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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento e aplicagdo de um sensor
biomimético descartdvel com transducdo amperométrica, sensivel a
hidroquinona (HQ). Para isto, eletrodos impressos de grafite — SPE (FS-1,
Florence sensors®) foram modificados com um catalisador biomimético do sitio
ativo da tirosinase, uma cupro-enzima. O complexo de cobre usado foi o cloreto
de tris-2,2’-bipiridil cobre II, [Cu(dipy)s3]Cl,. Para efeitos de compara¢édo também
foram preparados sensores empregando eletrodos de carbono vitreo
convencionais (GC).

Os sensores foram preparados modificando os eletrodos SPE e GC com
membrana de Nafion® dopada com o complexo de cobre. Para tal, foram
misturados em aparelho de ultrassom, 100 pL de uma solucdo de complexo 5
mg mL*, preparada em dimetilformamida (DMF) com 50 pL de solucdo de
Nafion® a 5 % (v/v). A seguir, 100 pL da mistura foram colocados na superficie
do GC e 10 pL sobre o SPE. A resposta do sensor a base de SPE (sensor-
SPE) foi otimizada usando amperometria. Obtendo-se as melhores respostas
em tamp&o Pipes 0,01 mol L™ contendo 60 pmol L* de H,O, e aplicando
potencial de -300 mV vs Ag/AgCl. Sob estas condi¢cdes 0 sensor-SPE mostrou
uma faixa de resposta entre 6,0 x 10 e 5,6 x 10* mol L, sensibilidade de
5593,6 pA L mol™, limite de deteccdo e quantificacdo de 5,4 x 10° e 1,80 x 10®
mol L*, respectivamente. Tratando-se de um sensor biomimético seu
comportamento hiperbdlico foi confirmado, e a constante aparente de
Michaellis-Menten foi calculada através do grafico de duplo reciproco obtendo-
se um valor de 5,6 x 10 mol L*, indicando uma alta afinidade do complexo
pela HQ. Estudos voltamétricos também foram realizados visando a
caracterizacao eletroquimica do sistema proposto. A seletividade do sensor foi
estudada em varios compostos fendlicos e a reprodutibilidade entre diversos
sensores foi avaliada como o desvio padrao relativo (RSD) da sensibilidade de
suas curvas analiticas, obtendo-se um valor de 2,3%. Por outro lado, ao ser
avaliado o tempo de vida do sensor observou-se que apds uma semana de uso

consecutivo a resposta do sensor é de 30% do valor inicialmente observado.
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Contudo, ao avaliar a repetibilidade nas medidas em um mesmo dia o valor
obtido para o RSD foi de apenas 3,0%, o que confere a estes sensores,
confiabilidade para uso descartavel, na deteccdo sensivel, seletiva e
reprodutivel de HQ. Finalmente, o sensor-SPE foi satisfatoriamente aplicado na
analise de HQ em cosméticos usando adicdo de padrdo, obtendo-se erros

relativos menores que 4%.

Palavras Chave: Sensores biomiméticos, eletrodo  microimpresso,

hidroquinona, amperometria.
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ABSTRACT

This paper describes the development and application of a biomimetic
sensor disposable with amperometric transduction, sensitive to hydroquinone
(HQ). For this, printed graphite electrodes - SPE (FS-1, Florence sensors®)
were modified with a biomimetic catalyst of the active site of tyrosinase, a
cupro-enzyme. The copper complex used was the tris—2,2'-bipyridil cooper (I1)
chloride, [Cu(dipy)s]Cl,. For comparison were also prepared sensors employing
conventional glassy carbon electrodes (GCE). The sensors were prepared by
modifying the SPE and GCE electrodes with Nafion® membrane doped with the
copper complex. For this, were mixed in an ultrasonic apparatus, 100 pyL of
5 mg mL™* complex solution, prepared in dimethylformamide (DMF), with 50 pL
of Nafion® 5% (v/v) solution. Then 100 pL of this mixture were placed on the
surface of GCE and 10 pL on the SPE. The response of the SPE-based sensor
(sensor-SPE) was optimized using amperometry. Obtaining the best responses
in 0.01 mol L™ Pipes buffer containing 60 pmol L™ H,0, and applying potential
of -300 mV vs Ag/AgCl. Under these conditions the SPE-sensor showed a
response range between 6.0 x 10° and 5.6 x 10 mol L™, sensitivity of 5593.6
WA L mol?, limit of detection and quantification of 5.4 x 10° and 1.80 x 10°
mol L, respectively. In this case, the hyperbolic behavior of the sensor
response was confirmed, and the Michaelis-Menten apparent constant was
calculated by the Lineweaver-Burk graph, obtained a value of 5.6 x 10 mol L™,
indicating a high affinity of the complex for the HQ. Voltammetric studies were
also conducted to the electrochemical characterization of the proposed system.
The selectivity of the sensor was studied in some phenolic compounds and the
reproducibility in the sensors construction was evaluated as the relative
standard deviation (RSD) of the sensitivity of their analytical curves, resulting in
a value of 2.3%. The lifetime of the sensor was evaluated, and was observed
that after a week of consecutive use, the sensor response is 30% of those
initially observed. However, when evaluated the measurement repeatability on
the same day, the value obtained for the RSD was only 3.0%, which gives these

sensors reliability for their use in disposable devices. Finally, the sensor-SPE



has been successfully applied in the analysis of HQ in cosmetics using standard

addition, obtaining relative errors less than 4%.

Keywords: Biomimetic Sensor, screen printed electrode, hydroquinone,

amperometry.
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Tyr — Tirosinase
V — Volume

o — Titulo (m/m)



1.

SUMARIO

1oL 0T o ¥ [o3= o IR 1
1.1, A TIFOSINGSE c.ceeiiiiieieeeeee ettt e e e e e e e 6
1.2. Biossensores e Sensores BIOMIMEtiICOS........cooovuvvveiieeriiiiiiiiiieee e 11
1.2.1. Mimetizag&o de sistemas bioldgicos enzimaticos...............cccvvvvvneee. 17
1.2.2. Constante de Michaelis-Menten ..., 22
(@] o] =1 1 1V o L UPPPUPRSRPPPN 27
Parte eXperiMental ...... ... 28
3.1, REAGENIES. ..ottt 28
3.2. Preparacdo do complexo cloreto de tris-2,2’-bipiridil cobre(ll)........... 29
3.3. CONSIIUGAOD JOS SENSOIES......cceeeeeieeeeiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e as 29
3.4. Medidas eletroqUIMICAS ............coeviiuiiiiiiiiiiiee e 31
3.5. Preparacéo das amostras cosméticas contendo HQ.............cccceeennn. 32
ReSUItAd0S € DiSCUSSE0 ...cccuuviiiieeeiiiiiiiiet ettt 33
4.1. Caracterizacdo do complexo sintetizado .............coevvvvviiiiiiiieiieeeeeeen, 33

4.2. Influéncia do complexo na modificacdo das superficies
L2 (=10 o [0 1S PPPPPPPPPPPPPRPPP 33
4.2.1. Estudos eletroquimicos realizados com o0 sensor impresso:

dependéncia do peroxido de hidrogénio (H2O2) ..ccooeeeeeeiiieivveeiiiiiieeeee e 39

4.3. Otimizacdo da resposta do sensor impresso modificado com

complexo de cobre DIPY L1:3 ... 40

4.4. Perfil de resposta do sensor impresso modificado com complexo de
(oT0 ] o] (= T o)V I 42

4.4.1. Uso do eletrodo impresso (SPE) acoplado a eletrodos de referéncia e

(o0 ] 11 =l =] (010 [0 =) A (=] £ 1[0 KT 44

23



5.

4.4.1.1. Parametros analiticos do sensor-SPE acoplado a eletrodo de

FEIEIENCIA EXEEINO .. e e 48

4.5. Caracterizagcdo do perfil biomimético do sensor impresso a base de

Nafion® dopado com Dipy 1:3: Estudos de biomimeticidade....................... 50
4.5.1. Célculo da constante aparente de Michaelis-Menten ( K&?\a) .......... 50
4.5.2. Seletividade dO SENSOT........cooiiiiiiiiiiiii e 53

4.5.3.Caracterizacdo do sistema sensor através de estudos

(L0 1= 10 113 {4 Tl H PP 56
4.6. Aplicacdo do sensor em amostras farmacéuticas................ccc.euvee. 60
Conclusdes e perspectivas futuras........cccceeeeeeiiiiiieeiiiciccecee e, 63

Referéncias BibliografiCas .....cccooveiiiiiiiiiiiiee e 64



1. Introducao

O aumento na utilizacdo de produtos quimicos e seu uso inadvertido,
verificado nas ultimas décadas, tem sido a causa de problemas ambientais de
maneira generalizada, em praticamente todos os paises. A protecdo ambiental
vem adquirindo grande importancia na sociedade contemporanea, que tem
cobrado mecanismos de controle dos processos de contaminacdo ambiental
[1]. Assim sendo, o controle destes poluentes ambientais vem sendo cada vez
mais aprimorados, recorrendo-se as tecnologias simples e de baixo custo para
facilitar sua deteccéo e controle a fim de preservar o meio ambiente.

Compostos aromaticos pertencem a um grupo toxico de poluentes
ambientais descartados no processo de muitas industrias, tais como refinarias
de oleo e industrias quimicas. Alguns destes componentes, como catecois,
fendis, hidroquinonas e resorcinol, sdo listados como os principais poluentes do
meio ambiente pelas agéncias de protecdo ambiental de varios paises [2].
Dentre esses poluentes ambientais, destaca-se a Hidroquinona (HQ), um
composto fendlico considerado poluente ambiental pela Unido Européia (EU) e
Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) [3].

Pelltier e Caventou, em 1820, apud referéncia Frizon [4] foram os
primeiros a isolarem a hidroquinona, que hoje se tornou um dos mais utilizados
agentes redutores organicos, importante em varios processos biolégicos e
industriais, como na producao de carvao e fabricacéo de papel.

A hidroquinona, também chamada de benzeno-1,4-diol, 1,4-
dihidroxibenzeno, ou ainda quinol, € um composto orgéanico do tipo fendlico e
apresenta a formula molecular CgH4(OH),. A férmula estrutural da
hidroquinona, como observado na Figura 1, possui dois grupos hidroxila ligados
a um anel benzénico na posicdo para. A temperatura de
15 °C e sob pressdo ambiente, apresenta-se na forma de um solido cristalino
de cor branca, inodoro, sabor adocicado e solavel em agua (1/17), etanol (1/4),
éter (1/17), cloroférmio (1/51), glicerina (1/1) m/v. O ponto de fusdo deste cristal
esta entre 172 e 174° C, o ponto de ebulicdo é de aproximadamente 287 °C e

estavel em solucdes acidas [4].
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Figura 1. Estrutura molecular da hidroquinona (HQ)

A hidroquinona pode ser submetida a oxidacdo, sendo convertida no
composto p-benzoquinona, CgH40O,, frequentemente chamado p-quinona ou
simplesmente quinona. A reducdo da quinona reverte esta reacao novamente a

hidroquinona, conforme mostrado na reacao 1.

o) OH
||
+2e+2H" =—= (1)
|
0] OH
Quinona Hidroquinona

Alguns compostos bioquimicos na natureza que tém o tipo de estrutura
hidroquinénica ou quinbnica, tais como a coenzima Q, também podem sofrer
similares interconversfes redox. Seus grupos hidroxila s&o acidos fracos;
assim sendo, a hidroquinona pode perder um H" em uma das hidroxilas para
formar um ion monofenolato ou perder ambos H' para formar um ion
difenolato. O sal difenolato de sodio da hidroquinona € usado como um
alternativo co-mondémero na producdo do polimero PEEK, Poli-Ether-Ether-
Ketone.

