo de acido quinico (BICHO
et al., 2013). Dentre os compostos, o0 acido 5-cafeoilquinico (5-ACG — Figura 1) é o
componente majoritario da classe de acidos clorogénicos. Esses compostos
polifendlicos apresentam vérias biofuncionalidades, entre as quais a reducdo da
pressao arterial, melhoram a regulacédo dos niveis de glicose no sangue, protegem
contra doencas cardiovasculares e aterosclerose e apresentam atividade anti-
inflamatoria e antioxidante (JEON et al., 2019), e sua concentracédo esta relacionada
a qualidade do café (CLIFFORD, 1997; FARAH et al., 2006; LEROY et al., 2006).
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Figura 1 — Estrutura quimica do acido 5-cafeoilquinico, composto majoritario do grupo

dos acidos clorogénicos

OH
OH
@)
AN
@)
OH
\
HO OH

OH
Fonte: Farah (2012).

O teor de &cidos clorogénicos no grao torrado de café € em média 1,9
- 3,8 % (FARAH, 2012). O conteudo de &cidos clorogénicos em bebidas de café ja foi
determinado por varios métodos analiticos que incluem espectrofotometria de
absorcdo molecular na regido do UV-Vis (MOORES; MCDERMOTT; WOOD, 1948) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (ZANIN et al., 2016; JEON et al., 2017;
ANGELONI et al., 2019; JEON et al., 2019). A determinacéo de &cidos clorogénicos
usando métodos eletroanaliticos também ja foi reportada, principalmente por meio do
uso de biossensores (FERNANDES et al, 2009; LITESCU et al, 2010;
AMATATONGCHAI et al., 2013; RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2015). O emprego de
biossensores € importante na analise eletroquimica de matrizes complexas como a
do café coado, pois permite a determinacdo seletiva e rapida do analito alvo com
instrumentacao e custos analiticos reduzidos (NGUYEN et al., 2019).

Nesse contexto, a lacase, uma enzima multicobre que catalisa a
oxidacdo de substratos fendlicos na forma reduzida, tem sido empregada em
biossensores para determinar compostos fenélicos (RODRIGUEZ-DELGADO et al.,
2015). As lacases séo produzidas por diferentes espécies microbianas e vegetais,

sendo facilmente obtidas a partir do fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 cultivado
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em meio nutriente basal com alcool veratrilico como indutor enzimatico
(VASCONCELOS et al.,, 2000; DEKKER et al., 2001). Essa enzima, na forma de
extrato bruto enzimético, ja foi empregada em biossensores para a determinagcédo de
epinefrina (MORAES et al., 2019a), dopamina (COELHO et al., 2019) e hidroquinona
(MATTOS et al., 2019). O biossensor de lacase atua na catalise da reacéo de oxidagao
do composto fendlico a quinona correspondente, aumentando assim, a concentracao
da espécie oxidada na interface biossensor/solu¢cdo. O composto oxidado é entdo
reduzido aplicando uma varredura de potencial catodica.

Para isso, a enzima é imobilizada em um suporte na superficie de um
eletrodo. Sabe-se que a imobilizacdo enzimatica em condi¢cfes proximas as de seu
ambiente natural garante uma enzima mais estavel e ativa, sendo uma propriedade
importante quando se considera seu uso em biossensores. Assim, a associagao de
lacase e de bioprodutos produzidos pelo fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 foi
considerada para a construcéo do biossensor de lacase.

Em reportes anteriores sobre dispositivos de sensoriamento
eletroquimico do Laboratério de Eletroanalitica e Sensores (LAES), o
exopolissacarideo botriosferana (BOT) foi empregado como material de suporte em
sensores e biossensores (COELHO et al., 2019; EISELE et al., 2019; MATTOS et al.,
2019; SCREMIN et al., 2021). BOT é um exopolissacarideo do tipo p-(1—3)(1—6)-D-
glucana produzido pelo fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 quando cultivado em
meio contendo glucose (DEKKER et al., 2019). O emprego de macromoléculas causa
diminuicao da transferéncia de carga em eletrodos devido as propriedades isolantes.
Por outro lado, nanoparticulas metalicas promovem rapida transferéncia de elétrons,
maior sensibilidade e menores limites de deteccdo dos analitos, sendo bastante
empregados em biossensores (HOLZINGER; LE GOFF; COSNIER, 2014; SCREMIN
et al., 2018; MATTOS et al., 2021).

A propor¢cao de materiais usados na construcdo de eletrodos
modificados/biossensores €& geralmente determinada aleatoriamente  por
experimentos univariados. Experimentos univariados (uma abordagem de "um fator
de cada vez") ndo lidam com interagbes entre materiais e a resposta eletroquimica
nao € coberta de maneira ideal pelos parametros experimentais escolhidos. Uma
Otima cobertura da regido de resposta eletroquimica € garantida ao variar
simultaneamente todos os materiais que influenciam a resposta do biossensor

construido. Essa cobertura € obtida por meio de planejamentos de experimentos
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(Design of Experiments (DoE), como o planejamento estatistico de misturas, onde um
namero minimo de experimentos produz o maximo de informacdo (SCARMINIO;
BARROS; BRUNS, 2001; MARCHEAFAVE et al., 2019). Assim, considerando que o
uso de planejamento fatorial e de planejamento estatistico de misturas ndo foram
explorados para este fim, o objetivo geral deste capitulo foi usar planejamento de
experimentos para desenvolver um novo biossensor e um método voltamétrico para o
monitoramento de &cido clorogénico em cafés coados tradicionais e especiais com 0

intuito de classificad-los quanto a qualidade.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os produtos quimicos usados neste trabalho foram de grau
analitico e usados como recebidos. Todas as solu¢des foram preparadas usando agua
ultra-purificada (resistividade 218,2 MQ cm) obtida de um sistema Milli-Q (Millipore®).

Acido 5-cafeoilquinico (5-ACG; empregado como padrdo de acido
clorogénico), acido cafeico, acido ferulico, acido cumarico, acido ascorbico, acido
cloroplatinico (H2PtCls), polivinilpirrolidona (PVP, 55000 g mol-?), dimetilformamida e
grafite foram obtidos da Sigma-Aldrich. O eletrélito suporte para as medidas
voltamétricas consistiu em uma solucédo tampéao fosfato com o pH ajustado para 4,0 a
partir da mistura de solugdes 0,10 mol L' de hidrogeno e diidrogenofosfato de
potassio (K2HPO4 e KH2PO4 (Labsynth)). A solucéo estoque de 5-ACG foi preparada
na concentragdo de 10 mmol L~"em agua ultrapura, no dia da analise. As solucdes de

trabalho foram preparadas pela diluicdo da solucao estoque com o eletrdlito suporte.

