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RESUMO

A adrenalina ¢ liberada no sangue pelo sistema nervoso simpatico e pela medula supra renal, tem
grande importancia para organismos agindo desde o prolongamento do efeito dos anestésicos locais
até sua atuacdo no coragdo, podendo restaurar os batimentos cardiacos no caso de uma parada
cardiaca. Dessa maneira, ela se apresenta como importante tema de estudo. Por outro lado, os
biossensores impressos em papel, por se tratarem de uma técnica relativamente simples, de baixo
custo e de facil acesso, também apresentam grande potencial como ferramenta de quimica analitica.
Esses utilizam uma enzima que pode catalisar uma oxidacao ou reducdo do analito e gerar um sinal
proporcional a concentracdo do mesmo. Como elemento bioldgico, do biossensor proposto, foi
utilizado a enzima Polifenoloxidase. Portanto, neste trabalho foi construido um biossensor
potenciométrico para determinacdes de adrenalina. O eletrodo de referéncia foi impresso em papel
vegetal (Filipinho®) utilizando impressora jato de tinta (Hp 2050®) com os cartuchos de tintas
originais. A tinta para impressao foi modificada com Cloreto de Potéssio e Nitrato de Prata. O
eletrodo indicador foi construido a partir da impressdo da parte condutora, isto €, tinta com KCI. O
eletrodo de trabalho se deu a partir da imobilizagdo da enzima em forma de pasta contendo grafite
e gelatina comercial (Dr. Oetker®). A impressdo de ambos os eletrodos originou, portanto, 0
biossensor proposto. A enzima foi extraida do inhame (Colocasia sp.) com tampéo fosfato (pH
=7,0). A melhor composicéao foi de 1000 pL de Extrato Bruto Enzimatico (EBE) com 500 pL de
gelatina e 0,330 g de pd de grafite. O equipamento portatil, para as medidas potenciométricas,
consiste de uma interface computacional (Arduino Duo®) que possui entradas anal6gicas com
resolucdo de 12 bits. Para ajuste de impedancia de entrada construiu-se um circuito (Op-Amp CI
OPO07, Analog Devices®) do tipo buffer. A comunicagdo com o usuario foi feita através de um
programa desenvolvido em linguagem visual Basic®, a interface foi conectada ao computador
através da porta USB. Empregando solugcdes de Adrenalina em tampéo fosfato (pH =7,0). Foi
calculado o Limite de Detecgio (LD= 2,15 x 10“*mol L) e a faixa de resposta linear foi de 5x 102
a 5x10* mol L. Aexatidido foi checada comparando com método titulométrico e houve
concordancia entre os resultados a um nivel de 95 % (teste-t pareado). O sistema foi aplicado para
a determinacdo de adrenalina em medicamentos injetaveis e os resultados foram satisfatorio a

precisdo expressa em coeficiente de variacdo foi sempre inferior a 22%.

Palavras-chave: Adrenalina. Biossensor impresso. Potenciometria.



ABSTRACT

Adrenaline is released into the blood by the sympathetic nervous system and the suprarenal
medulla. It is of great importance for organisms acting from the prolongation of the effect of
local anaesthetics to their action on the heart and can restore heart rate in the event of cardiac
arrest. In this way, it presents itself as an important topic of study. On the other hand, paper-
based biosensors, because they are a relatively simple technique, inexpensive and easily
accessible, also have great potential as a tool for analytical chemistry. These utilize an enzyme
that can catalyze an oxidation or reduction of the analyte and generate a signal proportional to
the concentration thereof. As a biological element of the proposed biosensor, the enzyme
Polyphenoloxidase was used. Therefore, in this work, a potentiometric biosensor for adrenaline
determinations was constructed. The reference electrode was printed on parchment paper
(Filipinho®) using an inkjet printer (Hp 2050®) with the original ink cartridges. The printing
ink was modified with Potassium Chloride and Silver Nitrate. The indicator electrode was
constructed from the printing of the conductive part, i.e., ink with KCI. The working electrode
was obtained from the immobilization of the enzyme in paste form containing graphite and
commercial jelly (Dr. Oetker®). The impression of both electrodes originated, therefore, the
proposed biosensor. The enzyme was extracted from the yam (Colocasia sp.) With phosphate
buffer (pH = 7.0). The best composition was 1000 pL of Enzymatic Crude Extract (EBE) with
500 pL of jelly and 0.330 g of graphite powder. The portable equipment, for potentiometric
measurements, consists of a computer interface (Arduino Duo®) that has analogue inputs with
12-bit resolution. To adjust the input impedance, a circuit (Op-Amp CI OP07, Analog
Devices®) of the buffer type was constructed. Communication with the user was done through
a program developed in visual language Basic®; the interface was connected to the computer
through the USB port. Employing Adrenaline solutions in phosphate buffer (pH = 7.0). The
Detection Limit (LD = 2.15 x 10-4 mol L -1) was calculated and the linear response range was
5x 10-2 to 5x10-4 mol L -1. The accuracy was checked against a titration method, and the
results were concordant at a 95% level (paired t-test). The system was applied for the
determination of adrenaline in injectable drugs, and the results were satisfactory the precision

expressed in coefficient of variation was always less than 22%.

Keywords: Adrenaline, printed biossensor, potentiometry.
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1 INTRODUCAO

O biossensor pode ser definido como um sensor composto por um biorreceptor e
um transdutor. O biorreceptor é o material bioldgico que reconhece o analito alvo e o
transdutor converte esse reconhecimento num sinal mensuravel.! O biossensor pode ser
classificado de acordo com a natureza do elemento de biorreconhecimento ou da
transducéo do sinal ou da combinag&o dos dois.??

A maioria dos biossensores emprega deteccdo eletroquimica por ser um transdutor
de baixo custo e facil de construir e utilizar. A reacdo que ocorre no biossensor
eletroquimico normalmente gera uma corrente mensurdvel, amperometria, ou um
potencial mensuraveis, potenciometria, ou ainda pode alterar as propriedades condutoras

do meio entre os eletrodos, condutometria.**6

A escolha do material suporte, a ser utilizado para a construgéo dos sensores, vai
depender da aplicagdo a ser empregada, pois ha uma grande variedade de materiais
existentes. Deve se considerar parametros como hidrofobicidade, rigidez, homogeneidade
entre outros, na escolha desse suporte.” Nessa vertente, os biossensores eletroquimicos
impresso em papel vém se mostrando como uma alternativa para aplicagcdes em diversas
areas, como por exemplo, o point of care testing ja largamente utilizado para deteccgéo de

glicose em sangue em diagndsticos clinicos rapidos.®8°

Quanto ao material de reconhecimento bioldgico, uma das enzimas exploradas na
construcdo de biossensores é a Polifenoloxidase (PFO) que estd presente em varios
vegetais como maca, banana, batata e inhame. Esta enzima quando oxidada produz a
colorag&o escura, 0 chamado escurecimento enzimatico. %!