A hidroquinona € um composto com variedade de usos, principalmente
associados com sua acéo redutora. E o principal componente na maioria dos

reveladores fotograficos onde, com o composto metol, reduz haletos de prata a
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prata elementar. Também é muito utilizada como inibidor de reacdes de
polimerizacao de acido acrilico.

HQ também é usada como uma matéria prima de herbicidas, anti-
oxidantes para borracha e corantes. Pode ser encontrada em varios alimentos,
em madeiras, fumo de tabaco, no alcatrdo da hulha, 6leo cru, dentre outros. E
utilizada industrialmente em varios processos, sendo encontrada naturalmente
em vegetais, frutas, café, cha, cerveja e vinho.

Pode também ser encontrada em diferentes formulacdes farmacéuticas
nas formas de solucdo, cremes e géis, estabilizada com antioxidantes [4] em
aplicacao tépica de clareamento da pele, pois reduz manchas na pele sem
predisposicao a causar dermatites. Este uso é banido em alguns paises, como
a Franca, por causa de riscos de céancer. Sua acdo cosmética para
clareamento da pele € baseada em que a hidroquinona atua nas células
produtoras de melanina, os melandcitos, bloqueando a producdo e
aumentando a degradacdo dos melanossomos, os corpusculos intra-celulares
gue armazenam a melanina. A hidroquinona também bloqueia a acdo da
enzima tirosinase, que tem participacdo na formacao da melanina [5].

As metodologias de andlise propostas para deteccdo de hidroguinona
(HQ) em amostras comerciais ou de interesse ambiental remetem a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e espectrosocopia de absorcéo
ultravioleta sendo que estes métodos geram grandes volumes de residuos e
consomem tempo para serem realizados. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), indica a cromatografia de camada delgada para
identificacdo da HQ e seu doseamento através cromatografia liquida de fase
reversa com deteccdo UV para amostras comerciais, de acordo com o
publicado no Diario da Republica em 1997 [6]. O método cromatogréafico €
complicado e geralmente leva muito tempo para uma Unica analise por causa
de medidas adicionais para o pré-tratamento e separacdo antes da deteccéo
do sinal [3].

Desta forma, novas metodologias para deteccédo de Hidroquinona ainda
S0 necessarias, com o objetivo de minimizar custos e tempo de analise, assim
como obter analises que, além de seletivas e sensiveis, sejam simples e
rapidas, sendo que estas Ultimas caracteristicas ndo sdo apresentadas pelos

métodos sugeridos pelas agéncias responsaveis.



Dentro desta abordagem, novas tecnologias para deteccdo deste
poluente ambiental estdo sendo elaboradas, baseadas no uso de biossensores
amperométricos [1,2] baseados principalmente na enzima tirosinase (polifenol
oxidase, EC 1.14.18.1), a qual tém se mostrado adequadas para atender os
requisitos de baixo custo, facilidade de execucéo e rapida resposta.

Entretanto, o uso de enzimas estd sendo substituido pelo uso de
catalisadores biomiméticos na tentativa de contornar problemas de estabilidade
dos biossensores em ambientes adversos as enzimas, nos quais esses
materiais biolégicos perdem sua atividade frente ao substrato [7-12].

Por outro lado, nos biossensores amperométricos enzimaticos uma das
principais preocupacfes na construcdo destes sensores sempre se centralizou
na velocidade de transferéncia de elétrons desde o sitio ativo da enzima para a
superficie do eletrodo [13-14]. Neste sentido, alguns grupos de pesquisa tém
trabalhado no intuito de otimizar a transferéncia de elétrons nos biossensores,
partindo-se do pressuposto que uma transferéncia de elétrons mais eficiente &
possivel, através da diminuicdo ou remoc¢ao da camada protetora de proteinas
ao redor do sitio ativo da enzima, sem perda da seletividade e ao mesmo
tempo ganhando na sensibilidade dos sensores construidos [15-19]. Assim,
“biossensores” amperomeétricos construidos sem a necessidade de imobilizar a
enzima como um todo, apenas imobilizando adequadamente substancias com
estrutura analoga a do sitio ativo de metalo-enzimas na superficie dos
eletrodos, mostra-se um procedimento eficiente e promissor.

Desenvolvendo uma nova classe de dispositivos amperométricos,
chamados de sensores biomiméticos [18-19], cujos objetivos sédo, além de
promover o aumento na transferéncia eletrénica no sistema eletrodo/sitio ativo
(catalisador biomimético)/substrato visando aumentar a sensibilidade, sao
facilitar a construcdo, aumentar a estabilidade dos “biossensores” obtidos com
esta estratégia de construcdo, e principalmente torna-los realmente praticos
para aplicacdes por longos periodos de tempo, pois se espera que sejam mais
estaveis sob condicdes de mudancas bruscas de temperatura, pH e
composicdo da solucdo, as quais frequentemente desnaturam ou inativam as
enzimas, principalmente em casos de amostras agressivas, como os efluentes

industriais e amostras ambientais.



Estratégias para a construcdo dos sensores biomiméticos estédo
baseadas na estrutura do sitio ativo da enzima tomada como modelo e no
mecanismo enzimatico da reacdo que serd catalisada. Dentre os avangos
cientificos que podem ser empregados no desenvolvimento dos sensores
biomiméticos, destaca-se a quimica biomimética de enzimas artificiais [20-23],
gue esta relacionada com os mecanismos de reconhecimento de substratos
enzimaticos, através de compostos sintetizados e/ou modificados em
laboratorio [23-28]. A condicdo para que um composto seja considerado uma
enzima artificial € apenas que este composto execute 0S mesmos pProcessos
cataliticos realizados pela enzima, porém ndo necessariamente seguindo o
mesmo caminho. Sendo assim, a quimica biomimética permite incluir e/ou
desenvolver compostos ainda mais simples do que as extraordinarias
estruturas moleculares descritas na literatura [28], desde que efetuem
processos altamente eficientes e seletivos. Neste sentido, tem sido incluidos no
desenvolvimento dos sensores biomiméticos macromoléculas como porfirinas e
ftalocianinas [7-9] e complexos simples de metais de transi¢do [10-12], os quais
tém sido considerados catalisadores biomiméticos eficientes para determinacéo
de varios substratos enzimaticos importantes.

Juntamente ao desenvolvimento dos sensores biomiméticos, outro ponto
a ser considerado é a importancia de oferecer dispositivos com maior robustez,
metodologias mais simplificadas e adaptacfes quanto ao tamanho e arranjo de
eletrodos, que facilitem a anélise de campo, ou mesmo, a coleta do analito de
interesse no proprio eletrodo para analise posterior. Dentro deste contexto, o
desenvolvimento de eletrodos impressos “screen-printed electrode” (SPE) tem
atendido a demanda deste mercado, oferecendo um sistema completo de
eletrodos projetados com grande simplicidade e economia. Ou seja, alguns
destes eletrodos séao projetados na forma de um uUnico sistema contendo um
arranjo de eletrodos, onde eletrodos de trabalho, auxiliar e de referéncia séo
impressos no mesmo suporte, conforme mostrado na Figura 7b. Sao
considerados dispositivos de baixo custo e funcionais, permitindo sua
comercializacdo na forma de eletrodos descartaveis. Como consequéncia, tém
mostrado alta versatilidade de aplicagcdes tanto na forma de eletrodo
convencional quanto na forma de eletrodo modificado [29]. As inUmeras

possibilidades de confeccdo de eletrodos com tamanhos cada vez mais
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diferenciados tém contribuido significativamente para o interesse despertado
por estes tipos de sensores nas areas industrial, ambiental, farmacéutica,
clinica médica e outras. Por outro lado, a possibilidade de adicionar espécies
na superficie eletrédica de trabalho, visando alterar a natureza fisico-quimica
da interface eletrodo de trabalho/solucdo, tem contribuido para melhorar a
seletividade e sensibilidade desses dispositivos. Desta forma a tecnologia
“Screen printing” se torna uma ferramenta versétil para a produgéo barata, facil
e reprodutivel de biossensores descartaveis [30].

Baseado neste contexto, o presente trabalho mostra a constru¢ao de um
sensor amperométrico utilizando-se eletrodos impressos (SPE) modificados
com um catalisador biomimético da Tirosinase (Tyr), uma enzima multicaprica
[31] amplamente difundida na natureza e que catalisa a oxidacao de fendis e

difendis em animais e em plantas.

1.1. A Tirosinase

E conhecido que uma das mais estudadas enzimas oxigenase
multicipricas € a tirosinase (Tyr) [monofenol, diidroxifenilalanina (DOPA):
dioxigénio oxidoredutcase, EC 1.14.18.1] [32], uma vez que esta enzima é
amplamente encontrada na natureza. Por exemplo, a Tyr humana ¢é
responsavel pela geracdo do pigmento encontrado em estruturas como o
cabelo e pele e também na melanina do epitélio pigmentar da retina do olho
[33]. Tirosinases (polifenoloxidase, EC 1.14.18.1.) sdo enzimas tetraméricas,
com uma massa molar na ordem de 120 kDa e com dois sitios ativos por
molécula. Cada um destes sitios consiste em dois atomos de cobre
coordenados com histidinas [34-35].

Em meio aerdbico a Tyr catalisa a orto hidroxilacdo de monofendis
(atividade monofenolase) e também participa na transferéncia de dois elétrons
na oxidacao de o-difenol para o-quinonas (atividade catecolase) [35,36,37]. No
sitio ativo da Tyr, os centros de cobre estdo rodeados por atomos de
nitrogénio, e suas formas estaveis oxi podem ser geradas a partir de Cu’*mais
Oz ou de Cu ;" mais H20> [37]. Os processos cataliticos para a orto-hidroxilagéo

de monofendis e a oxidacao de o-difenol para o-quinonas pela Tyr, a partir de
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Cu ;" mais H,0O,, sdo mostrados no Esquema 1 [36,38,39]. Faca lista de

esquema tb

Cu ~0 ~
H
Q met oxy-D

HO OH 2H*

HO OH

00
N A N
-:: u2+ \\C 2:‘. N.,,‘ 2:‘.0 ~ 2+.¢N
™~ -~ Cu Cu
N 0 N N NG~ SN
met-D Monophenolase oxy
cycle
H-F
2H*
+ Hzo
H20,
0 0] N - N N N
N + M 28 2+
Nl“_'_'E:l.l Cu,__.N . :"‘ N""‘CU Cu,_u.N
deoxy reduced 2e deoxy oxidized
(Electrode)

Esquema 1. Ciclo catalitico da enzima tirosinase na orto-hidroxilacao de fenois

e na oxidacao de difendis. T, tirosina e D, DOPA em suas formas ligadas [12].

No ciclo monofenolase, primeiramente o sitio ativo deve ser oxigenado
para gerar as espécies oxi; na presenca do substrato e apds uma sequéncia de
trocas de protons resultam na insercdo de oxigénio no anel fendlico e da

doacdo de elétrons aos atomos de cobre cedidos pela o-quinona, resultam uma
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molécula de agua e a forma deoxi reduzida, a qual € novamente oxidada para
regenerar a forma deoxi Cujoriginal, com o auxilio de um agente oxidante ou
pela aplicagdo de um potencial adequado, a fim de ligar uma nova molécula de
H,0,. [12,37]

No ciclo envolvendo a oxidagéo do catecol, a coordenacgéo do substrato
catecolico aos dois atomos de cobre, aos quais 0 peroxo estd coordenado,
resulta na degradacédo do complexo de cobre (na enzima) com transferéncia de
elétrons do catecol para o oxigénio, resultando na correspondente o-quinona e
uma molécula de agua. A quinona deixa os atomos de cobre do sitio ativo no
estado oxidado (Cu®*) e a enzima na forma met. Neste estado, a enzima nao
pode ligar-se a O, ou H,0,, portanto, ele esta inativo para substratos fendlicos.
Por outro lado, a forma met da enzima € capaz de coordenar uma outra
molécula de substrato catecdlico e oxida-lo para o-quinona através da doacao
de elétrons para os atomos de cobre, regenerando a forma deoxi-reduzida
(CuZ) [12].