2.2 INSTRUMENTACAO

As medidas voltamétricas foram realizadas wusando um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 101 (Metrohm Autolab B.V.) controlado pelo
programa NOVA 2.1. Os experimentos foram realizados em uma célula de vidro
convencional com trés eletrodos: uma placa de platina como eletrodo auxiliar, Ag/AgCI
(3,0 mol L~" KCI) como eletrodo de referéncia e o biossensor construido como eletrodo

de trabalho.
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As experiéncias de EIE foram realizadas wusando um
potenciostato/galvanostato FRA Il pAutolab tipo Il (Metrohm Autolab B. V.) controlado
pelo programa NOVA 1.0. Os experimentos foram realizados com a aplicagdo do
potencial formal do par redox [Fe(CN)e]>74~ (0,322 V para os eletrodos empregados
neste trabalho), variando de 10 mHz a 100 KHz (10 pontos por década), e com uma
perturbacao de 10 mV. A solucao consistiu em uma mistura de Ks[Fe(CN)s] 5,0 mmol
L%, Ka[Fe(CN)e] 5,0 mmol Lt e KCI 0,5 mol L.

O pH das solugdes foi medido usando um pHmetro (modelo W3B; BEL
Engineering) empregando um eletrodo de vidro combinado com um eletrodo de
referéncia externo Ag/AgCl (3,0 mol L™"KCI).

As analises de CLAE foram realizadas usando um cromatografo
Finnigan Surveyor 61607 acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos Plus (PDA)
(Thermo Fisher Scientific Inc.). As condi¢cdes cromatograficas usadas neste estudo
foram as descritas por Vinson, Chen e Garver (2019) com algumas modificacdes. Foi
empregada uma coluna ACE 5 C18 (250 mm x 4,6 mm, tamanho de particula: 5 pm)
em uma temperatura de 24,0 (x 0,1) °C. O padrdo 5-ACG foi usado para a curva de
calibracdo. O detector foi fixado em 325 nm, o volume de injecéo foi de 20 uL e o

tempo de retencdo do 5-ACG foi de 18 min.

2.3 PREPARO DA PASTA DE OXIDO DE GRAFITE

O o6xido de grafite foi preparado por tratamento acido a temperatura
ambiente de acordo com Wong et al. (2017). Para este propdsito, 1,0 g de p6 de grafite
foi adicionado a 200 mL de uma mistura de H2SO4 e HNOs (proporgéo 1:1, v/v), e essa
mistura foi agitada por 12 h, usando agitagcdo magnética. Em seguida, com o auxilio
de uma centrifuga, o 6xido de grafite foi extensivamente lavado com agua ultrapura
até o pH atingir 6,5, seguida de secagem a 90 °C. Uma pasta de 6xido de grafite foi
preparada misturando o Oxido de grafite preparado e 6leo mineral (Nujol®) na
proporcao de 70:30 % (m/m).

2.4 PRODUCAO DE LACASE E BOT PELO FUNGO BOTRYOSPHAERIA RHODINA MAMB-05

Lacase e BOT foram obtidos do fungo ascomiceto Botryosphaeria

rhodina MAMB-05. A lacase foi produzida em condi¢gbes de fermentacdo submersa
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em meio basal contendo o indutor alcool veratrilico (30,4 mmol L) conforme descrito
por Vasconcelos et al. (2000), enquanto a BOT foi produzida em meio contendo 6%
de sacarose conforme descrito por Steluti et al. (2004). A BOT foi isolada do caldo de
fermentacdo livre de células por precipitacdo com etanol e o precipitado foi
redissolvido em agua sob agitacéo por 2 h a 60 °C. O recuperado de Lacase e BOT
foram exaustivamente dialisados por meio de varias mudancas de agua destilada ao
longo de 48 h, seguido de liofilizagdo de ambas as preparacdes, em separado. O
extrato bruto de lacase (LCE) foi obtido pela dissolugdo do liofilizado em &agua
ultrapura na concentracéo de 1,0 mg mL™" (0,33 unidades) e mantida congelada (-20
°C). Ja a solucdo aquosa de BOT foi obtida na concentracédo de 0,113 g L™ e foi

armazenado sob refrigeragao (4 °C).

2.5 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE PLATINA

Para a sintese de nanoparticulas de platina, 12 mg de &cido ascorbico
e 70 mg de polivinilpirrolidona foram dissolvidos em 12 mL de agua ultra purificada.
Apods completa dissolugéo, a mistura foi agitada por 10 minutos a 90 °C. Apds, 6 mL
de uma solucdo de H2PtCls na concentracdo de 3,0 mmol L foi rapidamente
adicionada a mistura aquecida, produzindo uma suspencdo de cor preta apés 10
minutos. Ap6s 30 minutos de reacdo, mais 6 mL da solucdo de H2PtCls na
concentragdo de 3,0 mmol L™ foi adicionada a mistura e apdés 30 minutos, as
nanoparticulas estavam prontas. As NPsPt foram lavadas com acetona (trés vezes) e
agua (duas vezes) sendo as nanoparticulas separadas por centrifugacao. Para o uso,
as NPsPt foram ressuspendidas em uma mistura de agua:dimetilformamida (1:1, v:v)
empregando banho ultrassénico. O teor de platina na suspencéo foi 0,16 mg mL™,

determinado usando espectrometria de absor¢édo atbmica em chama.

2.6 CONSTRUCAO DO BIOSSENSOR

A pasta de Oxido de grafite previamente preparada foi
cuidadosamente transferida e acomodada na cavidade de um tubo de Teflon®
contendo uma base grafitica como contato elétrico (Figura 2). O eletrodo de pasta de
oxido de grafite foi entdo posicionado verticalmente com a superficie da pasta virada

para cima para permitir o gotejamento dos componentes do biossensor (NPsPt, lacase
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e BOT) na superficie do eletrodo. O eletrodo de pasta de 6xido de grafite apresentou

area geométrica exposta de 0,0707 cm?.