A PFO catalisa a oxidacdo de fendis. No presente trabalho, a substancia de interesse,
que apresenta grupos fenolicos, € a adrenalina, substancia essa que pode ser usada como
substrato para medir a atividade enzimatica, de PFO.°

Adrenalina é conhecida como uma catecolamina, um neurotransmissor importante,
sendo liberada no sangue pelo sistema nervoso simpatico e pela medula supra renal,
importante para proporcionar uma resposta fisioldgica rapida em casos emergenciais de
dano, perigo ou doenca.® A Atividade hormonal da catecolamina na medula adrenal, onde

a adrenalina é sintetizada, chega a 80% e atua no sistema cardiovascular (coragdo, vasos
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sanguineos e pressdo arterial), musculatura lisa das visceras, metabolismo e sistema
nervoso central, 121314

O método mais utilizado para a determinacdo de adrenalina é a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccdo por fluorescéncia ou deteccao
eletrogquimica.?®

O biossensor vem sendo desenvolvido também como uma alternativa para

determinacéo de adrenalina, alternativa essa muito mais barata e de facil utilizac3o.'52
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica foi dividida em trés topicos, biossensores, Point of Care
Testing e adrenalina.

2.1 BIOSSENSOR

O biossensor pode ser definido como um sensor que reconhece uma mudanca
bioldgica, quimica ou fisica e a converte em um sinal fisico mensuravel. O sensor contém
um elemento que permite o reconhecimento de respostas que sejam seletivas a um tipo
de analito ou grupo de analitos.!” Outro componente do sensor é o transdutor, que
converte o biorreconhecimento, em sinal que possa ser mensuravel (vide figura 1).'8 Por

fim, um processador de sinal, coleta, amplifica e exibe o sinal medido.®

Figura 1- llustracdo de um Biossensor
EVENTO BIOQUIMICO TRANSDUTOR

: Superficie
Biocamada g4 transdutor

Analito ,
T ‘

Receptor

Impu réza
Fonte: adaptado de Delbem et al., 2002

Os biossensores podem ser divididos em varias subclasses e essa divisdo ocorre

de acordo com a natureza do elemento de biorreconhecimento, ou da transducéo do sinal,
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ou da combinacdo dos dois a serem estudadas. Assim, temos 0s biossensores
eletroquimicos que podem ser divididos em: amperométricos, voltamétricos,
condutométricos e potenciométricos. %2

Os biossensores amperométricos e voltamétricos sdo caracterizados pela
aplicacdo de um potencial entre dois eletrodos e acompanhamento da corrente gerada na
solucdo. A corrente é resultado de uma redugdo ou oxidagéo eletroquimica no eletrodo de
trabalho. O termo voltametria € usado para técnicas em que se aplica uma faixa de
potencial (varredura) e acompanha-se a corrente gerada que € proporcional a
concentracdo do analito. Métodos voltamétricos incluem voltametria ciclica, voltametria
hidrodindmica, voltametria linear de varredura, entre outros. Esses métodos tém uma
ampla faixa dindmica e sdo Uteis em niveis de quantificacdes baixos. E a auséncia de uma
varredura de potencial, que distingue voltametria de amperometria.?

Biossensores amperométricos tém boa seletividade, na medida em que o potencial
utilizado para a oxidacdo ou a reducdo é caracteristica dos analitos. Biossensores
condutométricos, muitas vezes, incluem enzimas, cujas reacGes geram produtos que
resultam em mudancas de forga idnica, e consequentemente, maior condutividade.®

Existe também a potenciometria, que ¢ a alteracdo de potenciais sobre um eletrodo
devido ao aumento/diminuicio da densidade de carga na superficie de um eletrodo.8 22
Neste processo faz-se a medida de potencial entre dois eletrodos, quando a corrente é
zero. O eletrodo indicador (biossensor) tem um potencial dependente da atividade (ou
concentragdo) do analito.**?3, O potencial esta relacionado a concentragdo, através do
sistema logaritmico de acordo com a equagéo de Nernst %

Dentre os suportes para a construcdo dos biossensores, no presente trabalho,
explorou-se o papel, devido ao interesse em miniaturiza¢do e emprego em sistema do tipo
“point of care”. Eles apresentam vantagens como baixo custo, versatilidade, facilidade

operacional, entre outras.?®

A composicdo quimica do papel varia de acordo com o tipo de planta utilizado em
sua producéo, porém de modo geral, o principal constituinte do papel é a celulose, um
polimero, mais precisamente, um polissacarideo constituido de monémeros de
B-D-Glucose. A D-Glucose (CsH1206) € um sacarideo contendo cinco grupos alcool e um
grupo aldeido. A celulose é utilizada como suporte, ja que possui uma fibra hidrofilica,
ou seja, 0 papel pode ser quimicamente modificado e nele incorporado uma grande

variedade de grupos funcionais. A celulose é compativel com materiais bioldgicos,
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facilitando assim a construcdo dos biossensores. Como pode ser incinerado, o papel
apresenta uma bio-segurancga maior, ja que pode ser eliminado logo apds o seu uso.’

Existe uma variedade de papeis disponiveis para fabricacdo de Point of Care
testing. A escolha do mais apropriado baseia-se, essencialmente, nas etapas de
construcdo, necessarias para o desenvolvimento do dispositivo, e na area de aplicacdo do
biossensor.

No desenvolvimento de sensores e tecnologias de microfluidos, o papel de filtro
foi o material mais utilizado nos ultimos anos, devido a sua capacidade de absorcéo de
agua, porém, existem outros tipos de papel, comercialmente disponiveis, que podem
também ser utilizados; com exemplos temos o papel brilhante, o papel acetato e o papel
vegetal.?®

Varios estudos ja foram realizados com biossensores impressos, e suas principais
vantagens sdo: a rapidez dos resultados, a versatilidade, serem descartaveis e o baixo
custo.?’