Assim, para o0 desenvolvimento de um sensor biomimético para
deteccdo de compostos fendlicos o uso da Tyr como enzima modelo é bastante
atrativo. Fendis podem ser determinados amperometricamente através de uma
oxidacao eletroquimica direta. Entretanto, este procedimento possui uma série
de desvantagens, principalmente, devido a uma alta sobrevoltagem. O alto
potencial aplicado provoca wuma grande corrente de fundo, e
consequentemente, um alto nivel de ruido. Além disto, nas oxida¢des diretas
de fendis, um grande numero de reacdes paralelas podem ocorrer levando,
principalmente, a formacéo de produtos poliméricos que passivam a superficie
do eletrodo. Biossensores amperomeétricos podem minimizar estes obstaculos
na determinacdo de fendis, uma vez que operam com um baixo potencial
aplicado em relacdo a um eletrodo de referéncia, onde se mede a corrente
gerada pela reacdo biocatalisada de oxidacdo ou reducdo das espécies
eletroativas na superficie do eletrodo, que de um modo geral, processam-se
em potenciais ao redor de 0 mV. Nesse potencial, a contribuicdo de espécies
interferentes (facilmente oxidadas ou reduzidas) € minimizada. [1]

As enzimas redox tirosinase, lacase e peroxidase sao as mais utilizadas
para a construcdo de biossensores amperometricos para fendis. Apesar de

estas enzimas possuirem diferentes mecanismos de acao, suas atuacfes em
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biossensores amperométricos para a deteccdo de compostos fendlicos tém
sido esquematizadas como uma sequéncia de reacdes similares, conforme

mostra o Esquema 2 [34,40].

H,0 0, ouH,0, Eletrodo
——
L
@)
)
- g
Tirosinase >
E.x Llacase E,q o
Peroxidase o
—
+
Q
S
CI:red CI:ox ‘_Il
</ &

e

Esquema 2. Mecanismo das reacdes nos eletrodos modificados pelas enzimas
para a determinacdo de compostos fendlicos. Eeq € Eox S0 as formas reduzida

e oxidada, respectivamente, das enzimas; CF = composto fendlico [1].

As moléculas de enzima na superficie do eletrodo sdo oxidadas pelo
oxigénio (no caso da tirosinase e lacase) ou peréxido de hidrogénio (no caso
da peroxidase), sendo em seguida reduzida por compostos fendlicos. Durante
esta ultima reacdo, os fendis sdo basicamente convertidos em quinonas e/ou
radicais livres, e esses produtos, usualmente eletroativos, podem ser reduzidos
na superficie do eletrodo em potenciais préximos de 0 V vs ECS (Eletrodo de
Calomelano Saturado). A corrente de reducdo medida € proporcional a

concentracdo do composto fendlico na solugcéo. A deteccdo do consumo de O,



ou H;O, é outra possibilidade de se monitorar a concentracdo dos compostos
fendlicos. Entretanto, o método de deteccdo dos fendis baseado na reducao
dos produtos gerados pelas reacdes enzimaticas apresenta vantagens tais
como: simplicidade de construgdo e manuseio; protecao do eletrodo contra o
acumulo de produtos poliméricos secundarios sobre sua superficie
(passivacao), que usualmente sdo observados durante oxidag&o eletroquimica
direta de fendis; amplificacdo da resposta como uma consequéncia da reducéo
de quinonas e/ou radicais fenoxi ao composto fendlico inicial [34,40]

Como descrito anteriormente as enzimas tirosinases estdo amplamente
distribuidas na natureza. A tirosinase obtida a partir de cogumelo é a utilizada
na maioria dos estudos com biossensores amperométricos. Esta enzima existe
em multiplas formas, distribuidas diferencialmente em varias partes do
cogumelo, podendo apresentar diferentes caracteristicas cinéticas e
termodinamicas [41].

A maioria das investigacbes com biossensores amperométricos foram
inicialmente otimizadas utilizando-se compostos puros. As andlises de
compostos fendlicos em amostras de interesse ambiental foram favorecidas a
medida que o0s biossensores desenvolvidos conseguiram melhores
sensibilidade e estabilidade. Atualmente, a literatura mostra 0 emprego com
sucesso, destes biossensores em analise de fendis em aguas de rio, analise de
aguas superficiais e efluentes industriais [1,40], mas poucos trabalhos tém sido
relatados na aplicacdo em formulacdes cosméticas.

No intuito de mimetizar o sitio ativo da Tyr, moléculas que contenham
cobre rodeado por atomos de nitrogénio poderdo ser avaliadas na construcéo
de sensores biomiméticos, visando obter uma melhora em relacdo aos
biossensores ja construidos e reportados na literatura. Pensando nisto,
complexos simples de cobre e dipiridina em diferentes propor¢cdes deste ligante
(Figura 2), tém demonstrado ser catalisadores biomiméticos da Tyr [11]. Assim,
neste trabalho de mestrado, o complexo 2c foi utilizado na construcdo de
sensores biomiméticos descartaveis visando a deteccdo e quantificacédo
sensivel e seletiva de hidroquinona, como uma alternativa aos biossensores

enzimaticos ja reportados na literatura.
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Figura 2. Complexos de cobre, conhecidos como catalisadores biomiméticos
da enzima Tyr. a) Cu(dipy)Cl,: cloreto de bipiridina de cobre (ll); b)
[Cu(dipy).]Cl,: cloreto de bis(bipiridina) cobre (II) e c) [Cu(dipy)s]Cl,: cloreto de
tris(bipiridina) cobre (ll).

1.2. Biossensores e Sensores Biomiméticos

Nas ultimas décadas as ciéncias analiticas tém experimentado um
avanco relacionado a capacidade de obtencdo de informacdes quimicas em
diversos sistemas, proporcionando um elevado desenvolvimento analitico,
resultando na automacdo, miniaturizacdo e simplificacdo destes objetos em
estudo [1,41]. Neste contexto, os biossensores tém adquirido primordial
importancia devido a possibilidade de avaliacdo de processos sintéticos ou
biologicos, além do entendimento destes processos [42]. Desta forma, estes
dispositivos tém sido usados em diferentes areas de aplicacdo, destacando-se
0s varios setores da industria, como as de alimentos, farmacéuticas e clinicas e
na agricultura, devido ao fato destes ramos de atividade necessitar de métodos
analiticos rapidos, exatos e confidveis na determinacdo das espécies de
interesse. Além disso, 0s biossensores possibilitam analises com
monitoramento continuo, in vivo e em tempo real, apresentando-se como

substituintes potenciais das técnicas analiticas destrutivas ou que exijam
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elevadas quantidades de amostras, aumentando sua potencialidade para o uso
comercial.

Os biossensores podem ser definidos como um subgrupo de sensores
qguimicos capazes de proporcionar informacdo analitica quantitativa ou semi-
guantitativa, usando um elemento de reconhecimento biolégico (como enzimas,
anticorpos, proteinas ou microrganismos) [41] ou biomimético (catalisadores
redox, polimeros molecularmente impressos, aptameros, etc.) em contato a
transdutores (eletroquimicos, 6pticos, térmicos, etc.), conforme apresentado na
Figura 3. A descricdo sistematica de um biossensor inclui cinco caracteristicas
principais: (i) a espécie a ser analisada, (ii) o principio de leitura do transdutor,
(i) o modelo fisico ou (bio)quimico do sistema, (iv) a aplicacdo e (v) a

tecnologia e materiais que devera ser usada para a fabricacdo do sensor [43].

Espécie de Interesse Interferentes

° e miTH |

Superficie do Sensor

Elemento
biolégico ou ———p>

biomimético

Transdutor

Processamento de Sinal

{

Informacao

Figura 3. Esquema de um biossensor, adaptado da referéncia 43.
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Dentre as partes que constituem os biossensores, o processador de
sinal eletrdnico € provavelmente a parte menos dependente do tipo de sensor e
€ somente uma consequéncia do rapido desenvolvimento no campo da
eletrbnica. O sinal fisico-quimico proveniente do sistema de reconhecimento
bioldgico/biomimético é convertido em um sinal mensuravel pelo transdutor. As
caracteristicas do transdutor de sinal determinam o custo do instrumento, do
sensor e as limitacbes fisicas. [43] Diferentes transdutores tém sido
empregados, tal como observado na Figura 4, na qual pode ser verificado que
os eletroquimicos sao os mais utilizados, seguidos pelos transdutores Opticos,

cujo uso tem crescido bastante atualmente.

Figura 4. Producéo cientifica relacionada aos diferentes transdutores usados
em biossensores de 1980 a 2011, pesquisada na base de dados SciFinder
Scholar®, acessado em 10/06/2011.

O sistema de reconhecimento biologico transforma as informacfes do
dominio bioquimico, gerando sinais quimicos ou fisicos com sensibilidade
definida. O principal propdsito deste sistema € proporcionar ao sensor um
elevado grau de seletividade para uma determinada espécie de interesse
analitico. Os elementos biologicos mais regularmente empregados sdo as
enzimas, que podem ser utilizadas na sua forma purificada, estarem presentes
em microrganismos ou em porcdes de tecido animal ou vegetal. As enzimas
séo catalisadores biolégicos usados em reacdes com um substrato especifico,
porém com maior reversibilidade do complexo enzima-substrato formado. Os
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anticorpos sdo a segunda classe de elementos biolégicos mais utilizados no
desenvolvimento de biossensores. Porém, seu modo de acdo € diferente
daquele encontrado nas enzimas, pois eles se ligam especificamente com o
antigeno correspondente, mas, na maioria das vezes, sem nenhum efeito
catalitico. Devido a alta forca da ligacdo que ocorre entre 0s anticorpos e 0s
antigenos, 0s inmunossensores sado capazes de proporcionar alta sensibilidade
para seus biossensores, mais comumente conhecidos como inmunossensores.
Os acidos nucléicos também sdo utilizados como elementos de
reconhecimento, mas em menor frequéncia, por serem dificeis de isolar. Eles
podem operar seletivamente devido as caracteristicas dos pares de bases
nitrogenadas, sdo conhecidos também como genossensores. E, bem menos
utilizados, existem os chamados receptores, que sdo proteinas que se situam
na membrana plasmatica de bicamadas lipidicas e possuem propriedades
especificas de reconhecimento. As vantagens e desvantagens de cada
elemento de reconhecimento bioldgico estédo descritas na Tabela 1.

Entretanto, apesar da altissima seletividade oferecida pela natureza nos
sistemas biologicos, podem ser apontadas algumas desvantagens a respeito
de sua fragilidade, tanto em relacéo as condicGes de armazenagem em funcéo
do tempo, quanto ao tipo de imobilizacdo na superficie do transdutor, que
associados ao alto custo de obtencdo destes materiais torna estes sistemas
pouco viaveis para aplicacdes em condi¢cdes extremas de pH, temperatura, por
longos periodos de tempo e para fabricacdo em massa, salvo algumas
excecOes como é o caso dos biossensores para glicose.

Desta forma, alguns materiais abiéticos sdo atualmente empregados e
classificados como elementos de reconhecimento de “biossensores”, pois
possuem a capacidade de mimetizar os sistemas biolégicos [44]. Dentre estes
materiais de origem biomimética podem-se destacar os catalisadores
biomiméticos, polimeros molecularmente impressos e aptameros, 0s quais tém
permitido obter sensores biomiméticos mais robustos para aplicacdes
realmente praticas em meio adversos as condi¢cdes de funcionamento dos

sistemas bioldgicos.