Figura 2 — Fotografia do tubo de Teflon® com cavidade grafitica para suporte da pasta

de Oxido de grafite para ser utilizado como eletrodo de trabalho (biossensor)

Fonte: o préprio autor.

A arquitetura étima para a construcéo do biossensor foi determinada
por um planejamento estatistico de mistura, onde a proporcao 6tima foi de 1:6:1 para
NPsPt, BOT e lacase, respectivamente. O biossensor foi fabricado em duas etapas:
primeiramente, 3 pL da suspenséo de NPsPt foram depositados com o auxilio de uma
micropipeta sobre a superficie do eletrodo de pasta de 6xido de grafite e deixado para
secar em temperatura ambiente por 1 h. Em seguida, 12 pL de solu¢do de BOT
seguido por 3 uL de lacase foram sequencialmente colocados na superficie contendo
a camada de PtNPs. O biossensor foi entdo deixado secar a uma temperatura de 4,0
°C. Outros (bios)sensores foram fabricados para fins de caracterizacdo e comparacéo

usando o planejamento estatistico de mistura, conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Planejamento estatistico de mistura para a construcdo do biossensor
baseado na modificacéo do eletrodo de pasta de 6xido de grafite com os componentes
NPsPt, BOT e lacase

Planejamento

. Proporcédo dos componentes
Experimental por¢ P

Biossensor BOT*  PtNPs*  Lacase*
BOT NPsPt Lacase

(HL) (L) (L)
1 1 0 0 18 0 0
2 0 1 0 0 18 0
3 0 0 1 0 0 18
4 050 0,50 0 9 9 0
5 0 050 0,50 0 9 9
6 0,50 0 0,50 9 0 9
7 066 017 0,17 12 3 3
8 017 066 017 3 12 3
9 017 017 0,66 3 3 12
10 033 033 0,33 6 6 6

*BOT: 0,113 g L!; Lacase: 1,0 mg mL~%; PtNPs: 0,16 mg mL™

Fonte: o préprio autor.
2.7 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS E ESTATISTICA

As condigdes para otimizar os parametros para construir o biossensor
para medir o teor de acidos clorogénicos foram realizadas usando uma matriz de
planejamento estatistico de mistura (SCARMINIO; BARROS; BRUNS, 2001) com trés
componentes (BOT, PtNPs e lacase) em uma configuragdo com 10 condi¢gbes
experimentais (Tabela 1). Em um experimento de mistura, a soma das fracdes dos
componentes deve ser igual a unidade e suas propor¢des ndo devem ser negativas.

As restricdes sobre o0s niveis de cada fator sdo expressas da seguinte forma (Eq 1):

q
D %=1 (ie.100%) Eq. 1
i=1
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onde xi representa a proporgdo do iésimo componente na mistura, e g € o numero de
componentes (SCARMINIO; BARROS; BRUNS, 2001). A vantagem de se utilizar esta
abordagem sistematica na construcdo de um dispositivo biossensor estd na
modelagem dos dados através de modelos candnicos tipicos para representar a
resposta voltamétrica do biossensor em funcdo da proporcdo dos componentes e
assim, prever as interacdes entre eles. O modelo que descreve o maior numero de
interacdes entre esses componentes é o modelo cubico completo.

O modelo cubico completo para uma mistura de trés componentes é

dado pela expressao genérica simplificada (Eqg. 2):
y= b1*X1 + bzxz + ngs + b1*2)(1)(2 + b1*3X1X3 + b;3X2X3
+d 5% %, (X — X, ) + A X X5 (X — X5) + d 35X, X5 (X, — X;) Eq. 2
+b1*23X1X2 X3
onde Y é a resposta preditiva em funcdo da proporcdo dos componentes empregada,
X,» X, € X,» € seus respectivos coeficientes de regressao (b" e d"). Os trés

primeiros termos da expressao descrevem a contribuicdo de componentes puros, 0s
outros termos descrevem a contribuicdo resultante da interacdo entre pares de
componentes e o Ultimo termo descreve a contribuicdo resultante da interacéo entre
trés componentes na resposta final. No caso do biossensor, um termo positivo nesta
equacao indica interacdes antagbnicas, enquanto termos negativos indicam
interacdes sinérgicas na resposta final do biossensor (maior corrente de reducao).

A qualidade dos modelos de mistura é expressa pela Andlise de
Variancia (ANOVA) dos dados de regressao, onde as variaveis independentes para a
otimizagdo dos parametros de constru¢ao de um dispositivo de biossensoriamento de
acidos clorogénicos foram BOT, NPsPt e lacase, conforme descrito na Tabela 1.

A otimizacdo dos parametros experimentais e operacionais para a
determinacdo voltamétrica de acidos clorogénicos pelo biossensor consistiu em um
planejamento fatorial 24 com ponto central (avaliando pH, amplitude (a), frequéncia (f)
e incremento de potencial (AE) com 17 condi¢cdes experimentais), seguido por um
delineamento composto central (avaliando a, f e AE com 15 condi¢des experimentais).
As condi¢bes otimas foram escolhidas com base na maior resposta do biossensor
para a eletrorreducdo de 5-ACG (o componente majoritario dentre os acidos

clorogénicos).
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A ANOVA e andlises de regressao multipla foram realizadas usando
0 programa Statistica 7.0. As analises estatisticas foram realizadas usando o
programa Origin® com nivel de confianca de 95 %. A andlise de componentes
principais foi realizada usando o programa MATLAB versdo R2007b, enquanto que o
programa PLS Toolbox versao 5.8.1 foi utilizado para pré-processamento, analise e

visualizacdo dos dados.

2.8 AMOSTRAS DE CAFE E PREPARO DA BEBIDA

O biossensor fabricado foi aplicado para determinar acidos
clorogénicos em cafés coados. As amostras de café (Coffea arabica) foram
classificadas como tradicionais ou especiais. Os cafés tradicionais eram de diferentes
marcas adquiridos em um supermercado local. Os cafés especiais (pontuacdo de
torrefacdo Agrton 55) foram classificados como de muito boa qualidade de acordo com
0s protocolos da Specialty Coffee Association of America (SCAA) com pontuacgao de
83,3 £ 0,9, e foram obtidos na Feira Internacional de Cafés Especiais (mar¢o de 2016),
em Jacarezinho-PR, Brasil.