Na area ambiental pode se mencionar o trabalho de KAMPOURIS et al. (2009),
onde foi construido um biossensor impresso capaz de medir pH. Estes biossensores, para
medidas de pH, impressos em tela, incorporam o reagente fenantraquinona que é sensivel
ao hidronio e o dimetilferroceno que atua como eletrodo de referéncia interna. Podendo
entdo substituir os eletrodos de vidro na determinacédo de pH in situ.?®

Outro exemplo de aplicacdo na rea ambiental, é a rapida determinacdo in situ, de
compostos fendlicos e seus derivados, que consistem em um desafio ambiental importante
devido a facil penetracdo dessas espécies através de membranas de plantas ou da pele de
animais e seres humanos, com efeitos colaterais toxicos. No trabalho de RENEDO et al.
(2007)?° foram utilizadas enzimas na preparacio de biossensores para a determinagio de
compostos fendlicos, a medicdo amperométrica foi realizada com um baixo potencial com
intuito de reduzir significativamente a interferéncia; nesse trabalho, foram utilizados as
enzimas polifenol oxidase (PPO), tirosinase (Tyr) e lacase (Lac), essas podem catalisar a
oxidacdo de benzenodidis e fendis em quinonas, ou em espécies radicais, através da
reacdo com oxigénio em solugdo, os autores mencionaram que um dos aspectos mais
importantes que afeta os desempenhos de biossensores enzimaticos é sua imobilizagdo
efetiva na superficie do eléctrodo.?®

Nota-se que devido a possibilidade de miniaturizacdo e versatilidade, dos
biossensores, esses tém um grande potencial para ser usado in situ e consequentemente
como Point of Care Testing.
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2.2 POINT OF CARE TESTING

O Point of CareTesting (POCT), conhecido como “Teste realizado junto do
paciente” tem sido muito difundido, devido a facilidade de uso. O teste ¢ feito geralmente
por pessoas, leigas, cuja formac&o principal ndo € na andlise clinica, ou realizada pelos
préprios pacientes, os chamados autotestes. Fatores como custo-eficiéncia, requisitos
minimos de infraestrutura, entre outros, também sdo de suma importancia para que esse
tipo de teste,30-31:32

O POCT vem sendo desenvolvido desde a década de 80, mesmo que nao
recebendo esse nome na época, desde entdo, houve varios avancos em novas tecnologias
faceis de usar, incluindo o analisador de hemoglobina, analisadores de gases do sangue,
medidores de glicose no sangue, medidores de Proteina C Reativa, PCR, contadores de
colesterol, testes de gravidez, INR e assim por diante.

O POCT ultrapassou os limites das aplicacdes em andlises clinicas e atualmente
também é empregado para controle da qualidade dos alimentos, monitorizacdo ambiental,
testes de toxicologia e em ciéncias forenses. O principal objetivo do POCT é minimizar
o intervalo entre os testes para diagnostico e tratamento.

Para se obter um diagndstico preciso para tratamento ou prevencdo de doencas,
muitas vezes, se demandam tecnologias ndo muito acessiveis em paises em
desenvolvimento econdmico. Assim, parte da populacdo ndo pode arcar com o custo de
testes ou exames clinicos. Atualmente, precisa-se de um profissional especializado para
interpretar as analises. Com o POCT, que pode dispensar um profissional para realizar os
testes (ja que esses podem ser usados até pelo proprio paciente em alguns casos), as areas
que ndo contam com uma equipe médica treinada, poderao utilizar e diagnosticar doencas
muito mais rapidamente.’

Os biossensores, impressos em papel, podem ser considerados como uma classe

de dispositivos com grande potencial para determinagfes do tipo point-of-care.
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2.3 ADRENALINA

A adrenalina [1-(3,4-dihiroxiphenil)-2-metilaminoetanol], que também pode ser
chamada de epinefrina, € uma catecolamina liberada pelo sistema nervoso simpatico e
pela medula supra-renal como sinal de respostas fisioldgicas imediatas, como frio, medo,
fadiga, choque, perigo, por isso chamada de mecanismo de luta ou fuga.®* Ela
desempenha um papel importante no sistema nervoso e ajuda a manter a atividade fisica
normal do corpo, incluindo a frequéncia cardiaca, a pressao arterial e a atuagdo no sistema
nervoso simpatico.® Também é usada para aliviar a angustia respiratoria, causada por
broncoespasmo. Pode também ser muito Gtil nas reacdes de hipersensibilidade, incluindo
anafilaxia, drogas e outros alergénicos. A adrenalina prolonga o efeito de anestésicos
locais, por diminuir o fluxo sanguineo local. No coracdo, pode restaurar os batimentos
cardiacos no caso de uma parada cardiaca.®*® As concentracdes fisioldgicas das
catecolaminas sdo na ordem de nanomolares e picomolares, sendo encontradas de 22 a
109 nmol L* na urina e de 170 a 470 pmol L no plasma®. A estrutura da adrenalina é

mostrada na figura 2:

Figura 2- Representacdo da estrutura molecuar da adrenalina: 1,2-benzenodiol-4-

(1-hidroxi-2-metilamina etil)

OH
HO NH

HO

Fonte: do autor, 2016

Como a adrenalina possui um grupo fenolico em sua estrutura, os biossensores
enzimaticos se tornam interessantes para sua determinacdo. Sendo assim, a enzima

Polifenoloxidase, que pode ser encontrada no Inhame (colocasia sp.) ou banana (musa
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sp.), foi considerada apropriada, pois ela é responsavel por catalisar a oxidacéo de grupos
fendlicos como os existentes na adrenalina.

De uma maneira geral, enzimas sdo proteinas responsaveis por catalisar reacoes,
podendo proporcionar uma compatibilidade entre a velocidade de reacdo e 0 processo
bioquimico essencial para a manutencéo da célula. Tem uma grande especificidade e
poder catalitico que vem da sua natureza protéica, podendo reconhecer um grupo limitado
de substratos.?

Cada enzima é seletiva para determinado substrato, assim a enzima PFO, possuli
centro dinuclear de cobre que é capaz de inserir oxigénio em um grupo hidroxila de um
anel aromatico existente, seguida pela oxidacao do difenol a quinona apropriada (figura
3).37%8 A figura 4 mostra um representacdo esquematica da epinefrina frente a enzima
PFO. %

Figura 3- Representacdo da reacdo da epinefrina em presenca de PFO, resultando na formacéao

de epinefrinoguinona

OH I_i| OH |;|
N N
© ScHs  mmp O “CHs
O HO
Epinefrina Epinefrinoquinona

Fonte: do autor, 2016
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Figura 4 - Representacdo esquematica da epinefrina em presenca da PFO, resultando na

formagé&o de epinefrinoquinona

HO~ ™%  HN-CH, HO[ HN-CH,
Adrenaline Adrenaline
(a OH
‘P\HCH, '>," SN / 2 H+
enzyme {I ."—;—-\‘:1’"'7‘ N\ A

oH

OH

Fonte: adaptado de Leite et al. 2003

A adrenalina também é indicada em medicamentos para: alivio de broncoespasmaos,
em paradas cardiacas, em reacOes alérgicas graves e para prolongar a acdo de anestésicos.