Tabela 1. Caracteristicas relevantes dos materiais utilizados como elemento de

reconhecimento na construcao de biossensores [43].
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Elemento de
Vantagens Desvantagens

Reconhecimento

- formam complexos
L. L. - podem perder a atividade por
estaveis com a espécie
Enzimas de interesse

- sdo bastante seletivas

imobilizacao

sao estaveis por periodo

- relativamente curto de tempo
- possuem resposta rapida

as medidas devem ser feitas

e a catalise pode ser

. . em solucdes com pH limitado
facilmente monitorada

nao possuem efeito catalitico

e seu monitoramento é

Anticorpos (Ab) indireto

- sdo altamente seletivos

o immunocomplexo Ag-Ab
- s8o bastante sensiveis formado é irreversivel na

- a ligagdo com o antigeno | majoria das vezes

(Ag) é muito estavel

Nem sempre existe o0 Ab ou

Ag necessério e tem que ser
produzido e purificado antes
do desenvolvimento do

sensor

por gerarem baixa resposta,
na maioria das vezes ha
necessidade do uso de
Acidos Nucléicos | - sdo bastante especificos | marcadores

E necessaria a producéo da

porcéo da fita de DNA ou
RNA para imobilizar no

sensor.

- biossensores dificeis de

: o construir

- muito utilizados em

Receptores ) ito elevad
analises especificas - possuem custo muito elevado

- sdo dificeis de isolar

Para permitir o uso continuo dos (bio)sensores, é essencial uma
incorporacao estavel dos elementos de reconhecimento e esta tem sido uma

etapa critica no desenvolvimento destes dispositivos analiticos. Isso porque os
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(bio)componentes, quando imobilizados, precisam reter a maior parte de sua
atividade biologica, para que o biossensor possa apresentar sensibilidade e
seletividade significativas para o composto alvo. Existem varias técnicas para a
imobilizac@o das biomoléculas, porém as mais comuns séo a ligagéo covalente,
a ligacdo covalente cruzada, a oclusdo em gel e a adsorcao fisica (Figura 5).
Todos esses métodos possuem numerosas variantes e se faz necessario
selecionar o método mais apropriado para cada caso em particular,
considerando-se o tipo de aplicacdo que sera realizada e o transdutor utilizado
[43-45].

-® 1®©
le O[E[®

Ligacdo Covalente Oclusio

e- e Adsorcéo

Ligacdo Covalente Cruzada

NN

Figura 5. Esquema dos principais métodos de imobilizacdo do elemento

bioldgico em biossensores.

Na Tabela 2 € mostrado um resumo de todos os tipos de imobilizacdo
mostrados na Figura 5, apresentando-se as vantagens e desvantagens dos

métodos.

Tabela 2. Procedimentos de imobilizacdo de biomoléculas na superficie
de sensores [43-45].

Tipo de
Vantagens Desvantagens

Imobilizacdo
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Adsorcao

simples

realizados em condicdes
brandas

menos destrutiva para o

material biol6gico

ligacdes das
(bio)moléculas sao
dependentes do pH,
solvente e temperatura
alta taxa de lixiviacao

para a solucéo,

comprometendo a

estabilidade do sistema.

. - procedimentos mais
- complexo estavel

. . laboriosos com consumo
biomolécula-substrato

o . de tempo
- lixiviacdo das moléculas

Ligacdo Covalente e
& minimizada - possibilidade de perda
- maior sensibilidade da atividade biolégica do

material

- dificuldade de controle

- procedimento simples d ~

Ligacdo Covalente L € reacao
- forte ligacéo quimica das

- pode ocorrer falta de

Cruzada . .
biomoléculas - .
rigidez da superficie
- o efeito do tamanho dos
- podem ser utilizados .
poros dos materiais pode
Oclusio diversos materiais

comprometer a adsorcao

- preservacao da atividade . .
P ¢ - perda da biomolécula
biolégica o
por lixiviacdo

1.2.1. Mimetizac&o de sistemas biolégicos enzimaticos

As propriedades das enzimas, tanto do ponto de vista da reatividade
guanto dos mecanismos de reacdo, e principalmente em relacdo a atividade
catalitica frente a reacdes de oxidacéo e reducdo tém estimulado o estudo de
substancias redox de origem nao-biolégica capazes de mimetizar a atividade
catalitica dos primeiros [46,47]. Neste sentido, foi introduzida uma inovagao no
campo dos biossensores, pois se vislumbrou a possibilidade das vantagens
gue poderiam advir da utilizacdo de compostos biomiméticos.

Sabe-se que os fatores que aumentam a distancia entre o centro redox

da enzima e o eletrodo diminuem a eficiéncia dos biossensores [48]. Na
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maioria das enzimas, a barreira limitante mais critica em relagdo a distancia
enzima-eletrodo é a densa camada protéica ao redor do sitio ativo da enzima
[18,19]. Entéo, a reducdo ou eliminacdo desta capa protéica responsavel pela
estrutura tridimensional da enzima pode ser realizada por meio da modificacéo
das biomoléculas ou empregando-se complexos metalicos que imitem a
estrutura do centro redox da enzima de interesse. A principio, estes sensores
biomiméticos devem ser tdo ou mais sensiveis e estaveis quanto a versado que
utiliza o componente bioldgico na integra.

Sabe-se que as enzimas sao estruturas complexas existentes em
organismos Vvivos, que possuem grupos cataliticos e muitas vezes requerem de
cofatores especificos ou coenzimas para desempenhar a catalise bioquimica.
Esta catalise enzimatica altamente efetiva, existente na natureza, tem inspirado
muitos pesquisadores como aconteceu com Cram [49], um dos pioneiros a
perceber que as estruturas enzimaticas poderiam ser substituidas por modelos
mais simples. Cram estudou estruturas hospedeiras (host) de criptanos que se
ligavam seletivamente a moléculas hospedes (guest).

Com a finalidade de sintetizar enzimas artificiais muitas configuracdes
tém sido propostas, uma vez que a idealizacdo do uso de modelos enzimaticos
ndo esta diretamente relacionada com a estrutura das enzimas naturais, mas
sim com estruturas capazes de realizar catdlises de espécies importantes.
Tém-se partido desde a modificacdo de coenzimas ou cofatores naturais de
enzimas [50,51], até a sintese de compostos que se apresentam como
modelos enzimaticos [52,53]. As enzimas também podem ser imitadas fazendo
uso de estruturas supramoleculares, que podem executar 0S mMesMOS
processos realizados pelas enzimas, sem seguir estritamente o caminho pelo
gual as enzimas realmente o fazem [54].

O importante papel de ions cobre para sistemas biologicos €
reconhecido ha muito tempo. Cobre é um componente essencial para 0s
organismos Vivos, isto pode ser atestado pelo grande namero de proteinas que
possuem ions cobre em sua estrutura, como por exemplo, as transportadoras
de elétrons (plastocianina, azurina, pseudoazurina), as oxigenases (tirosinase,
dopamina B-hidroxilase, fenilalanina hidroxilase, etc), as oxidases (galactose
oxidase, amina oxidase, ascorbato oxidase, lacase, citocromo-c oxidase), as

redutases (nitrito redutase etc), algumas proteinas que causam
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desproporcionamento (superoxido dismutase) e outras de fungdo ainda
desconhecida como a umecianina e a estelacianina [55]. Na ultima década
esforcos tém sido realizados para entender como funcionam as enzimas
dependentes de cobre que utilizam oxigénio para a funcionalizacdo de
substratos organicos. Baseado nas propriedades espectroscopicas,
principalmente aquelas determinadas através de ressonéancia eletronica
paramagnética, os sitios ativos destas cuproproteinas eram classificadas em
trés grupos, tipo I, Il e lll. Contudo, gracas ao grande numero de informacdes
estruturais recentes a respeito do sitio ativo destas proteinas novas
classificacdes estao surgindo com até sete classes distintas descritas [55].

Com base na ampla informacéo existente na literatura a respeito das
enzimas dependentes de cobre, alguns autores tém desenvolvido sensores
guimicamente modificados, onde toda a estrutura enzimatica pode ser
substituida por um complexo de cobre mais simples [53-56]. No trabalho
desenvolvido por Hasebe et al. [53], foi usado o complexo de poli-histidina
cobre como espécie catalisadora na construcdo de um sensor biomimético com
transducdo amperométrica para ascorbato. Concluiu-se que o catalisador
conseguiu imitar o sitio ativo da referida enzima devido ao perfil de resposta
gue seguiu a cinética de Michaelis — Menten.

Muitos complexos dinucleares de cobre com diferentes tipos de ligantes
tém sido preparados e caracterizados de forma a se entender as relacdes entre
a geometria ao redor dos sitios de ions cobre, o modo de coordenacdo com
ligantes de oxigénio, a reatividade e suas propriedades espectroscépicas
[57,58]. Um trabalho em especial, realizado por Rockcliffe e Martell [57]
descreve a sintese, caracterizacao e utilizacdo de complexos de cobre (1) e (I1)
formados a partir de ligantes macrociclicos analogos ao sitio ativo da enzima
tirosinase. No trabalho citado também foi atestada a atividade mimética destes
compostos em relacéo a oxidacédo de compostos fendlicos.

Em 1972 foi publicado o primeiro artigo de revisdo sobre o que havia
sido descrito na literatura até entdo sobre a quimica biomimética [59]. Neste
artigo foi definida por Ronald Breslow: como o ramo da quimica organica que
tenta imitar reacfes quimicas naturais e processos enzimaticos de forma a
melhorar o desempenho da quimica organica. Esta primeira definicdo € muito

subjetiva e restrita ao desenvolvimento de novas rotas sintéticas inspiradas em
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processos enzimaticos. No entanto, isso néo significava imitar um sistema
enzimatico em especifico, mas ver nas enzimas exemplos de catalisadores
polifuncionais que se ligam aos seus substratos a partir de geometrias bem
definidas.

Existem enzimas que sdo capazes de realizar a reagdo de hidrélise de
seus substratos com rapidez incomparavel, no entanto, este tipo de reagéo é
facil de reproduzir no ambito laboratorial. Muito mais inacessivel é o que a
natureza faz, por exemplo, na transformacdo de acido estearico,
especificadamente, em &acido oléico que consiste em introduzir uma dupla
ligacdo no meio de uma cadeia de carbonos homogénea sem a necessidade
de ativar nenhum dos atomos de carbono da cadeia com grupos funcionais
especificos [59]. Portanto, uma sintese biomimética deveria, a principio, tentar
desenvolver “reagentes rigidos” no sentido da orientacdo dos reagentes e do
substrato em uma geometria bem definida, com ataque em local especifico
formando um complexo reagente-substrato [60]. Como exemplo pode-se citar a
funcionalizacéo seletiva de esterdis por meio da técnica biomimética [59-61]. O
objetivo dos autores era incluir uma dupla ligacdo no composto coleste-3a-ol
entre os carbonos 14 e 15. Partindo do principio que seria necessario utilizar
um reagente rigido, selecionaram acidos benzofendicos de cadeias carbdnicas
de diferentes tamanhos dado que estes compostos séo foto-excitaveis (ao seu
estado tripleto), desta forma, capazes de atacar grupos metilénicos. Ao atacar
um hidrogénio em particular do colesterol, o atomo de oxigénio do estado
tripleto da benzofenona fica unido ao substrato na forma de um di-radical. Esta
espécie intermediaria pode entrar em colapso e formar uma nova ligacdo C-C,
ou realizar a transferéncia de hidreto para formar uma nova dupla ligacdo no
substrato e um grupo carbonilico reduzido na benzofenona. Depois de uma
etapa de hidrolise, o acido benzofendico é recuperado. Foi verificado que
utilizando o acido benzofenoacético ocorreu um ataque seletivo ao carbono 14,
produzindo o coleste-14-enol com 55 % de rendimento.