As bebidas de café coado foram preparadas da seguinte maneira: 10
g de cada amostra de café moido foram transferidos para um filtro de papel de café
disposto em um funil de vidro. Um volume de 100 mL de agua de torneira aquecida a
97 °C foram adicionadas cuidadosamente ao pé de café, garantindo que toda a
amostra contida no filtro fosse molhada. O filtrado foi coletado e corresponde a
amostra de café coado a ser analisada.

Para andlise eletroquimica, uma aliquota de 25 pL de cada amostra de café coado foi
transferida diretamente para a célula eletroquimica. Para analise por CLAE, as
amostras de café foram previamente filtradas em filtro de membrana PTFE-20/25 0,20

um (Chromafil® Xtra), e entdo injetadas diretamente no sistema cromatografico.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producédo de lacase e BOT depende do meio nutriente no qual o
fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05 é cultivado. Quando cultivada em meio basal
(glicose e sais minimos) na presenca do indutor de lacase, alcool veratrilico, a lacase
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€ produzida acima dos niveis constitutivos (DEKKER; BARBOSA, 2001), mas ao
mesmo tempo, nestas condi¢cles, a presenca do indutor interferiu na biossintese de
BOT resultando em quantidades diminuidas de producdo (DEKKER et al., 2001).
Quando cultivado em meio de sacarose, 0s niveis de BOT aumentaram
substancialmente (STELUTI et al., 2004), mas isso também foi acompanhado por
baixos niveis de lacase (CUNHA et al., 2003). Assim, tendo em conta a producéo de
qualquer um dos bioprodutos, a lacase e BOT coexistem no meio de fermentacéo,
representando um ambiente natural tanto para a enzima quanto para o
exopolissacarideo. A BOT apresenta propriedades de filme que podem servir na
imobilizacdo da lacase em biossensores (COELHO et al., 2019; MATTOS et al., 2019).

Considerando ainda que as NPsPt apresentam caracteristicas
eletrocataliticas interessantes (RAMIREZ-MENESES et al., 2009; SONG et al., 2019),
neste trabalho buscou-se fabricar um dispositivo biossensor utilizando uma
planejamento estatistico de mistura na qual camadas de NPsPt, BOT e lacase fossem
depositadas sequencialmente na superficie de um eletrodo de pasta de Oxido de
grafite, e empregar este biossensor desenvolvido para determinar eletroquimicamente
o teor de &cidos clorogénicos em bebidas de café, um indicativo da qualidade do café
(FARAH et al., 2006; LERQY et al., 2006; ZANIN et al., 2016).

3.1 PLANEJAMENTO ESTATISTICO DE MISTURA PARA A CONSTRUCAO DO BIOSSENSOR

A arquitetura do biossensor foi avaliada usando trés componentes
(NPsPt, BOT e lacase) dispostos em um planejamento estatistico de mistura (Tabela
1). Um total de dez (bio)sensores foram construidos com diferentes propor¢des dos
componentes (Figura 3A), trés arquiteturas correspondem a componentes puros
(pontos de vértice — circulos brancos), trés a uma mistura binaria de dois componentes
(pontos de aresta — circulos pretos), trés a mistura ternaria com proporc¢des diferentes
(pontos axiais — losango branco) , e a ultima correspondente a mistura ternaria (ponto
central — losango preto), que foi executada em triplicata para avaliacéo estatistica. As
respostas dos (bio)sensores foram avaliadas em termos da corrente catddica usando
VOQ (a: 40 mV; f: 30 s7%; AE: 2 mV) obtida para uma solugdo de 5-ACG 99,0 umol L™
em solucéo tampao fosfato (pH 6,0). A Figura 3B apresenta o gréafico da superficie de
resposta para o modelo cubico simplificado (Eg. 3*) obtido com os dados

experimentais de resposta voltamétrica, que indica a corrente obtida, onde quanto
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menor a corrente (mais negativa) maior a resposta do (bio)sensor.

oY

y t =-14.70BOT-6.31LCE—-19.15PtNPs+ 6. 7SBOT LCE+12. 36LCE PtNPs—

(£0.60) (+0.60) (+0.60)

75.21BOT.LCE.PtNPs—82.10BOT.LCE(BOT-LCE)— 182 81BOT PtNPs(BOT PtNPs)

(+19.22) (#9.73) (*9.73)

*| CE: lacase

Figura 3 — (A) Planejamento estatistico de mistura compreendendo componentes
puros (o), misturas binarias (e) e misturas ternarias (¢ - propor¢cdes diferentes e ¢ -
propor¢cdes iguais) para a construcdo do biossensor. As condi¢cdes experimentais
estdo indicadas numericamente. (B) Grafico de superficie de resposta obtidos para
diversas composic¢des de NPsPt, BOT e lacase na construgéo do biossensor. As cores
indicam a corrente obtida para a redugéo de 5-ACG pelo biossensor

PtNPs

ERCC NN

[= I L R A |

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

BOT 6 LCE sot LcE

Fonte: o préprio autor.

De acordo com a Eg. 3, os coeficientes lineares mais importantes
foram NPsPt e BOT seguidos por lacase. As combinacfes binarias (BOT-lacase e
lacase- NPsPt) apresentaram efeito antagbnico na resposta do biossensor, mas a
interacéo ternaria (BOT-lacase- NPsPt) teve efeito sinérgico na resposta, ou seja,
guando os trés materiais foram associados, respostas maiores foram alcancadas, em
comparacdo as misturas binarias e componentes puros. A interacdo ternaria é
mostrada na curvatura da superficie de resposta proxima a condigdo experimental de
namero 7 do planejamento de mistura (Figura 3B e Tabela 1). A presenca de NPsPt

contribuiu para uma maior resposta eletroquimica, pois apresenta caracteristicas
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eletrocataliticas e maior condutividade (RAMIREZ-MENESES et al., 2009; SONG et
al., 2019). Associada a esta caracteristica, a combinacéo entre BOT e lacase indica
gue uma pequena quantidade da enzima colocada em seu ambiente natural (na
presenca de BOT) resulta em um biossensor de maior resposta, indicando uma maior
atividade enzimatica.