Portanto, de grande importancia para a medicina e a sociedade como um todo. ®

2.4 PLANEJAMENTO FATORIAL E OTIMIZACAO

O planejamento de experimentos em busca de resultados otimizados de uma
pesquisa de maneira geral, tem os objetivos de minimizar custos, tempo e maximizar
rendimento e qualidade dos produtos. Para isso utilizam-se técnicas sistematicas de
planejamento de experimentos. A metodologia do planejamento fatorial, juntamente com
aanalise de superficie de resposta, € uma ferramenta fundamental para atingir os objetivos

da otimizag#o.*

Para iniciar um planejamento, é necessario saber quais os fatores que podem
influenciar nas respostas obtidas, realizar uma triagem das variaveis que possa ter

interacdo entre si, e consequentemente alterar as respostas do experimento. Vale lembrar
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que esquemas fatoriais sdo aqueles em que envolvem combinagdes entre 0s niveis de dois
ou mais fatores. Existem os sistemas compostos por planejamento fatorial completo e
planejamento fatorial fracionado.

Em um planejamento fatorial, sdo investigadas as influéncias de todas as variaveis
experimentais de interesse e os efeitos de interagdo nas respostas. Se a combinacgdo de k
fatores € investigada em dois niveis, um planejamento fatorial consistira de 2
experimentos. Os niveis de fatores sdo expressos pelos simbolos (+) e (-). Os conjuntos
de experimentos sdo executados de forma aleatoria para ndo interferir nos resultados
através de interpretacGes erradas. O planejamentos fatorial de dois niveis para 3 fatores

experimentais esta apresentado na Tabelal.*!

Tabelal - Matriz de coeficiente para um planejamento fatorial 2°.

Variaveis InteracGes
Experimentos X1 X2 X3 X1 X2 X1 X3 XoXz | X1 XoX3
1 + + + + + + +
2 - + + - - + -
3 + - + - + - -
4 - - + + - - +
5 + + - + - - -
6 - + - - + - +
7 + - - - - + +
8 - - - + + + -

Através da aplicacdo do planejamento fatorial, é possivel obter informacdes dos
efeitos individuais e das interacdes de cada fator relacionado ao sistema. O efeito pode
ser definido como a mudanca ocorrida na resposta quando se passa do nivel inferior (-)
para o nivel superior (+), podendo ser classificado em efeitos principais (causado por um
dos fatores) e efeitos de interago.**

O numero de experimentos é dado por 2%, em que o nimero de ensaios necessarios
para a execucao de um planejamento fatorial completo aumenta rapidamente com k, pode-
se dizer que para cinco fatores seriam 2° = 32 ensaios. Assim, quando se deseja apenas
fazer uma triagem inicial de muitos fatores, € vantajoso aplicar um planejamento fatorial
fracionado. Este tipo de planejamentos sdo possiveis por 2 motivos, primeiro porque

apesar do nimero de interacdo de ordem aumentar drasticamente com o numero de
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fatores, esses efeitos tem valores pequenos, e segundo porque, quando o nimero de

fatores aumenta, cresce a chance de que uma ou mais variaveis ndo afete

significativamente as respostas.*? Veja exemplo na tabela 2:

Tabela 2 - Matriz de planejamento fatorial fracionado 2°!

Experimentos X1 X2 X3 Xa Xs
1 + + + + +
2 - + + + -
3 + - + + -
4 - - + + +
5 + + - + -
6 - + - + +
7 + - - + +
8 - - - + -
9 + + + - -
10 - + + - +
11 + - + - +
12 - - + - -
13 + + - - +
14 - + - - -
15 + - - - -
16 - - - - +

X5=1234

Os planejamentos fatoriais fracionarios, ou completos com dois niveis, fornecem

equacOes resultantes de primeira ordem que expressam a relacdo entre os fatores

estudados e a resposta, como segue na equagao 2:

Y =a+DbA+cB(2)

sendo:

- 'Y é a resposta experimental;

- A e B fatores a serem otimizados;

- a termo independente;

- b e c representam coeficientes dos termos lineares.
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Para a otimizacdo, desses fatores, é necessario utilizar planejamentos com fungées
quadraticas. Uma das otimizacGes mais utilizadas é a otimizagdo utilizando matriz de
Doehlert.

A Matriz de Doehlert € muito utilizada para planejamentos fatoriais de segunda
ordem, os pontos da matriz Doehlert correspondem aos veértices de um hexagono, em
geral, o nimero total de pontos experimentais no planejamento é igual a k?+k+pc, em que
k € o nimero de fatores e pc € o numero de experimentos no ponto central. Uma
importante propriedade do planejamento Doehlert diz respeito ao nimero de niveis que
cada variavel possui. Com quatro variaveis, por exemplo, o nimero de niveis é: 5, 7,7 e 3,
0 que permite avaliar as variaveis consideradas mais importantes, ou seja, que apresentam
efeitos mais pronunciados em um numero maior de pontos do espaco estudado. A figura

5 apresenta uma matriz de Doehlert de dois niveis com 3 variaveis e deslocamento.*!

Figura 5 - Matriz de Doehlert de dois niveis com 3 variaveis e deslocamento

X

Fonte: adaptada de Teo6filo e Ferreira 2005.

Segundo o Instituto Nacional de Metrologia, na constru¢do do modelo, o nimero
de experimentos (N) necessarios é dado por K?+Co onde K é o nimero de fatores e Co é
0 numero de experimentos no ponto central. Cada modelo é definido de acordo com o
ntmero de fatores e os valores codificados da matriz experimental.*!

A tabela 3 apresenta os valores codificados e reais das matrizes de planejamento

para dois, trés fatores.
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Tabela 3- Matriz de planejamento de Doehlert com 2 e 3 varidveis

Variaveis Experimentais

2 Variaveis 3 Variaveis
Experimentos X1 X2 X1 X2 X3
1 0 0 0 0 0
2 1 0 1 0 0
3 0,5 0,866 0,5 0,866 0
4 -1 0 0,5 0,289 0,817
5 -0,5 -0,866 -1 0 0
6 0,5 -0,866 -0,5 -0,866 0
7 -0,5 0,866 -0,5 -0,289 -0,817
8 0,5 -0,866 0
9 0,5 -0,289 -0,817
10 -0,5 0,866 0
11 0 0,577 -0,817
12 -0,5 0,289 0,817
13 0 -0,577 0,817

A resposta experimental obtida, a partir dos planejamentos citados acima, fornece
uma funcdo polinomial que pode ser perfeitamente empregada na construcdo das
superficies de resposta. Para obtencdo das condi¢des de 6timo, basta derivar a equacao
obtida do planejamento em funcéo do fator de interesse e igualar a zero.*
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3. OBJETIVOS

Os objetivos foram classificados em objetivos gerais e objetivos especificos.