Depois deste primeiro passo, o desenvolvimento da quimica biomimética
continuou ligado a quimica organica, mas voltado a utilizacdo de cicloamiloses,
ou como sdo mais conhecidas, as ciclodextrinas. O conceito de quimica
biomimética foi redefinido por Kurganov e Topchieva [62] e ficou mais

abrangente: “ciéncia que utiliza os principios da organizacdo bioquimica para
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construir sistemas artificiais que apresentem propriedades préprias de sistemas
guimicos naturais”. Observa-se uma enzima verificar-se-a que a forca que a
une a um determinado substrato €, entre outras, devido ao efeito hidrofobico.
As ciclodextrinas apresentam a propriedade interessante de que elas séao
sollveis em agua, mas possuem uma cavidade que é hidrofdbica, tal qual as
enzimas [60,63]. Em particular, as ciclohexamiloses se ligam muito bem com
derivados benzénicos, enquanto que as cicloheptamiloses apresentam
cavidades maiores que ddo mais flexibilidade a formag¢do do complexo
reagente/substrato e a diferentes constantes de ligacdo. Neste sentido a idéia
de biomimetizacéo esté ligada a idéia de reacdes direcionadas. Em complexos
formados entre ciclodextrinas e anéis aromaticos, como por exemplo, 0 anisol,
a posicao orto seria protegida enquanto que a para seria acessivel. Neste caso
seria possivel alcancar uma substituicdo seletiva aromatica [60].

Ja a primeira enzima artificial foi descrita em 1970, formada a partir de
um dimero de ciclodextrina [64] e apresentavam somente seletividade
geométrica entre compostos angulares e lineares, respectivamente. Anos mais
tarde, um dimero de ciclodextrina foi ligado através de uma ponte de enxofre,
este composto apresentou seletividade de ligagdo para moléculas de
colesterol. Posteriormente, ao se formar dimeros de ciclodextrinas usando
2,2'dipiridil como ligante [65], foi possivel incorporar um metal entre as
unidades de ciclodextrinas. Ao se complexar Cu?*, verificou-se que a hidrélise
de um éster realizada pelo composto € cerca de 200.000 vezes mais rapida
gue hidrolise em meio aquoso. Quando o ligante empregado foi piridina 2-
carboxaldeido [65,66], a catalise foi da ordem de 1.700.000 vezes mais rapida
gue em meio aquoso.

Enzimas séo catalisadores eficientes. Nao é incomum para uma enzima
0 aumento da velocidade de uma determinada reacdo por um fator de 10
bilhdes de vezes [67]. Uma vez que as moléculas podem constituir fortes e
seletivos sitios de ligacdo para algum substrato, podem ser modificadas com o
intuito de construir catalisadores que imitem enzimas, bem como servir de
modelo para compreender e explicar mecanismos cataliticos e composi¢cao
estrutural de moléculas biolégicas complexas. O mecanismo de acdo da
enzima urease, por exemplo, foi proposto com base em estudos realizados

com complexos mononucleares de niquel [68].
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Desta forma, a quimica biomimética abre a possibilidade de usar
estruturas quimicas complexas ou simples que possam de fato realizar catalise
de substratos enziméticos tao eficientemente como as enzimas, e a0 mesmo
tempo de forma mais duradoura, principalmente em se tratando de sua
aplicacdo na construcéo de sensores biomiméticos. Adicionalmente, outro fator
atraente para o uso de catalisadores biomiméticos na constru¢do de sensores
amperométricos, € a possibilidade de uso de compostos quimicos com
estrutura analoga ao sitio ativo descoberto de enzimas, pois nesses casos a
transferéncia eletrbnica se tornara mais eficiente, fornecendo sensores com

alta sensibilidade.

1.2.2. Constante de Michaelis-Menten

Em 1913, uma teoria geral de acdo enzimatica e cinética foi
desenvolvida por L. Michaelis e M. L. Menten apud referéncia 70. Essa teoria é
fundamental para andlise quantitativa da cinética enzimatica/biomimética e da
inibicdo, e € melhor desenvolvida para reacdes nas quais existam apenas um

substrato. Propde-se que a reacao global seja:

k1 k2
ES—P+E (2)

E+S

k-1

Onde E, S, ES e P simbolizam enzima, substrato, complexo enzimatico e
produtos, respectivamente. De acordo com este modelo, quando a
concentracdo do substrato é suficientemente alta para converter a enzima para
a forma ES, a segunda etapa da reacdo passa a ser a determinante da
velocidade da reacgéo, que se torna insensivel ao aumento da concentracao do
substrato [69] A expressdo geral para velocidade desta reacdo é entéo

representada por:

dIP1
v = —=k_[ES]
dt : (eq. 1)
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A velocidade global da producéo de [ES] é:

A E)ls]- ka[ES) - KBS

(eq. 2)

A [ES] permanece praticamente constante até que o substrato se
esgote. Entdo, a sintese de ES deve ser igual a velocidade de consumo ao

longo da equacéo, ou seja, esta no estado estacionario.

d[ES] _

— =0
(eq. 3)

A quantidade de [ES] e [E] ndo sdo medidas diretamente, mas a
concentracdo de enzima total, [E];, € geralmente determinada. Entdo, na

expressao da cinética global tem-se:
[E], = [E]+ [ES] a4

Combinando-se as expressodes (2), (3) e (4), tem-se:

k. (- [ES)IS]= o(k]-+ k2)[ES]

(eq. 5)

Rearranjando tem-se:

[ES] (k- + kz+ K, [S]) = k’-[E]fj 5] (eq. 6)

Dividindo-se os dois termos por k; e isolando [ES]:

- )

(eq. 7)

onde, K., € conhecido como constante de Michaelis definida como:
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"k, (eq. 8)

A velocidade inicial pode ser expressa experimentalmente medindo-se

as quantidades de [E]; e [S]:

_laPy - k. [E].[S]
T d[t]‘t - [ES] HM+ [5] (eq.9)

A medida da eficiéncia catalitica da enzima através da determinacao da
taxa maxima em que ela converte o substrato em produto, é expresso como
Vmax, OU Mais precisamente, como namero de “turnover” (converséo), o nimero
de mols do substrato convertidos em por minuto (min) por miligrama (mg) de
enzima, quando a enzima encontra-se saturada com o substrato, ou seja,

guando esta toda na forma de ES [69,70]

= k. [E]t (eq. 10)
Combinando-se as equacoes (9) e (10) tem-se:
o= VmarlS]
Ky + 9] (eq. 11)

Esta expressao é chamada de Equacao de Michaelis-Menten.

A constante de Michaelis, Ky, € a concentracdo de substrato no qual a
velocidade da reacao € a metade da velocidade maxima, ou seja, € a constante
de dissociacéo [69]. O Ky da reacédo de um substrato tem a dimensao mols por
litro, e € independente da concentracdo enzimatica. O Ky ndo é um valor fixo,
pois varia com a estrutura do substrato, com o pH e com a temperatura. Para

enzimas que apresentam mais de um substrato, cada uma possui um Ky
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caracteristico. Assim, o substrato com mais baixo valor de Ky, significa que a
enzima tem maior afinidade por ele [69,70].

A relacdo de Michaelis-Menten pode ser transformada algebricamente
em outras formas que sdo mais Uteis na obtencdo de gréficos dos dados
experimentais. Uma delas é obtida simplesmente substituindo os valores

inversos de ambos os lados da equacao de Michaelis-Menten:

1 HMI ['Sl
= L1 eq.12
Vg L’mﬂ[-sl (ea-12)

Rearranjando e reduzindo, tem-se:

1 Ky 1 1

= — +—
Yo Vinax[S] Vinax (eq. 13)

gue é chamada de Equacédo de Lineweaver-Burk. Quando plotado um gréfico
de 1/vp contra 1/[S], obtém-se uma linha reta que possui inclinacdo Ku/Vmax; @
interceptacao no eixo das ordenadas € 1/Vnax € no eixo das abcissas € -1/Ky
[69,70].
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Gréfico 1: Grafico de Lineweaver-Burk (duplo-reciproco).

No caso de sensores que usam enzimas Ou compostos que as
mimetizem, este perfil hiperbdlico de resposta também é esperado, e desde
gue as constantes de Michaelis-Menten séo calculadas com estes compostos
em solucdo, quando imobilizados a constante obtida nos biossensores
correspondera a uma constante aparente de Michaelis-Menten ( K ), que
descreve a atividade e afinidade do componente biolégico/biomimético apos

imobilizacao.
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2. Objetivo

Este projeto de mestrado visa a construgdo e aplicagdo de sensores
amperométricos a base de catalisador biomimético da enzima Tirosinase,
visando investigar a acdo mimética do complexo [Cu(dipy)s]Cl,, cloreto de
tris(bipiridina) cobre (ll) para determinagdo de Hidroquinona em amostras de
interesse farmacéutico em batelada utilizando-se eletrodo do tipo impresso
(SPE).
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3. Parte experimental

3.1. Reagentes

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico. As solucdes
de complexo de cobre, tampao Pipes, tampao fosfato, Hidroquinona e peréxido
de hidrogénio foram preparadas usando agua deionizada (sistema Millipore
Milli-Q) e o pH da solugdo tampéao foi determinado usando eletrodo de pH
conectado a pH-metro da marca Thermo Scientific®, modelo Orion Star 3.

Hidroquinona foi adquirida pela J.T. Baker, Sdo Paulo, Brasil. Perdxido
de Hidrogénio foi fornecido pela Synth®, Sdo Paulo, Brasil. Os Tampdes foram
preparados a partir de reagente Pipes (sal sodico) e fosfato de potassio
dibasico fornecidos pela Sigma® e Synth®, respectivamente. O complexo
cloreto de tris-2,2’-bipiridil cobre 11 foi preparado a partir da reacdo entre cloreto
de cobre e 2,2'-bipiridina fornecidos pela Sigma-Aldrich®.

Nas solucdes padrdo de HQ, solucdes na concentracdo de 1,00 x 107
mol L™ foram utilizadas. Para tal, pesou-se uma massa de 0,0110 g HQ e
dissolvidas em 10,0 mL de a4gua deionizada, tomando-se o cuidado de vedar o
baldo e o frasco onde a solucdo fica mantida durante a analise com papel
aluminio, evitando a oxidacédo da HQ. A massa de HQ foi calculada de acordo

com a relacéo:
Myg = C(mol L) x V(L) x MM (mol L*)
levando-se em considerac&o que a massa molas da HQ é de 110,11 g mol™.
As amostras contendo Hidroquinona foram adquiridas em farmacia,
sendo uma das amostras o creme clareador Clariderm®, da industria Stiefel® e

amostra magistral, ambas contendo 2% de hidroquinona (m/m) por cada 50 g

de creme.
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3.2. Preparacdo do complexo cloreto de tris-2,2’-bipiridil
cobre(ll)

O complexo [Cu(Dipy)s3]Cl,.6H,0, foi preparado seguindo o procedimento
descrito por Meyer [31]. Para isto; 25,0 mL de uma solucdo aquosa 0,04 mol L™
de CuCl,.2H20 (1 mmol) foram misturados com 25,0 mL de uma solugéo
etandlica 0,12 mol L™ de 2,2'-dipiridina (3 mmol), formando uma solug&o de cor
azul. A solucao foi evaporada sob vacuo, até reduzir o volume para 20 mL, e
mantida a 4 °C, durante 30 dias aproximadamente para completa secagem e
de forma gradual. Apds este periodo, um sélido em forma de escamas de cor
azul turquesa correspondente ao complexo [Cu(Dipy)s]Cl,.6H,O (Dipy 1:3) foi
obtido. Para efeitos de caracterizacdo do complexo foi empregada a técnica de

Analise Elementar, a fim de verificar os teores de Cu, C, N e H.