O modelo de regresséo cubica (Eg. 3) apresentou Rej? superior a 98%,
porém apresentou falta de ajuste no nivel de confianga de 95% (MQiof / MQep = 16,7 <
F12=18,5), conforme os resultados da ANOVA. Essa observacéo indica que o modelo
se ajusta satisfatoriamente aos dados experimentais, porém néo pode ser usado para
prever a resposta do biossensor com base na combinacdo dos trés componentes.
Dessa forma, considerando que a maior resposta obtida foi a do biossensor do ponto
axial 7 (2/3 BOT; 1/6 PtNPs e 1/6 lacase - Tabela 1), a propor¢cédo combinada dos trés

componentes foi empregada para construir o biossensor.

3.2 CARACTERIZAGAO ESPECTROSCOPICA DO BIOSSENSOR

As propriedades de cada componente adicionado na construcao do
biossensor foram avaliadas por medidas de EIE, onde no gréfico de Nyquist obtido
para o (bio)sensor investigado, o semicirculo formado na regido de alta frequéncia
apos subtrair a resisténcia da solucdo de [Fe(CN)s]*#~ esta relacionado ao valor da
resisténcia de transferéncia de elétrons (R«) (ORAZEM; TRIBOLLET, 2008). Os
espectros foram obtidos para o eletrodo de pasta de 6xido de grafite antes e apos
cada adigcdo sequencial dos componentes do biossensor, em solucédo 0,01 mol L™ de
[Fe(CN)6]*#", no intervalo de frequéncia de 100 kHz a 0,1 Hz, em um potencial de
0,322 V vs Ag/AgCI (Figura 4). A adicado de NPsPt ao eletrodo de pasta de 6xido de
grafite causou uma diminuicdo na Rct de 56,2 para 44,7 Q. Isso esté relacionado a alta
condutividade e propriedades eletrocataliticas das nanoparticulas metalicas
(HOLZINGER; LE GOFF; COSNIER, 2014). A adicdo de BOT e lacase foi responsavel
por um aumento na Rct para 63,8 e 67,2 Q, respectivamente. Os resultados obtidos
estdo de acordo com observacbes anteriores sobre as propriedades de baixa
condutividade da BOT e da lacase (COELHO et al., 2019; EISELE et al., 2019;
MATTOS et al., 2019).
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Figura 4 — Diagramas de Nyquist do (verde) eletrodo de pasta de 6xido de grafite e
suas modificacbes com (azul) NPsPt, (vermelho) NPsPt e BOT e (preto) NPsPt, BOT
e lacase, em solucéo de [Fe(CN)s]*4~ 0,01 mol L~" em KCI 0,5 mol L™ no intervalo de
frequéncia de 100 KHz e 0,1 Hz. Eaplicado = 0,322 V vs. Ag/AgCI
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Fonte: o préprio autor.

Ao comparar 0 biossensor composto pelos trés componentes e o
sensor composto apenas por NPsPt e BOT, conforme a execucdo experimental
namero 7 sem adicdo de lacase (Tabela 1), verificou-se que o biossensor apresentou
um valor de Rct menor, pois continha uma maior quantidade de biomoléculas com
caracteristicas isolantes. No entanto, a resposta do biossensor para a reducéo de 5-
ACG 99,0 umol L™" em solugdo tampéo fosfato (pH 4,0) foi maior que o sensor com
dois componentes (lbiossensor = —127 + 0,27 YA € lsensor = =106 + 1,4 pA). Essa
observacédo destaca e confirma o papel da lacase na oxidagao catalitica de polifenois
(RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2015; MORAES et al., 2019a). E importante
mencionar que esses dados foram obtidos ap0s a otimizacdo dos parametros

operacionais da VOQ, que é descrita na proxima secao.



94

3.3 PLANEJAMENTO FATORIAL PARA A OTIMIZACAO DA RESPOSTA PARA AciDOS

CLOROGENICOS

Dependendo do pH, a atividade da lacase bem como a resposta
voltamétrica para a reducao do 5-ACG é diferente e, consequentemente, o efeito do
pH foi avaliado. Como a resposta voltamétrica do biossensor esta diretamente
relacionada aos parametros operacionais da técnica voltamétrica utilizada, foi
empregado um planejamento fatorial 24 completo com ponto central (Tabela 2)
seguido de outra abordagem experimental de planejamento com um delineamento
composto central (Tabela 3). A otimizacdo do método foi realizada por meio da
execucdo de varios experimentos variando o pH e cada um dos parametros
operacionais da VOQ (a, f e AE) em dois niveis diferentes com um ponto central, para
o planejamento fatorial (Tabela 2). Para o planejamento composto central (Tabela 3),
0s parametros operacionais da VOQ foram avaliados em uma faixa mais especifica,
a partir dos resultados experimentais do planejamento fatorial. As Tabelas 2 e 3
apresentam os parametros estudados e os dados obtidos para cada experimento.
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Tabela 2 — Matriz experimental de planejamento fatorial 24 e os respectivos resultados

para otimizacdo de pH e parametros operacionais da VOQ para determinacéo de 5-

ACG pelo biossensor

Planejamento Fatorial (2%)

Niveis
Fatores

Inferior (-) Superior (+) Central (0)

pH 4 8 6

a(mV) 25 100 62,5

f(s™) 30 50 40

AE (mV) 3 7 5
_ Niveis codificados Resposta

Experimento
pH a f AE (-HA)

1 - - - - 17,4 £ 0,50
2 + - - - 5,49 + 0,25
3 - + - - 58,9+0,71
4 + + - - 14,3 +0,61
5 - - + - 15,1 +£0,31
6 + - + - 5,81+ 0,20
7 - + + - 54,2 + 0,62
8 + + + - 15,6 £ 0,24
9 - - - + 29,1+0,15
10 + - - + 8,35+0,10
11 - + - + 127 + 0,27
12 + + - + 23,4+0,18
13 - - + + 23,3+0,07
14 + - + + 6,42 +0,12
15 - + + + 75,6 £0,41
16 + + + + 20,3 +£0,37
17 0 0 0 0 34,6 £ 0,25

Fonte: o préprio autor.
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Tabela 3 — Matriz experimental de planejamento de composto central e os respectivos
resultados para otimizacdo de parametros operacionais da VOQ para determinacao

de 5-ACG pelo biossensor

Planejamento composto central (2°)

Fatores Nivels
Inferior (-) Superior (+) Central (0)
a(mV) 80 120 100
f (s™) 20 40 30
AE (mV) 5 9 7
. Niveis codificados Resposta
Experimento
a F AE (-HA)

1 - - - 91,5+0,60
2 + - - 115+0,54
3 - + - 83,2+ 0,03
4 + + - 113 £ 0,09
5 - - + 113+0,34
6 + - + 156 £ 0,88
7 - + + 104 + 0,61
8 + + + 152 £ 0,44
9 1.68 0 0 151 +0,91
10 -1.68 0 0 87,2+ 0,62
11 0 1.68 0 107 £ 0,15
12 0 -1.68 0 128 £+ 0,94
13 0 0 1.68 153 £ 0,60
14 0 0 -1.68 72,8 £ 0,59
15 0 0 127 + 0,27

Fonte: o proprio autor.