3.1 GERAIS

Desenvolver biossensor potenciométrico construido em papel, contendo a enzima

polifenoloxidase presente no inhame (Colocasia sp.), para a determinacéo de adrenalina.

3.2 ESPECIFICOS

a) Preparar e avaliar a atividade de um extrato protéico a partir do inhame (Colocasia
sp.);

b) Construir (imprimir) biossensores em papel, para a determinacédo de adrenalina

c) Avaliar as varidveis pertinentes a construcdo do biossensor em papel:
Concentragdo da enzima, volume da pasta, dimensdes do eletrodo, massa de
gelatina, massa de grafite, pH do tampdo e concentracdo molar do tampéo;

d) Caracterizar o biossensor em termos de faixa de resposta linear, Limite de

Deteccdo, precisdo, exatidao e aplicabilidade em amostras de medicamentos.
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4. MATERIAIS E METODOS

A parte metodologica desse trabalho foi dividida em tépicos que abrangem desde
o material utilizado no desenvolvimento do trabalho a etapas de construcéo do biossensor,

validacao e teste com amostra.

4.1 EQUIPAMENTOS

Foram utilizados no desenvolvimento do projeto os equipamentos listados abaixo:

Banho ultrassom Unique , USC- 1400;
Peagametro Hanna Instruments HI 221,

T @

Balanca analitica Kern 410;

o o

Centrifuga Excelsa Baby 1 - Fanem;
Espectrofotdmetro Femto 435 UV-Vis

@

f. Equipamento portatil, construido em nosso laboratério, para medidas
potenciométricas que consiste de uma interface Arduino Duo® que possui
entradas analdgicas com resolucdo de 12 bits e um circuito eletrénico (Op-Amp)
para ajuste de impedancia.

Impressora Hp 2050®
h. Liquidificador Mondial Power NL

4.2 REAGENTES

Os reagentes utilizados foram:
a. Epinefrina 99% (Sigma) utilizada como padréo e para determinagdo da atividade

Enzimatica;
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b. Dihidrogenofosfato de potéssio (Synth) e hidroxido de sédio (Vetec) utilizados na
obtenc¢éo do tampéo fosfato;

c. Polivinilpirrolidona (Vetec) utilizado como preservante do extrato bruto enzimatico;
d. Grafite (Synth) e gelatina em p6 comercial Dr. Oetker®, utilizados no preparo da pasta
com a Enzima;

e. Cloreto de Potassio e Nitrato de Prata (Vetec), utilizados na alteracao das tintas.

f. Alcool Isopropilico e Etileno Glicol utilizados no preparo da tinta;

g. Colas comerciais (cola branca, cola tipo SuperBonder®);

h. Papeis comerciais (papel pardo, sulfite, cartdo, fotografico e vegetal);

i. Inhame (colocasia sp.)

4.3 METODOLOGIA

O trabalho proposto foi realizado em 4 etapas. A primeira foi a construgdo dos
eletrodos: Construiu-se o eletrodo de referéncia (prata/cloreto de prata) e o eletrodo
indicador com a enzima polifenoloxidase (PFO). Na segunda etapa, foi realizado um
planejamento fatorial fracionado, para determinar quais as variaveis importantes no
sistema, seguido de uma otimizacdo através da Matriz de Doehlert. A terceira etapa
consistiu e da caracterizacdo da metodologia, parametros tais como: limite de deteccéo,
seletividade, exatiddo, precisdo e linearidade foram avaliados. E por tltimo, o método foi

aplicado em amostras de anestésicos de Lidocaina.

4.3.1 Construcao dos eletrodos

4.3.1.1 Serigrafia

A impressdo dos eletrodos se deu primeiramente por serigrafia “silk screen”
proposto por Godino et al. (ver figura 6).%° Posteriormente, empregando impressora do
tipo Jato de tinta. Para a construcdo do biossensor foram utilizados varios tipos de papéis,
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tais como: folhas de acetato de celulose, papel fotogréfico de diversas gramaturas, papel
sulfite, papel vegetal, e outros.

Figura 6 - Esquema para a construcdo do eletrodo em papel por serigrafia

Papel de suporte Pasta de grafite com enzima

Fonte: adaptado de Godino et al. 2012

Para o desenvolvimento dos biossensores através da técnica “silk screen”, foi
realizado, diversos testes com colas comercialmente disponivel no mercado local
(Alfenas-MG). Porém, as colas testadas ndo apresentaram condutividade adequada,
assim, foi necessario adicionar p6 de grafite a essas colas. Foram testadas colas
brancas, a base de acetato de polivinila (PVA), diluidos em &gua e colas de poliacrilato
(SuperBonder®).

4.3.1.2 ELETRODO IMPRESSO COM IMPRESSORA JATO DE TINTA.

A construcdo dos eletrodos, também foi feita através da impressdo empregando

uma impressora jato de tinta comum.

Para iniciar o processo, de impressao dos eletrodos, foi necessario um estudo sobre
tipos de tintas usadas. As tintas, de impressoras jato de tinta, se restringem principalmente
a dois grupos, as tintas corantes e as tintas pigmentadas.

As tintas corantes, sdo aquelas produzidas por moléculas coloridas sollveis na agua,
possuem menos riscos de entupimento dos cartuchos, podendo ser utilizada em quase
todos os tipos de papéis, sdo adequadas para a impressao de fotos, evitando causar
variacoes de brilho e iluminagdes com aspecto artificial. A desvantagem é que ao entrar

em contato com agua, ou umidade, desbotam a coloracdo inicial.**
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As tintas pigmentadas sdo aquelas que oferecem maior qualidade na impresséo de textos,
pois possuem menos brilho e maior resisténcia & agua e/ou umidade, e assim apresentam
uma melhor fixacdo. Os pigmentos ndo se dissolvem no meio usado pela tinta, eles
permanecem suspensos na solucdo. A desvantagem é que durante 0 armazenamento, ou
quando expostos a altas temperaturas, sedimentos podem ser formados no cartucho de
tinta, ou na cabeca de impressdo, e com isso pode causar o entupimento.**

Com o intuito de aumentar a condutividade, adicionou-se cloreto de potassio a
tinta preta original da impressora. Para isso, adicionou-se uma massa de Cloreto de
Potéssio (KCI) suficiente para se ter uma solugdo 0,2 molL™. Com essa concentragdo de
KCI, na tinta preta pigmentada para impressora HP®, os eletrodos impressos passaram a
ter a mesma ordem de resisténcia em MQ do eletrodo de vidro, resisténcia essa medida
por um multimetro digital Fluke® que apresenta valores proximos a 20 MQ.%

Com a tinta alterada, imprimiu-se a base dos dois eletrodos, tanto o de referéncia,

quanto o indicador, conforme figura 7.