3.3. Construcao dos sensores

O uso de Nafion® foi atribuido por ser largamente utilizado na
modificacdo de superficies de eletrodos com filmes poliméricos fornecendo um
método simples, reprodutivel e conveniente para fixar centro redox ativos com
carga oposta na superficie dos eletrodos. Assim, o Nafion® (negativamente
carregado) foi usado para imobilizar a espécie redox ativa (complexo de Cu?")
sobre a superficie dos eletrodos.

Para a preparacdo das membranas sensoras, a solucdo do complexo
em dimetilformamida (DMF) foi misturada com a solucéo alcodlica a 5% (v/v)
de Nafion:, e colocada na superficie de eletrodos de carbono vitreo ou do
eletrodo impresso de grafite, deixando secar a temperatura ambiente para
permitir a formacdo da membrana na superficie de ambos os eletrodos,
conforme ilustrado na Figura 6.

Para as medidas eletroquimicas usando os sensores a base de carbono
vitreo modificado com a membrana de Nafion®, foi usado eletrodo de referéncia
de Ag/AgCI,KClss: € como eletrodo auxiliar uma espiral de platina. A area dos
eletrodos de carbono vitreo e de trabalho (grafite) no SPE foi de 0,126 cm?. O
sistema de eletrodos impressos (FS-1, Florence sensors®) utilizado neste

trabalho é dotado de eletrodo de referéncia de Ag, eletrodo auxiliar e eletrodo
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de trabalho de grafite. A Figura 7 mostra os eletrodos utilizados e a respectiva

montagem da cela unitaria.

a) 100 pL de solucéo
= Oﬁ =
— —
S e e
1 2 3
b)

i m 11

= =>

10 uL solugio

(@) () : (0)

Figura 6. a) Esquema de formacdo da membrana de Nafion® modificada com o
complexo cloreto de tris-2,2’-bipiridil cobre 1l sobre eletrodo de carbono vitreo.
Etapa 1: eletrodo limpo; etapa 2: aplicacdo de 100 pL de solucdo de Nafion® +
complexo de cobre; etapa 3: apds 24 horas de secagem em temperatura
ambiente; b) Esquema de formacdo da membrana de Nafion® modificada com o
complexo cloreto de tris-2,2’-bipiridil cobre Il sobre eletrodo impresso de
carbono grafite (SPE). Etapa 1: eletrodo limpo; etapa 2: aplicacdo de 10 pL de
solucdo de Nafion® + complexo de cobre; etapa 3: ap6s 24 horas de secagem

em temperatura ambiente.
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b)

Eletrodo de Trabalho
Cc Tipo SPE

Eletrodo de Referéncia ~ ’
Ag/ AgCl Contra eletrodo

E — Fio de Platina (Pt)

Figura 7. a) Eletrodo de carbono vitreo, sendo que o eletrodo de trabalho
possui 4 mm de diametro; b) Eletrodo micro-impresso de grafite com area de 4
mm de diametro no eletrodo de trabalho. Ambos sem modificacdo; c)

montagem da cela eletroquimica de trés eletrodos.

3.4. Medidas eletroquimicas

As medidas voltamétricas e amperométricas foram realizadas em
potenciostato da marca PalmSense®, da Palm Instruments BV (Holanda)
utilizando o programa PS Lite versdo 1.7.3 para leitura das voltametrias e o
programa IVIUM Technologies versdo 2.33 para as leituras amperométricas.
Ambos os programas foram desenvolvidos pela Palm Instruments BV. O

31



aparelho Autolab® da Metrohm Instruments também foi utilizado para realizar
as medidas, a fim de se avaliar a resposta do eletrodo frente a equipamentos
de andlise distintos. Os resultados obtidos em ambos foram semelhantes e por
Isso, pode-se concluir que o instrumento utilizado para a medicdo depende
unicamente do tipo de eletrodo utilizado e ndo do aparelho de medicao.

A realizacdo das medidas consistia na adicdo de 5,00 mL de solugéo
tampao (eletrdlito) na cela eletroquimica com capacidade de 10 mL (Figura 7c),
onde foi adicionado volume conhecido de uma solugdo padrao contendo HQ.
Uma barra magnética foi inserida dentro da cela eletroquimica para que fosse
possivel manter agitacdo quando houvesse adicdo de analito para
homogeneizacdo da solucdo e que durante as analises era desativada. Para
gue ocorresse a agitacdo, um agitador magnético, modelo HI 190M da Hanna

Instruments BV, foi colocado sob a cela eletroquimica.

3.5. Preparacao das amostras cosmeéticas contendo HQ

As solucbes de HQ contendo os cosméticos analisados foram
preparadas calculando-se a massa necessaria do creme que contém a massa
adequada para preparar 10,0 mL de uma solucdo de HQ a 1,00 x 102 mol L™.
Para isto, inicialmente, foi calculada a massa de HQ contida nos 50 g de creme
(1 g9), e a seguir calculando-se a massa de creme que continha 0,011 g de HQ.

Assim, uma massa de 0,55 g de creme foi pesada e diluida em agua
destilada. Como a amostra ndo € totalmente solivel em agua, antes das
analises, uma etapa de filtracdo a vacuo em funil de Buchner com papel filtro

comum foi realizada, e a solucéo residual foi utilizada nas analises posteriores.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizagcdo do complexo sintetizado

Para efeitos de caracterizagdo do complexo foi empregada a técnica de
Andlise Elementar, a fim de verificar os teores de Cu, C, N e H. A amostra de
complexo [Cu(Dipy)s]Cl,.6H,O indicou que o composto foi sintetizado
adequadamente. Os valores obtidos sdo mostrados na Tabela 3 e séo

comparados com o0s correspondentes valores tedricos.

Tabela 3. Valores obtidos por Analise Elementar das quantidades em
percentagem de Cobre, Carbono, Nitrogénio e Hidrogénio para o complexo

Atomo Valor tedrico (%) Valor experimental (%) Erro (%)
C 49,4 54,93 10
H 49 3,91 -25
N 11,5 13,07 12
Cu 8,7 9,1 44

4.2. Influéncia do complexo na modificacdo das superficies

eletrédicas

Inicialmente, estudos voltamétricos com utilizacdo de eletrodo de
carbono vitreo (CV) foram realizados para comprovar a resposta para deteccéo

de hidroquinona (HQ) usando-se voltametria ciclica. Os eletrodos foram
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preparados com filmes de Nafion® dopado com o Dipy 1:3. Anélises com o
eletrodo sem o complexo na membrana de Nafion® foram realizadas também,
para comparar o comportamento do sistema usando o complexo de cobre. As
Figuras 8 e 9 demonstram que quando usado o complexo [Cu(dipy)s]Cl..6H0,
grandes sinais de corrente de reducéo sao visivelmente. Adicionalmente, o
perfil obtido sugere um processo eletrocatalitico, visto o grande aumento de

corrente no sentido da reducéo na Figura 9 ap0s adicdo de HQ.

O .
~ -10 1
* branco
-20 A ——[H,0]1=4,8x10"molL"
——[HQ]=3,4x10"molL"
T 1 T 1 T 1
-0,6 -0,3 0,0 0,3

Potencial vs AglAgCI/V

Figura 8. Voltamograma Ciclico do sensor de CV modificado somente com
Nafion® na presenca de H,O, e HQ. Velocidade de varredura: 20 mV s™ e

eletrolito tamp&o Pipes (pH 7,0) 0,01 mol L™.
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* branco
-20 A ——[H202]=4,8x 10" mol L™
——[HQ]=3,4x10"molL"

I I

-0,6 -0,3 0,0 0,3
Potencial vs AglAgCIl/V

Figura 9. Voltamograma Ciclico do sensor de CV modificado com Nafion®
dopado com o complexo [Cu(dipy)s]Cl..6H,O na presenca de peroxido de
hidrogénio e hidroquinona. Velocidade de varredura: 20 mV s* sendo o

eletrolito utilizado nas medidas Tamp&o Pipes 0,01 mol L™.

Mediante os resultados obtidos, pode-se concluir que o complexo
promove um grande aumento na corrente de reducdo na presenca de HQ, e
desta forma, poderia ser imobilizado na superficie de eletrodos impressos
(SPE), para avaliar seu comportamento.

Assim, inicialmente estudos voltamétricos com o eletrodo de grafite
impresso modificado com Nafion® dopado com o Dipy 1:3 foram realizados.
Andlises com o eletrodo sem o complexo na membrana de Nafion® foram
realizadas também, para comparar o comportamento do sensor. As Figuras 10

e 11 mostram, que quando usado o complexo [Cu(dipy)s]Cl,.6H,O, novamente

35



grandes sinais de corrente de reducao sao visivelmente obtidas. Mostrando a
importancia da presenca deste composto na catdlise da hidroquinona (HQ),
independente do tipo do eletrodo usado como base (CV na Figura 9 e grafite na
Figura 11). A Figura 11 mostra também que a resposta do sensor para HQ, é
visivelmente catalitica, tal como esperado, uma vez que jA é conhecida a

mimetizacdo da enzima tirosinase por este complexo cuprico [11].

4 -
0 -
<
=.
~ -4 _
-8
Tampé&o Pipes 0,1 mol L™ (pH 7,0)
——[H,0,]=2,4x 10" mol L*
—— [HQ] =1,3x10° mol L™
-12

-0.5 -0.3 0.0 0.3
Potencial vs Ag|AgCl/V

Figura 10. Voltamograma Ciclico do sensor impresso modificado somente com
Nafion® na presenca de peréxido de hidrogénio e hidroguinona. Velocidade de

varredura: 20 mV s™.
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Figura 11. Voltamograma Ciclico do sensor impresso modificado com Nafion®
dopado com o complexo [Cu(dipy)s]Cl..6H,O na presenca de peroxido de

hidrogénio e hidroquinona. Velocidade de varredura: 20 mV s™.

A eficacia do uso do complexo de cobre nos sensores foi também
avaliada pela técnica amperométrica, conforme ilustrado na Figura 12, na qual
€ mostrada a resposta do eletrodo impresso modificado somente com
membrana de Nafion® e a resposta do sensor & base de membrana de Nafion®

dopada com Dipy 1:3.
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Figura 12. Estudo comparativo da dependéncia do uso do complexo na
construcdo do sensor micro-impresso, através da amperometria. a) Eletrodo
micro-impresso modificado somente com Nafion®. b) Sensor & base de Nafion®
e complexo [Cu(dipy)s]Cl,.6H,0. Medidas realizadas em tampao Pipes 0,01
mol L™ contendo 60 umol L™ de H,0, e sucessivas adicdes de hidroquinona,

aplicando potencial de -100 mV.

Pelos resultados obtidos, pode-se notar que a presenca do complexo
Dipy 1:3 (curva b da Figura 12) gera correntes significativas em comparacao
com a auséncia do complexo (curva a). Assim sendo, foi adotado o uso do
complexo de cobre na constru¢cdo do sensor biomimético usando o eletrodo

impresso.
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4.2.1. Estudos eletroquimicos realizados com o0 sensor

impresso: dependéncia do peroxido de hidrogénio (H20,)

Em seguida, para mostrar a influéncia do H,O, na resposta do
sensor foram realizados estudos comparativos na presenca e na auséncia
deste reagente. A Figura 13 mostra a necessidade da adicdo de H,O, na
solucdo de medida para a obtencdo de sinal. Pode se observar que, na
presenca da mesma quantidade de hidroquinona, quando as medidas foram
realizadas na presenca de perodxido correntes de reducdo proporcionais a
concentracdo de HQ foram geradas (curva a da Figura 13). Ja sem adicdo de
peréxido (curva b inserida), sinais insignificantes e com ruido, foram obtidas.