Como pode ser visto na Tabela 2, quanto menor o pH e os valores de
f, maiores respostas voltamétricas foram obtidas. Por outro lado, quanto maior os

valores de a e AE, maiores as respostas voltamétricas. Portanto, o pH foi fixado em
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4,0, e os parametros operacionais a de 100 mV, f de 30 st e AE de 7 mV, passaram
a ser o ponto central da nova matriz codificada do planejamento composto central,
com os parametros variando conforme a Tabela 3. Maiores valores de a e AE, e
menores valores de f contribuiram para 0 aumento da resposta do biossensor, mas
ao mesmo tempo foram responsaveis por uma deformacdo no formato do pico de
reducdo. Consequentemente, as condi¢cdes do experimento 15 (pH = 4,0, a=100 mV,
f=30s"'e AE = 7 mV) foram escolhidas para a determinacéo de acidos clorogénicos,
pois foi a condigdo que apresentou uma elevada resposta voltamétrica sem ser notado

qualquer deformacao no formato do pico.

3.4 CURVA ANALITICA PARA 0 5-ACG USANDO O BIOSSENSOR DE LACASE E AVALIACAO DE

ESTABILIDADE DE ARMAZENAMENTO E VIDA UTIL

Com a utilizacdo dos parametros operacionais da VOQ (condicéo
experimental 15, Tabela 3) otimizados, a curva analitica baseada na resposta
voltamétrica do biossensor para o 5-ACG foi obtida em soluc¢édo tampéo fosfato (pH
4,0). Cada voltamograma de onda quadrada foi obtido apds a adicdo de pequenas
aliquotas da solucao de trabalho de 5-ACG na célula eletroquimica contendo 10 mL
do eletrélito suporte. A curva analitica foi construida em triplicata. Os voltamogramas

e a curva analitica obtida estdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando o biossensor para
diferentes concentracdes de 5-ACG (0,56 — 7,3 umol Lt) em solucédo tampéo fosfato
(pH 4,0). Inserido: a respectiva curva analitica com ajuste linear (linha vermelha) e
intervalos de confianca em 95% de nivel de confianca (linhas verdes)
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Fonte: o préprio autor.

A resposta do biossensor foi avaliada e apresentou comportamento
linear para a corrente de reducédo do 5-ACG na faixa de concentracdo de 0,56 — 7,3
umol L. A equacéo correspondente foi I/(uA) = 1,36 HA — 1,96 [5-ACG]/(umol L™1). O
LD foi calculado com base na relacéo sinal-ruido e o valor obtido foi de 0,18 pmol L.

A vida util e a estabilidade durante armazenamento do biossensor
foram avaliadas medindo a resposta voltamétrica para 5-ACG em uma concentracao
de 1,99 pmol L! usando o biossensor por 30 dias (cinco medicdes por dia), sem
qualquer renovacao superficial. Quando ndo estava em uso, o biossensor foi mantido
sob refrigeracéo (~4 °C) até a proxima analise. A resposta do biossensor diminuiu
3,48% no final do 7° dia (35 medicbes) e 6,59% no final do 30° dia (150 medi¢bes).
Os resultados indicaram que o biossensor a base de lacase desenvolvido possui
excelente estabilidade de armazenamento e uma longa vida util quando comparado a
outros biossensores a base de lacase ja reportados (HUANG et al., 2008; ARSLAN et
al., 2015; MORAES et al., 2019a).
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3.5 ANALISE DE BEBIDAS DE CAFES TRADICIONAIS E ESPECIAIS

O biossensor desenvolvido foi aplicado na determinacdo de &acidos
clorogénicos em cafés especiais e tradicionais. Previamente, foi realizado um estudo
de interferéncia para identificar possiveis interferéncias de outros componentes nas
amostras de café durante as analises eletroquimicas por VOQ. Compostos como
acido ferdlico, acido cumarico, acido cafeico, cafeina e glicose, comumente presentes
no café, foram avaliados como possiveis agentes interferentes. A interferéncia foi
avaliada em termos de variacdo da resposta do biossensor (corrente catodica) para
1,99 pumol L de 5-ACG apés a adicéo de 1,99 (1:1) e 19,6 (1:10) umol L%, de cada
um dos compostos interferentes em solucéo tampéo fosfato (pH 4,0). A resposta do
biossensor teve uma variagdo maxima de 4,5% apds a adicdo dos compostos
interferentes na concentracéo equimolar de 1,99 pmol L™, e ndo mais que 6,3% apoés
a adicdo de compostos interferentes em altas concentracdes (19,6 pmol L),
indicando assim baixa interferéncia na determinacdo de acidos clorogénicos (em
termos da resposta do componente majoritario, 5-ACG) pelo dispositivo biossensor
desenvolvido.

As bebidas de café coado foram analisadas diretamente pelo
biossensor de lacase usando VOQ e, para fins comparativos, também foram
analisadas por um método cromatogréfico (adaptado de (VINSON; CHEN; GARVER,
2019)). Os resultados do teor de acidos clorogénicos (em termos de 5-ACG) nos cafés

tradicionais e especiais sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados obtidos na determinacéo de acidos clorogénicos (em termos
de 5-ACG) em bebidas de cafés especiais e tradicionais pelo método voltamétrico

empregando o biossensor e pelo método cromatogréfico

Concentracao de 4cidos

Amostra de clorogénicos b:¢ Erro Relativo F e
café @ (%)
CLAE Biossensor/VOQ
El 330,2+94 326,2 £ 9,3 -1,19 1,02
E2 360,5+7,6 377,8+3,3 4,78 5,39
E3 402,6 £ 9,1 401,3£5,3 -0,31 2,99
E4 236,1 + 8,6 2239+9,3 -5,14 1,17
ES 380,3+9,3 361,9+6,5 -4,84 2,76
E6 361,5+6,5 366,3 + 3,9 1,32 2,75
E7 3225+1,9 318,1+4,1 -1,36 4,71
T1 264,3+7,3 2715+45 2,70 2,63
T2 258,4+6,4 2596 £+54 0,47 1,40
T3 227,4 £ 8,2 212,8+2.8 -6,42 8,55
T4 298,2 + 3,3 312,3+7,8 4,73 5,81
T5 239,0+21 233,0+1,3 -2,49 2,55
T6 324,3+4,6 317,4+4,9 -2,12 1,15
T7 261,1 +6,2 267,2+8,7 2,32 1,98

3 E: café especial; T: café tradicional; ® Concentracdo dada em mg por 100 mL de café
coado; ¢ Realizado em triplicata; 9 Erro Relativo = 100% x (biossensor — CLAE)/CLAE;
€ Fteodrico = 19,0.