Figura 7 - Geometria dos eletrodos impresso utilizando a tinta preta com KCI, em tamanho real

Fonte: do autor, 2016

4.3.1.3 ELETRODO DE REFERENCIA

Depois da impressdo da base dos eletrodos, imprimiu-se o eletrodo de referéncia de
Prata/Cloreto de Prata. Para isso foi preparada uma tinta especial com Nitrato de Prata,
AgNOQO3. Foram utilizados 810 mL de agua deionizada, 120 mL de alcool isopropilico, 60
mL de dietileno glicol e 50 g AgNOs na preparagio desta nova tinta.** Tomou-se o
cuidado de prepara-la na mesma densidade e viscosidade das tintas comerciais, evitando
assim que entupisse os cartuchos. Com essa tinta, imprimiu-se a segunda camada do
eletrodo de referéncia encima da base ja impressa com a tinta contendo KCI, conforme

figura 8.
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Figura 8 - Eletrodo de referéncia impresso com a tinta contendo AgNOs, em tamanho real

o TI

Fonte: do autor, 2016

Como eram impressos eletrodos usando uma tinta contendo AgNOz em cima da

base dos eletrodos impressos contendo KCI, ocorreu a seguinte reacao:
AgNO3(ag) + KClag) 2 AgCls) +KNO3

Portanto, tem-se a precipitacdo de Cloreto de prata e consequentemente o eletrodo de

referéncia.

4.3.1.4 PREPARO DO EXTRATO BRUTO ENZIMATICO (EBE)

Para o preparo do Extrato protéico, foi pesado uma massa de 25,0 g de Inhame
descascado e picado, que foi misturado com 100 mL de tampao fosfato 0,100 mol L (pH
=7,00) ou tampéo acetato com pH igual a 5,00. Foram adicionados ainda 2,50 g de agente
protetor polivinilpirrolidona (PVP) e processado em um liquidificador durante 3 min. A
mistura foi filtrada em gaze dobrada em quatro e centrifugada a 5.000 rpm durante 30
min, a 25°C. A solugéo sobrenadante ficou armazenada no refrigerador a 4 °C e usada

como fonte enzimatica.® A figura 9 mostra uma representacio desse procedimento.
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Figura 9 - Esquema do procedimento de preparagdo do EBE

25 g de vegetal
picado

+

100 mL de tampado

J

-+ Sobrenadante
3 minutos no 30 minutos na armazenado
_— liquidificador centrifuga

2,5 g de PVP

Fonte: do autor, 2016

4.3.1.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DO EBE

A atividade enzimatica da PFO foi determinada pela medida de absorbancia em
410 nm, monitorando a formagéo da epinefrinoquinona a partir da adrenalina (epinefrina).
Mediu-se a velocidade da reacdo para as misturas reacionais contendo diferentes volumes
de EBE, de 0,05 a 0,20 mL, com incrementos de 0,05 mL, adicionou-se 2,40 mL de
adrenalina 5,0 x 10 mol L™ preparada em tamp3o, completou-se o volume, também com
tampé&o, para 3,00 mL, em cubeta de quartzo. O branco utilizado seguiu a mesma
proporcdo do EBE e exceto a adrenalina.!* A figura 10 mostra uma representagdo da

realizacdo desse procedimento.



32

Figura 10 - Esquema da determinagéo da Atividade Enzimatica

1% - 0,05 mL E} 1°- 0,55 mL
2°-0,10 mL 2°-0,50 mL
3°-0,15mL 3°-0,45 mL
4° - 0,20 mL 4° - 0’40 mL | |
S — | |
Extrato 3
bruto 2,40 mL de adrenalina

5x10° mol.L"

Fonte: do autor, 2016

4.3.1.6 ELETRODO DE TRABALHO (BIOSSENSOR):

O passo seguinte foi imprimir o eletrodo indicador, utilizando a enzima extraida PFO do
inhame. Inicialmente, tentou-se colocar a solugdo enzimatica no cartucho e imprimir
sobre a base ja impressa com tinta e KCI, conforme figura 8. Contudo, houve entupimento
dos cartuchos, assim, a camada de enzima passou a ser depositada manualmente nos
eletrodos. Também foi feita uma alteracdo na geometria do eletrodo, 0 mesmo passou a
ser impresso na forma de fitas para facilitar o depdsito manual da camada enzimatica,

conforme figura 11.

Figura 11 - Esquema da construcéo dos Eletrodos em forma de fitas

12 ETAPA 28 ETAPA 38 ETAPA 428 ETAPA
\

\ Papel = :

vegetal |

[

[ |

| __ N

= |

R |

-T.l
Pa.rte impressa, Parte impressa, Separac3o dos eletrodos em: Eletrodo cortado
tinta com KCI tinta com AgNOs3 Referéncia e de trabalho om fitas de 1 cm

Fonte: do autor, 2016
Figura do tamanho de uma folha A4
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Conforme o esquema da figura 11 mostra, imprimia-se toda a folha vegetal com a
tinta alterada com KCI, posteriormente fazia uma segunda impresséo de 1 cm apenas na
direita da folha com a tinta alterada com AgNOs, para assim obter o eletrodo de
referéncia. Depois da folha vegetal impressa cortava-se no meio e de um lado tinha-se o
eletrodo de referéncia e do outro lado a base para se fazer o eletrodo indicador. A folha

vegetal foi cortada entdo em tiras de 1 cm, tamanho ideal para se fazer as determinacdes.

4.3.1.7 ESCOLHA DOS AGLUTINANTES PARA A PASTA DE CARBONO COM
EBE.

Para a deposicdo da camada enzimatica, foram feitos testes com diversos
aglutinantes. Os aglutinantes testados foram: silicone, vaselina liquida, vaselina solida e
gelatina, com varias concentracdes diferentes. Os aglutinantes eram misturados com EBE
e po de grafite para torna-los mais condutores.

Primeiramente, misturou-se o p6 de grafite com o EBE, até formar uma pasta
homogénea, e por fim adicionou-se o aglutinante (e.g. gelatina).