A necessidade da adicdo de peréxido para poder gerar a corrente de
reducdo na presenca do analito pode ser explicada devido a necessidade de
formacdo do intermediario hidroperoxido de cobre (Cu"-O-O-H), para poder
realizar a oxidacéo da hidroquinona e subsequente re-reducéo da quinona para
obter as correntes de reducdo proporcionais a [HQ} na cela de medida,
segundo relatado na literatura [7,12,19].

Desta forma, em todos o0s experimentos subsequentes, antes das
adicoes de HQ, sempre foi adicionado peréxido de hidrogénio na cela de

medida.
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Figura 13. Influéncia do uso de peroxido de hidrogénio nas medidas
eletroquimicas a) adicéo inicial de 60 umol L™ de H,0, e sucessivas adi¢des de
39,5 umol L™ de hidroquinona; b) somente adicdes de 39,5 pmol L™* de HQ.
Medidas realizadas em solugéo tampéo Pipes 0,01 mol L™ (pH 7,0) e aplicando
potencial de -300 mV no SPE.

4.3. Otimizacao da resposta do sensor impresso modificado

com complexo de cobre Dipy 1:3

No estudo de otimizacdo do sensor para hidroquinona foi empregada a
técnica eletroanalitica de amperometria. Nestes estudos, almejou-se escolher
0S parametros que permitissem obter maior sensibilidade, estabilidade e
seletividade das medidas. Para isto, parametros como natureza, pH e

concentracdo do tampao e potencial aplicado, foram otimizados.
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Referente ao tampéao, os resultados mostraram que em tamp&o Pipes na
concentracdo de 0,01 mol L™ foram obtidos maiores sensibilidades quando
comparados com os tampdes TRIS e fosfato (Tabela 4), e por isto este tampéo

foi usado em todos os experimentos adicionais.

Tabela 4. Dados avaliados na escolha dos parametros para realizacéo
das medidas eletroquimicas. Medidas realizadas em solu¢cdes tampéo
0,01 mol L* de diversos pH, contendo 60 pmol L* de H,O, e aplicando
potencial -300 mV nos SPE.

Tampé&o pH Sensibilidade (UA L mol ™)
Fosfato 5,00 96,16
Fosfato 5,50 96,93
Fosfato 6,00 94,35
Fosfato 6,50 96,20
Fosfato 7,00 95,50

Tris 7,00 89,74
Tris 8,00 90,21
Tris 8,50 89,11
Tris 9,00 91,20
Pipes 7,00 856

A Figura 14 mostra o perfil de resposta do sensor SPE em funcao do pH
do tampéo Pipes. Pode-se observar que em pH 6,5 sdo obtidas as melhores

respostas, e este pH foi adotado para o uso deste sensor.
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Figura 15. Cronoamperograma do sensor impresso modificado com Nafion®
dopado com complexo [Cu(dipy)s]Cl,.6H,0. Medidas realizadas nas condi¢cdes
otimizadas.

Na Figura 16, € mostrada a correspondente curva analitica para a Figura

15. A equacado que ajustou os dados dessa reta € mostrada na Equacéo 1, e

mostra uma faixa de resposta entre 8,0 x 10° e 7,0 x 10* mol L™.

Ai/ gA = 0101(+0,009) +856,4(+21,2)[HQ]/molL™  (eq.14)

ajustada com um coeficiente de correlacédo linear de 0,994.
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Figura 16. Curva analitica obtida através do amperograma do sensor impresso

modificado com complexo [Cu(dipy)s]Cl,.6H,O da Figura 15.

Entretanto, apesar de ter conseguido otimizar a resposta do sensor SPE,
parametros como reprodutibilidade entre sensores ndo foram possiveis de
serem avaliados, pois, ap0s a obtencdo destes resultados, problemas na
repetibilidade do eletrodo impresso comecaram a surgir, impossibilitando a
obtencdo de resultados confiaveis e sequenciais. O problema foi atribuido a
visivel oxidacdo do eletrodo de referéncia do SPE com o passar do tempo.
Adotando-se como solucdo o uso de eletrodo de referéncia externo de

Ag|AgCI,KClss: obtendo-se os resultados mostrado a seguir.

4.4.1. Uso do eletrodo impresso (SPE) acoplado a eletrodos de

referéncia e contra-eletrodo externos

Visando minimizar o ruido e a pouca reprodutibilidade entre sensores,

decorrente da “perda” na estabilidade do conjunto SPE comercialmente
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disponivel, este foi desmembrado, conforme ilustrado na Figura 17a. Apos ter o

eletrodo de trabalho separado do eletrodo de referéncia e contra-eletrodo com

o auxilio de uma tesoura, este foi acoplado a eletrodo referéncia Ag|AgCI,KClsz

(Analion®) e contra eletrodo de espiral de platina (Figura 17b).

T [}

|

(@) i/ﬁ

b) Eletrodo de Trabalho
Tipo SPE

Eletrodo de Referéncia A
Contra eletrodo

Ag / AgCl . :
\ Fio de Platina (Pt)

Figura 17. a) Retirada do eletrodo de trabalho de grafite do eletrodo impresso,

com auxilio de uma tesoura. T: Eletrodo de trabalho de grafite. b) cela

eletroquimica acoplada com eletrodos de trabalho impresso; referéncia

Ag/AgCl e contra eletrodo de platina.
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Assim sendo, voltametrias foram realizadas em tampao Pipes pH = 6,50,
segundo os parametros de otimizagdo relatados anteriormente, para avaliar o
perfil de resposta do sensor acoplado aos eletrodos externos. O potencial
estudado foi entre -0,5 V e 0,8 V e velocidade de varredura 20 mV s™. O perfil
obtido foi satisfatério, andlogo ao perfil obtido com o sistema de eletrodos
impressos SPE anteriormente descritos. O resultado obtido esta ilustrado na

Figura 18.

10
N ___—
<
S~
- 104
..... Tampéo Pipes (pH 6,5)
20 —— [H,0,]=9,1x10" mol L
——[HQ] = 8,3x10 " mol L™
_0;8 '0;4 OIO 0'4 0'8

Potencial vs AglAgCIl/V

Figura 18. Voltamograma ciclico usando eletrodo de trabalho micro-impresso
de grafite acoplado a eletrodo referéncia externo de AgIAgCI,KClsy: € contra
eletrodo de Pt.

Em sequéncia, medidas de corrente em funcdo do tempo foram
realizadas em tamp&o Pipes 0,01 mol L™ (pH 6,5) com a primeira adicdo de 60
pumol L™ de H,O, e de sucessivas adicdes de 60 umol L™ HQ, em potencial

aplicado de -300 mV. O resultado obtido encontra-se na Figura 19.
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Figura 19. Amperograma do sensor impresso isolado do SPE e acoplado a

eletrodo de referéncia externo.

O perfil de resposta mostra o ganho obtido na corrente de reducédo e
desta forma na sensibilidade, ao separar o eletrodo de trabalho do SPE e usar
um eletrodo de referencia comercial.

A curva analitica para a Figura 19 é mostrada na Figura 20. A equacéao
matematica mostrada em eq. 15 mostrou-se linear na faixa entre 6,0 x 10”

mol L e 5,6 x 10“ mol L.

A/ 1A = 0,084(+0,026) +5594(+73)[HQ]/ molL™*  (eg. 15)
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Figura 20. Curva analitica obtida através do amperograma do sensor impresso
de trabalho isolado do conjunto de SPEs, e modificado com complexo

4.4.1.1. Parametros analiticos do sensor-SPE acoplado a

eletrodo de referéncia externo

Os célculos de repetibilidade das medidas por amperometria atraves
do eletrodo impresso de grafite modificado com Nafion®/Dipy 1:3, foi realizado
obtendo-se resultados em triplicata, de modo a obterem-se curvas distintas e
trés valores de sensibilidade correspondentes a cada uma delas. A
repetibilidade do eletrodo mediante esses resultados da sensibilidade foram
avaliados através do calculo do Desvio Padrédo Relativo (RSD), cujo valor foi de

3,0%, indicando que o eletrodo se aplica para uso por mais de uma vez.
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Para calculo da reprodutibilidade na construcdo dos sensores, foram
avaliados trés sensores construidos em diferentes dias e calculado o valor de
RSD para as curvas analiticas obtidas, sendo de 2,3%. Este valor indica que os
sensores impressos usados neste trabalho sdo altamente reprodutiveis,
garantindo seu uso em sistemas descartaveis sem comprometimento da
qualidade dos resultados obtidos. Cabe ressaltar que estes resultados foram
obtidos somente apos ter isolado o eletrodo de grafite dos outros componentes
do sistema de SPE.

Os limites de deteccédo e quantificacdo foram calculados de acordo com
as normas previstas pela ANVISA [71] onde se tem que o limite de deteccéo

(LD) é dado pela equacéao 3:

3Xo
a eq. 16
C (q )

LD =

Onde; IC é a inclinacdo da curva de calibragdo, e o, corresponde ao
desvio padrdo da média do coeficiente linear calculado para varias curvas
analiticas. Assim, obteve-se o valor para o Limite de Deteccdo de 5,4 x 10°
mol L™.

O limite de quantificacdo (LQ) foi calculado baseado também nas
normas da ANVISA e consiste em 3,3 x LD. Portanto, calculou-se um valor de
1,8 x 10 mol L™ para este parametro.

Assim, iniciaram-se estudos para avaliar o tempo de vida do eletrodo.
Para isto, a resposta do sensor foi monitorada por alguns dias, e o grafico da
Figura 21, mostra o perfil de resposta do tempo de vida do sensor impresso
modificado com Nafion®/Dipy.

Cabe ressaltar que no primeiro dia 0 sensor apresentou uma boa
repetibilidade e estabilidade entre as medidas. Entre o 3° e 5° dia o valor da
sensibilidade se manteve praticamente constante e correspondente a um valor
de 50% do valor inicial. Ja para o 7° dia a resposta do sensor € apenas 25% do
valor inicial. A pesar destes resultados, como o sensor apresenta-se bastante
reprodutivel na preparacdo, a aplicacdo do mesmo, sera preferencialmente

para uso descartavel.
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Figura 21. Perfil da variacao da resposta do sensor impresso de grafite a base
de membrana de Nafion® dopada com Dipy 1:3 acoplado a eletrodos de
referéncia e contra-eletrodo externos, em um periodo de sete dias de uso

consecutivos.

4.5. Caracterizacdo do perfil biomimético do sensor impresso
a base de Nafion® dopado com Dipy 1:3: Estudos de

biomimeticidade

45.1. Calculo da constante aparente de Michaelis-Menten

(K2

Partindo da premissa que, se 0 mecanismo de reacdo do complexo de
cobre é analogo ao da enzima tirosinase, ao se tracar uma curva segundo os

conceitos propostos por Michaelis-Menten um perfil caracteristico de resposta
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enzimatico sera observado. Para obter tais dados, o perfil hiperbdlico da
resposta do sensor para HQ, foi investigado plotando sinais de corrente até a
regido da saturagcdo do sensor (Figura 22), e a seguir construindo o gréfico

correspondente mostrado na Figura 23.

-0,18
- [HQ] = 80 umol L™
-0,20
0,22
-
-
-0,24
320 400 480
Tempo /s

Figura 22. Perfil amperométrico completo (até saturacéo). Potencial aplicado
de -300 mV e adic&o inicial de 60 pmo L™ de H,O, 0,01 mol L™ e sucessivas
adicdes de 80 umol L™ de HQ.