Fonte: o proprio autor.

Como pode ser visto, os dois métodos apresentaram resultados muito
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semelhantes para a concentracdo de acidos clorogénicos com erros relativos
inferiores a 6,42 %, e os valores de F calculados também indicaram que n&o houve
diferenga na variancia dos resultados obtidos por ambos os métodos. A analise de
correlacdo de Pearson (Figura 6A) mostrou r = 0,975 indicando alta correlacao entre
os resultados obtidos pelos dois métodos de analise. O teste t pareado também foi
aplicado a esses resultados e ndo demonstrou diferenca significativa entre as médias
obtidas pelos dois métodos (t = 0,598; p > 0,553, Graus de liberdade: 41). Por fim, a
andlise do gréafico de Bland-Altman (Figura 6B) mostrou alta concordancia entre a
concentracdo de acidos clorogénicos obtida pelos dois métodos, com todos os
resultados dentro dos limites de concordancia a 95% de confianca (linha tracejada).
O teor de acidos clorogénicos medido como 5-ACG nos dois
diferentes tipos de cafés também foi avaliado. Um teste t foi aplicado aos teores de
acidos clorogénicos nos cafés tradicionais e especiais obtidos usando o método
voltamétrico com o biossensor de lacase. Os resultados do teste t indicam que a
concentracdo média de acidos clorogénicos nos cafés tradicionais e especiais foram
significativamente diferentes (t = 4,911; p > 0,001; graus de liberdade: 40). Neste
estudo, verificou-se que o teor de acidos clorogénicos nos cafés classificados como
especiais (média: 339 mg por 100 mL de bebida) foi maior do que nos cafés
tradicionais (268 mg por 100 mL de bebida). Esses resultados estdo em concordancia
com os teores de acidos clorogénicos relatados em varios produtos relacionados ao
café (FARAH, 2012; JEON et al., 2019), e ligeiramente inferiores aos obtidos no café

sob diferentes processos de fabricacdo (coados) (JEON et al., 2017).
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Figura 6 — (A) Grafico de correlacdo entre os resultados obtidos por CLAE e obtidos
pelo biossensor para a determinacao de acidos clorogénicos. A linha vermelha indica
0 ajuste linear com coeficiente de correlagdo de Pearson de 97,5%. (B) Gréfico de
Bland-Altman para a concordancia entre os resultados obtidos pelo método
cromatografico e o0 método voltamétrico usando o biossensor. A linha preta indica a

meédia e as linhas tracejadas indicam os limites de concordéancia a 95% de confianca
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Fonte: o proprio autor.

Farah e colaboradores (FARAH et al., 2006) reportaram que uma

menor concentracdo de acidos clorogénicos esta relacionada a bebidas de café de
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alta qualidade, classificadas por analise sensorial. Clifford (1997) apontou que
menores quantidades de acidos clorogénicos podem ser responsaveis por evitar a
formacédo de produtos potencialmente mutagénicos durante o processo de torra do
café, e que também podem minimizar a deterioracdo oxidativa do café torrado. Mas,
segundo Zanin e colaboradores (2016), a qualidade do café ndo pode ser atribuida
apenas a concentracdo de acidos clorogénicos, pois apresenta grande variacdo em
cafés com graus de torra semelhantes, embora € possivel obter bebidas de boa
qualidade mesmo com altos teores de acidos clorogénicos a depender de cuidado nos
processos pos-colheita (ZANIN et al., 2016). Portanto, os resultados obtidos neste
trabalho sao atribuiveis ao cuidado minucioso no processamento dos cafés especiais,
Ou seja, 0s processos de pos-colheita foram mais controlados nos cafés especiais do
que nos tradicionais. O processo de torrefacdo é responsavel pela degradacédo de
muitos compostos quimicos nos cafés, sendo que a concentracdo de acidos
clorogénicos € reduzida pela metade (FARAH; DONANGELO, 2006; JEON et al.,
2017), e nos cafés especiais, essa etapa geralmente é mais suave implicando em
menor degradacdo dos compostos, resultando na maior concentragdo de &cidos
clorogénicos no café torrado, consequentemente, maior concentracao na bebida final

de café.

3.6 DISCRIMINACAO DE CAFES ESPECIAIS E TRADICIONAIS PELA IMPRESSAO DIGITAL

VOLTAMETRICA (VOQ) E ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS

A classificacdo dos cafés especiais € baseada em analise sensorial
que exige alto grau de treinamento dos baristas, que estdo sujeitos a inumeras
interferéncias durante as analises. Métodos quimicos de analise, discriminacédo e
classificacdo desses cafés podem proporcionar um processo altamente confiavel,
rapido e reprodutivel e, nesse sentido, uma impressao digital quimica aliada a
ferramentas quimiométricas podem ser aplicadas para a discriminacdo de cafés
especiais dos tradicionais. A impressao digital voltamétrica é definida como a
caracteristica do perfil voltamétrico que é capaz de distinguir conjuntos metabdlicos
especificos devido a alteragcbes quimicas composicionais (TSOPELAS;
KONSTANTOPOULOS; KAKOULIDOU, 2018). A analise de componentes principais
(PCA) € um método quimiométrico ndo supervisionado, ou seja, € um método de

analise exploratoria de dados que nao requer nenhum conhecimento prévio a respeito
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da classificacdo das amostras (FERREIRA, 2015)(FERREIRA, 2015), que reduz os
dados projetando-os geometricamente em dimensdes inferiores chamadas de
componentes principais (PCs) em que padrdes de discriminacdo sao encontrados sem
conhecimento prévio das amostras, ou seja, qualidade, origem, composi¢cao, por
exemplo (WORLEY; POWERS, 2013).