Quando se empregou a gelatina, como aglutinante, esta foi preparada em tampéao
(fosfato pH=7,0) na concentragio 0,1 mol L, aqueceu-se 10 mL de tampdo até chegar
préximo a fervura, retirou do aquecimento, e adicionou-se 1 g da gelatina em p6 e mexeu-
se até total homogeneizacdo. Em seguida foram adicionados 20 uL da mistura (pasta)
sobre cada fita do eletrodo indicador. Esse procedimento tinha que ser feito rapidamente
para evitar a gelificacdo enquanto se pipetava em cada eletrodo. Depois de adicionar a
pasta sobre os eletrodos, estes foram armazenados no congelador a -12° C “overnight”.

A figura 12 mostra um biossensor acoplado ao sistema de leitura do sinal analitico.
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Figura 12 - Foto real do Biossensor durante uma analise

Fonte: do autor, 2016

5.3.1.8 DETERMINACOES POTENCIOMETRICAS E SISTEMA DE AQUISICAO
DE DADOS

O equipamento portatil, para as medidas potenciométricas, foi construido no
laboratdrio e consiste de uma interface Arduino Duo® que possui entradas analdgicas
com resolucéo de 12 bits. Para ajuste de impedancia de entrada construiu-se um circuito
Op-Amp CI OP07 (Analog Devices) do tipo buffer. A comunicacdo com o usuario foi
feita através de um programa desenvolvido em linguagem visual Basic ®, a interface foi

conectada ao computador através da porta USB.

As leituras potenciométricas foram realizadas da seguinte forma: colocou-se o
biossensor e o eletrodo de referéncia sobre uma placa de vidro, usada como apoio,
prendeu-se 0s jacarés nos respectivos eletrodos e o programa de leitura foi acionado. O
sinal inicial € considerado a linha base. Apés adicionar-se 50 uL de tampao, obteve-se 0

primeiro “degrau” que ¢ a diferenca entre a linha base e o sinal do tampao. Apos 60 s, o
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sinal do tamp&o atinge 0 méximo e estabiliza, entdo, se adiciona mais 50 L da solugdo
de adrenalina. Assim, obtem-se o segundo “degrau”, que ¢ a diferenga entre o branco ¢ a

adrenalina. Esse é o sinal de interesse.

432 AVALIACAO DOS PARAMETROS PARA A CONSTRUCAO DO
BIOSSENSOR EMPREGANDO PLANEJAMENTO FATORIAL E OTIMIZACAO
COM MATRIZ DE DOEHLERT.

Na construcao dos biossensores, decidiu-se por estudar sete varidveis: Volume da
Pasta (VP) adicionado no eletrodo, nimero de unidades de atividade do extrato
adicionado no eletrodo (CE), massa da gelatina (MG) utilizada no preparo da pasta
enzimatica, massa de grafite (MC) utilizado no preparo da pasta enzimatica, tamanho do
eletrodo (TE), pH do tampdo utilizado na extracdo da enzima, concentracdo molar do
tampé&o (CT) utilizado na extracdo da enzima. Para isso empregou-se uma matriz de

experimentos para um planejamento fatorial 27-3.
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Tabela 4 - Planejamento Fatorial Fracionado 27

Experimento/Variaveis| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 [ 7
1 1 1 1 1 1 1 1
2 -1 1 1 1 -1 -1 -1
3 1 -1 1 1 -1 -1 -1
4 -1 -1 1 1 1 1 1
5 1 1 -1 1 -1 -1 1
6 -1 1 -1 1 1 1 -1
7 1 -1 -1 1 1 1 -1
8 -1 -1 -1 1 -1 -1 1
9 1 1 1 -1 -1 1 -1
10 -1 1 1 -1 1 -1 1
11 1 -1 1 -1 1 -1 1
12 -1 -1 1 -1 -1 1 -1
13 1 1 -1 -1 1 -1 -1
14 -1 1 -1 -1 -1 1 1
15 1 -1 -1 -1 -1 1 1
16 -1 -1 -1 -1 1 -1 -1

Fonte: do autor, 2017
Os niveis para cada variavel estudada estdo apresentados na tabela 5

Tabela 5 - Niveis com 0s respectivos vaores reais

Variaveis -1 +1
VP (uL) 20 50
CE (uL) 40 80

G (g) 0,00625 0,0125
MC (9) 0,330 0,400
DE (cm) 0,5 1,0

pH 6 8
CT (mol . LY 0,1 0,25

Fonte: do autor, 2017

Todos os niveis foram escolhidos considerando testes preliminares em que se
obtiveram sinais estaveis com magnitudes mensuraveis. A respeito da massa de gelatina
(MG), esta foi preparada usando a mesma quantidade prescrita no rotulo .

Na avaliagdo dos resultados, notou-se, a partir do diagrama de Pareto, que 3
variaveis apresentaram maior significancia e, portanto, passou-se para a etapa de
otimizacdo dessas variaveis, o que foi realizado utilizando uma Matriz de Doehlert

conforme mostra a tabela 6.



Tabela 6 - Matriz de Doehlert para 3 Variaveis, valores codificados entre parénteses
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Experimentos A -pH B-CE C-Ct
1 6 (0) 50 (0) 0,3 (0)
2 8 (1) 50 (0) 0,3 (0)
3 7(0,5) 80 (0,866) 0,3 (0)
4 7(0,5) 60 (0,289) 0,5(0,817)
5 4 (-1) 50 (0) 0,3 (0)
6 5(-0,5) 20 (-0,866) 0,3 (0)
7 5(-0,5) 40(-0,289) 0,1(-0,817)
8 7 (0,5) 20 (-0,866) 0,3 (0)
9 7(0,5) 40 (-0,289) 0,1 (-0,817)
10 5(-0,5) 80 (0,866) 0,3 (0)
11 6 (0) 70 (0,577) 0,1(-0,817)
12 5(-0,5) 60 (0,289) 0,5 (0,817)
13 6 (0) 30 (-0,577) 0,5 (0,817)

Fonte: do autor, 2017

Com essa otimizacao percebeu-se a necessidade de um deslocamento da Matriz

de Doehlert, portanto foram feitos sete novos experimentos e aproveitado seis

experimentos da Matriz anterior, conforme mostra a tabela 7, 0s experimentos em negrito

foram os novos experimentos realizados.
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Tabela 7- Deslocamento da Matriz de Doehlert para 3 Variaveis

Experimentos A B C
1 -0,5 0,289 0,817
2 0,5 0,289 0,817
3 0 1,155 0,817
4 0 0,577 1,634
5 -1,5 0,289 0,817
6 -1 -0,577 0,817
7 -1 0 0
8 0 -0,577 0,817
9 0 0 0
10 -1 1,155 0,817
11 -0,5 0,866 0
12 -1 0,577 1,634
13 -0,5 -0,289 1,634

Fonte: do autor, 2017

4.3.3.FIGURAS DE MERITO DO BIOSSENSOR.