Como pode ser observado o perfil da resposta do sensor se encaixa
perfeitamente em um perfil hiperbdlico, tal como esperado e analogamente ao
gue ocorre em sistemas enzimaticos convencionais e em outros sistemas

biomiméticos também.
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Figura 23. Grafico da curva de Michaelis-Menten obtido a partir da

cronoamperometria da Figura 22.

A partir da Figura 23, pode ser plotado o grafico do duplo reciproco
(Figura 24) para linearizar a hipérbole e desta forma calcular o valor da K" e
desta forma ter uma ideia da afinidade do complexo de cobre Dipy 1:3 pela HQ.

A equacado da reta que foi ajustada com os dados mostrados na
Figura 24, pode ser expressa em termos da K", e da corrente maxima de

reducao (imax), que € proporcional a velocidade maxima da reacédo, tal como

mostrado a seguir na equacao 17.

11  K¥» 1
—= +
Al Ai. Al [HO]

max

(eq.17)
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Figura 24. Gréfico do duplo reciproco, que permitiu calcular o valor da

constante aparente de Michaelis-Menten, do sensor para hidroquinona.

Os dados plotados na Figura 24 foram ajustados a reta da equacéo 18,
com um coeficiente de correlacdo linear de 0,991. Obtendo-se um valor para a

K de 56 x 10° mol L. Indicando uma alta afinidade do complexo pela

HQ.

L 1 4x02(#51X10°) + 7.9X107 (+41x10°) ——  (eq.18)
Ai [HQ]

45.2. Seletividade do sensor

A seletividade do sensor impresso de grafite modificado com Dipy 1:3 foi
estudado. O analito alvo € a hidroquinona, composto pertencente a classe dos

fendis; assim sendo, compostos com estrutura analoga foram avaliados para
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realizacdo do teste de seletividade do sensor. Solugbes estoque de
concentracdo 0,01 mol L™ foram preparadas a partir dos seguintes compostos:
catecol, resorcinol, p-aminofenol, 3,5-diclorofenol e paracetamol. As férmulas

estruturais destes compostos estédo representadas na Figura 25.

(@) OH (b) OH (c) OH (d) OH e) 9H
OH i:
NH, HN\”/CH3

@)

Figura 25. Formulas estruturais dos compostos a) catecol; b) resorcinol; c) p-

aminofenol; d) paracetamol; e) 3,5-diclorofenol.

Amperometrias em meio de tamp&o Pipes 0,01 mol L™ (pH 7,0) foram
realizadas adicionando-se 60 umol L™ de H,0, e sucessivas adi¢ées de 30 pL
da solucdo estoque de cada um dos compostos em estudo em 5,0 mL de
eletrdlito (Pipes).

Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 5, e mostram que o
sensor impresso de grafite € sensivel a HQ e a p-aminofenol, provavelmente
pela presenca de dois grupos ricos em elétrons presentes em sua molécula.
Contudo, observando a diferenca de sensibilidade para HQ e p-aminofenol

(Figura 26), este composto ndo apresentara interferéncia na quantificacdo da

HQ.
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Tabela 5. Compostos fendlicos utilizados nos testes de seletividade em

meio de tamp&o Pipes 0,01 mol L™*(pH 7,0) aplicando potencial de -300 mV.

Analito Sinal Analitico
Catecol Nao
Resorcinol Nao
p-aminofenol Sim
3,5-diclorofenol Nao
Paracetamol Nao
0_
a
~ -2 _
= | H0, b
-0,08- ‘*p-AMF
<
-4 _0'1250 400 450 500 550
tempo /s
375 450 525 600
Tempo /s

Figura 26. Perfil da seletividade do sensor: a) resposta para HQ e b) resposta
para p-aminofenol (p-AMF). Na figura inserida mostra-se amplificada a resposta
para p-AMF. Medidas realizadas em potencial de -300 mV em solucdo tampéao
pipes contendo 60 pmol L™ de H,O, e sucessivas adi¢cdes de 60 pmol L™ de

analito.
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J& para os outros compostos fendlicos estudados (paracetamol e 3,5,
diclorofenol) e difendlicos em posicbes orto (catecol) e meta (resorcinol) o
sensor ndo apresentou nenhuma resposta, mesmo sendo, estes ultimos,
compostos isoméricos da HQ.

Assim, o sensor aqui mostrado oferece uma alta seletividade para
identificacdo de HQ, mesmo na presenca de outros compostos com estrutura

analoga.

4.5.3. Caracterizacdo do sistema sensor através de estudos

voltamétricos

No intuito de avaliar as caracteristicas deste sistema biomimético como
reversibilidade e outros aspectos mecanisticos. Foi realizado um estudo
voltamétrico em varias velocidades de varredura, partindo-se da velocidade de
2 mV st até 1000 mV s, em uma faixa de potencial de -500 mV a 800 mV. O
resultado é ilustrado na Figura 27.

A partir das voltametrias ciclicas apresentadas na Figura 27 foi possivel
construir o grafico mostrado na Figura 29, de corrente de pico catédico (ipc) VS
v, Para isto, na Figura 28, é mostrada, a maneira de exemplo, o pico de

reduc&o obtido na velocidade de varredura (v) de 2 mV s™.
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Figura 27. Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de
varredura obtidos com o sensor impresso de grafite modificado com o
complexo [Cu(dipy)s]Cl,.6H,O. Medidas realizadas em solu¢cdo tampao Pipes
0,01 mol L™ (pH 7,0) contendo 0,001 mol L™ de hidroquinona. A velocidade de
varredura para o branco, adicdo de H,O, 0,001 mol L™ e primeira adicdo de HQ
0,001 mol L™ foi de 2 mV s™; apés a adicdo de HQ foi aumentada a velocidade

de varredura (v), seguindo a ordem de 5 a 1000 mV s™.
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Figura 28. Voltamogramas ciclicos registrados na velocidade de varredura de 2
mV s*, indicando o pico de reduc&io usado para a construcdo do gréfico da

Figura 29.

A Figura 29 mostra um perfil linear de resposta, tal como esperado,
desde que o perfil voltamétrico do sensor sugere um comportamento catalitico
(Figuras 18 e 28). Sendo conhecido que um sistema catalitico comporta-se
como um sistema eletroquimico controlado por difusdo o qual é perfeitamente
mostrado na Figura 29 [72].

A equacado da reta que ajusta os dados da Figura 29 (R=0,9966) é

dada por:

i, =-11,63(+0,73) +3,43(0,07)0"'* (eq. 19)

58



100

80 A

60
S~
2 40~

20 +

0 T T T T T T T T T

0 5 10 15 20 25
172 A2 -2
IV s

Figura 29. Variagdo da corrente de pico catodica (ipc) VS v*2 no sensor micro-
impresso modificado com o complexo [Cu(dipy)s]Cl..6H,O. Gréafico obtido a

partir do Grafico ilustrado na Figura 27.

Pelos resultados obtidos no perfil hiperbdlico de resposta do sensor, pelo
valor calculado para a constante aparente de Michaelis-Menten, pela
seletividade mostrada pelo sensor, e pelo perfil caracteristico de um sistema
catalitico, pode-se sugerir e/ou comprovar que o complexo Dipy 1:3 mimetiza a
enzima tirosinase, e desta forma o sensor impresso de grafite para deteccdo de

HQ pode ser considerado como sendo um sensor biomimético.
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4.6. Aplicacao do sensor em amostras farmacéuticas

Finalmente, os SPE-modificados foram aplicados na detecgédo de
hidroguinona em amostras cosméticas, no intuito de corroborar a eficacia do
sensor construido. Assim, amostras de cremes contendo HQ em sua
formulacdo foram avaliadas neste trabalho.

A metodologia adotada para a determinacdo de Hidroquinona nas
formulacdes foi a de adicdo de padrao, e a formulacédo escolhida para analisar
o teor de HQ foi o cosmético de aplicacéo tépica em forma de gel-creme com
acao clareadora de manchas da pele.

Uma das amostras foi preparada em farmacia magistral localizada
em Araraquara / SP, e que por solicitacdo dos autores deste trabalho deveria
conter exatamente 2,0% de Hidroquinona (m/m) em cada 50 g de creme. Esta
amostra foi preparada tal como descrito na parte experimental para obter uma
solugdo 1,0 x 102 mol L* de HQ, a qual foi empregada na andlise
amperomeétrica mostrada na Figura 30. Nesta curva a primeira adicéo
corresponde ao perdxido de hidrogénio, a segunda adicdo corresponde a
solucdo cosmética anteriormente preparada em concentracdo na cela de
medida de 3,00 x 10 mol L, e a seguir adicdes sucessivas de solucdo padréo
de hidroquinona.

O perfil de resposta obtido para a curva de adicdo de padrdo é mostrado
na Figura 31. A equacdo da reta ajustada para esta curva analitica, com

coeficiente de relacao linear R = 0,9986, é:

Ai =2,7(x0,3) +92.505(+2470)[HQ] (eq. 20)

padréo

Com base nesta curva foi calculada uma concentracao para a amostra
na cela de medida de 2,92 x 10™ mol L™, muito préximo ao valor esperado. Por
outro, lado observa-se na Figura 30 que o sensor ndo apresentou efeito de
matriz. Este resultado tinha sido previamente observado quando um placebo da
formulacdo cosmeética magistral foi analisado usando o sensor proposto, e

nenhuma resposta foi observada, uma vez que o placebo estava isento de HQ.
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Figura 30. Amperometria obtida para a analise por adicdo de padrdo da
amostra magistral analisada. Na cela de medida [H20;] = [HQ]am = [HQ]p = 3,00

x 10° mol L.
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Figura 31. Curva analitica da adicdo de padrédo para a amostra magistral,

preparada conforme solicitacdo dos autores deste trabalho.
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A outra amostra analisada foi de origem comercial da marca Clariderm®
produzido pela industria farmacéutica Stiefel®, foram realizados os mesmos
procedimentos de pré-tratamento descritos para a amostra magistral. A
amostra de Clariderm® indica como valor rotulado também 2% de hidroquinona
(m/m) para cada 50 g de creme.

Os resultados obtidos para estas duas amostras sdo mostrados na
Tabela 6.

Tabela 6. Resultados obtidos em diferentes amostras cosméticas
contendo Hidroquinona a 2% para cada 50 g de creme. Valor nominal de 1 g
HQ /50 g CREME.

Massa de HQ na amostra/g
Amostra [HQ] na Real® Erro relativo/
eal® ou
cela o Encontrada %
nominal
Farmacia 5 a
2,92 x10 1,0 0,97 g -2,7
Magistral
Clariderm® | 3,12 x 10° b1 1,04 g +4,0

Pelos resultados obtidos, pode-se observar que 0 sensor proposto
mostrou resultados consistentes, validando a metodologia proposta para a
analise de HQ em amostras comerciais e viabilizando seu uso em outros tipos

de amostras, como ambientais ou industriais.
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5. Conclusdes e perspectivas futuras

Os excelentes resultados aqui obtidos viabilizam os eletrodos impressos
de grafite modificados com solugdo de Nafion® e complexo de
[Cu(dipy)s]Cl,.6H,O como ferramentas a serem aplicadas em analises
sensiveis e seletivas para detecgcédo de HQ, o qual foi demonstrado na anélise
de formulacBes cosméticas e que podera ser estendido a analise em amostras
ambientais e efluentes industriais.

Por outro lado, as evidencias experimentais mostradas neste trabalho,
sugerem que o complexo [Cu(dipy)s]Cl..6H,O, comporta-se como um
catalisador biomimético da tirosinase na catalise de HQ.

Futuramente, a proposta é acoplar o sensor a sistema de analise por
injecdo em fluxo (FIA) visando aplicacdo em amostras ambientais e efluentes in

situ.
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