A abordagem da impressao digital voltamétrica foi avaliada como uma
ferramenta em potencial para a discriminagéo de cafés especiais de cafés tradicionais.
Para tanto, foram avaliados os voltamogramas de onda quadrada obtidos com o

biossensor construido para andlise de acidos clorogénicos em cafés (Figura 7).

Figura 7 — Impressao digital por VOQ de cafés coados analisados pelo biosensor de
lacase
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Fonte: o proprio autor.

Foi observado um pico catodico com potencial de reducdo em
aproximadamente 0,38 V para todas as amostras de café coado, tanto especiais
qguanto tradicionais, com uma leve variacdo na intensidade de corrente para algumas
amostras, porém, nenhum padrdo discriminante pode ser identificado nos
voltamogramas. Os voltamogramas apresentados na Figura 7 foram entéo
submetidos a PCA (Figura 8). A matriz de dados consistiu em 42 linhas (21 cafés
especiais e 21 cafés tradicionais) e 157 colunas (varredura de potencial). Os melhores
resultados das andlises em triplicata foram obtidos pela técnica de suavizacdo de

Savitzky-Golay com janela de 15 pontos, polinbmio de segunda ordem, derivada
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segunda e com dados centrados na média.

Figura 8 — Escores das duas primeiras componentes principais da impressao digital
por VOQ de bebidas de cafés coados tradicionais mostrando o padrdo de

discriminacéo
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Fonte: o proprio autor.

Verificou-se que as duas primeiras CPs representaram 69,62% e
15,70% da variancia total, respectivamente (Figura 8), na qual foi observada um
padrao discriminante. O grafico de escores das CP1 e CP2 mostrou que a CP1 foi
responsavel pela discriminacdo dos cafés especiais e tradicionais, com excec¢ao do
café especial E4 (Figura 8). A Tabela 4 mostrou que a amostra de café coado E4
apresenta menor concentracdo de acidos clorogénicos quando comparados com 0s
demais cafés especiais examinados. As impressoes digitais dos cafés especiais estao
localizadas na regido negativa do CP1, enquanto os cafés tradicionais estdo

localizados na regido positiva da mesma CP. A impressao digital voltamétrica de cafés
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especiais e tradicionais obtidos pelo biossensor, em analise direta, mostrou-se uma
poderosa ferramenta para controle de qualidade desses cafés com base na
abundancia relativa de &cidos clorogénicos presentes. Essa ferramenta pode ser
associada a andlise sensorial e expandida para outras matrizes complexas

semelhantes.

4 CONCLUSAO

Neste capitulo, foi apresentado uma nova arquitetura para a obtencéo
de um dispositivo biosensor para a determinacdo de acidos clorogénicos em bebidas
de cafés especiais e tradicionais. Um planejamento estatistico de mistura de trés
componentes (NPsPt, BOT e lacase) foi empregado para definicdo da proporcéo dos
componentes do biossensor. O modelo nao foi preditivo da resposta do biosensor,
mas indicou uma regido de maxima resposta, a qual foi empregada na construcéo do
dispositivo. As condi¢des experimentais foram otimizadas empregando planejamentos
fatoriais e o biossensor apresentou resposta de corrente catddica linear para o 5-ACG
no intervalo de concentracdo de 0,56 — 7,3 pumol L com LD de 0,18 pmol Lt O
biossensor mostrou-se apto para a realizacdo de 150 leituras (medidas) e pode ser
armazenado em geladeira (~4 °C) por 30 dias com apenas 6,59% de diminuicdo da
reposta inicialmente apresentada. Amostras de cafés coados, tanto especiais quanto
tradicionais, foram analisados usando o biossensor. Os resultados apresentados
foram estatisticamente similares (95% de nivel de confianca) aos obtidos usando
CLAE. Por fim, a analise de componentes principais das impressdes digitais
voltamétricas obtidas com o biossensor desenvolvido, proporcionou a discriminacéo
dos cafés em tradicionais e especiais. Assim, a plataforma eletroquimica composta
por NPsPt, BOT e lacase pode servir como um biossensor seletivo para acidos

clorogénicos para o controle de qualidade de bebidas de café.
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CONSIDERACOES FINAIS

O emprego de materiais produzidos pelo fungo Botryosphaeria
rhodina MAMB-05 em Eletroanalitica, apesar de recente, apresenta inumeras
vantagens e € uma linha de pesquisa do Laboratério de Eletroanalitica e Sensores em
parceria com o0s pesquisadores Aneli Barbosa-Dekker e Robert Dekker. Ambos os
biomateriais, BOT e lacase, podem ser produzidos em larga escala e a partir de uma
mesma cepa, que é mantida por longos periodos em geladeira.

No primeiro capitulo desta tese, o produto da derivatizacdo da BOT,
CMB foi empregada com sucesso para a disperséo e estabilizacdo de NTCpm em agua
e 0 sensor obtido foi empregado para a determinacdo de DESL em produtos
farmacéuticos. O sensor também respondeu satisfatoriamente para a determinacéo
de DESL em amostra de soro de rato.

No segundo capitulo a associacdo de lacase e BOT, ambos
produzidos pelo fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-05, juntamente com
nanoparticulas de platina foi empregada para modificar um eletrodo de pasta de 6xido
de grafite. O biossensor resultante foi aplicado para analise de &cidos clorogénios em
bebidas de café e usando andalise de componentes principais as amostras de café
foram classificadas em dois grupos de acordo com a qualidade: especiais e
tradicionais.

Os trabalhos apresentados nesses dois capitulos contribuiram para o
desenvolvimento de outros trabalhos dentro e fora do grupo de pesquisa coordenado
pela Prof2 Dr2 Elen Romao Sartori. Dentro do grupo por exemplo, a CMB foi
empregada como adjuvante no preparo e dispersdo da nanoestrutura de carbono,
grafeno. Esta abordagem foi proposta para a construcéo de um dispositivo biossensor
especifico para o diagnostico sorolégico da doenca estrongiloidiase em pacientes
reais. Ja fora do grupo, os trabalhos do capitulo 1 e 2, publicados em perioédicos de
alto fator de impacto no ano de 2020, ja foram consultados e citados por 24 autores

em outros artigos cientificos.
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