Durante a caracterizagdo da metodologia os parametros analisados foram: faixa

de trabalho, linearidade, limite de deteccdo, exatiddo e precisdo.

O intervalo de concentracdo, onde é possivel construir uma curva analitica linear
corresponde a faixa de resposta linear. Assim, o intervalo de aplicacdo de um método
analitico, pode ser definido como a regido da curva analitica compreendida entre a
concentracdo mais baixa até a concentracdo na qual a curva analitica desvia-se da
linearidade.** A faixa de trabalho e linearidade foram estudados através da analise em
triplicatas, de solucdes padrdes de adrenalina em concentragdes de 1 x 10°a 1 x 107

mol.L L.

O limite de deteccao foi estudado através da extrapolacéo da faixa de trabalho na
regido linear e a faixa onde ndo se obtém mais respostas significativas de adrenalina

(regido de ruido), i.é., faixa em que a resposta para adrenalina se tornou constante. E por
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fim, a precisdo foi estudada a partir da média dos coeficientes de variacdo obtidos para as

leituras das amostras.

4.3.4 EXATIDAO APLICACAO EM AMOSTRAS DE ANESTESICOS

As amostras de anestésicos foram obtidas em loja especializada em produtos
odontologicos. As amostras de anestésicos contendo adrenalina na proporgdo de 1:100
apresentava concentragdo molar de 5,45 x 10° mol L, concentragdo que esta dentro da
regido linear da curva analitica obtida, portanto ndo houve necessidade de diluicdo ou pré
concentracdo das amostras. Assim, nenhum tratamento prévio da amostra foi necessario.

As leituras eram realizadas da mesma maneira que a curva analitica.

A exatidao foi checada a partir de comparacao de resultados. Foram realizadas
determinacGes com o biossensor, construido a partir da metodologia proposta nesse
trabalho, e com a metodologia titulométrica, descrita na Farmacopeia Brasileira, 32

edicio, para amostras de anestésicos.*®
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante a execucdo desse trabalho serdo apresentados nos

itens abaixo.

5.1 CONSTRUCAO DOS ELETRODOS DE TRABALHO E DE REFERENCIA

Serigrafia “SILK SCREEN”

Nesta etapa, foi necessario utilizar um molde (mascara) para construir 0s
eletrodos, porém, como se estava trabalhando com colas, houve dificuldades para retirar
a mascara, ja que essa grudava firmemente aos eletrodos, dificultando muito a
reprodutibilidade na construcdo dos mesmos. Além disso, as colas sdo materiais de dificil
manuseio, devido a secagem relativamente rapida e por aderirem em praticamente todos
0s materiais de trabalho, essas dificuldades inviabilizaram a construgéo dos eletrodos do
tipo “silk screen” neste trabalho. Uma foto dos eletrodos construidos com colas pode ser

visto na figura 13.

Figura 13 - Foto dos eletrodos construidos através da técnica “Silk Screen”
- Ty

Fonte: do autor, 2016
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5.1.1 ELETRODO IMPRESSO

Para a construcdo dos eletrodos impressos, inicialmente avaliou-se a
condutividade das tintas comerciais mais comuns para impressoras HP®. Notou-se a
necessidade de melhorar a condutividade, assim, foram feitos testes com adicdo de
substancias condutoras na tinta utilizada. A substancia escolhida a principio, foi o0 pé de
grafite. Porém, esse se mostrou ineficiente, ja que entupia os cartuchos de tinta. Entéo,
passou-se a utilizar Cloreto de Potéssio, KCI, pois além de condutor se mostrou solGvel
na tinta. Nessa etapa, houve algumas dificuldades ja que o KCI, depois de algum tempo
de uso, se depositava na parte inferior do cartucho, impossibilitando que esse fosse
utilizado, pois eles paravam de funcionar momentaneamente e precisavam sofrer algum
tipo de manipulacéo, tais como colocé-lo em agua quente, fazer pressdo com uma seringa
no topo do cartucho e/ou utilizar o ultrassom como ferramenta de apoio.

A melhor concentragdo de KCI foi de 0,2 mol L' Em concentragGes maiores a tinta ficava
com a viscosidade diferente das tintas comerciais, e, portanto, ndo imprimia. Essa
concentracédo foi o limite para deixar a solugéo suficientemente condutora e a0 mesmo
tempo n&o alterar sua viscosidade.

A etapa seguinte foi preparar uma tinta que contivesse AgNOs (para a segunda camada
do eletrodo de referéncia) e, a0 mesmo tempo, mantivesse a mesma densidade e
viscosidade das tintas comerciais, ja que esses sdo parametros fundamentais para que a
impressora reconheca o cartucho e imprima normalmente. A melhor composicao de tinta
foi a que continha 81% de &gua deionizada, 2% de alcool isopropilico, 12% de dietileno
glicol e 5% de AgNOa. A densidade e a viscosidade dessa tinta podem ser visualizadas

na tabela 8.

Tabela 8 - Viscosidade e Densidade das tintas: comercial pigmentada e tinta contento AgNO;
preparada no laboratério

Tipo de Tinta Viscosidade (N-s/m?) Densidade (g.mL)
Comercial 1,22x10°+1,5x 10 1,000 + 0,002
Laboratdrio 1,35x 103+ 1,5x 10* 1,040 + 0,000

Fonte: do autor
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Tanto a densidade, quanto a viscosidade, de ambas as tintas, ndo apresentaram
diferencas significativas (tabela 8).

5.1.2 MEDIDAS DA ATIVIDADE ENZIMATICA.

O extrato proteico, ou EBE, foi extraido do inhame e em seguida medido a sua
atividade enzimatica. Para o célculo da atividade enzimatica (UA, unidade de atividade)

foi utilizada a formula abaixo.

A (atividade) = Aabs x 1000 / (AT x b x V)
Onde:

A = atividade enzimatica

Aabs. = variacdo da absorbancia
At = variagédo do tempo (minutos)
b = percurso Optico da cubeta (cm)

V = volume da amostra (mL)

A Atividade enzimética do inhame foi de 720,0+£13,6 UA. Esse valor foi proximos
do valor obtido em trabalhos anteriores.'*

5.2 AVALIACAO DOS ELETRODOS CONSTRUIDOS EM PAPEL FOTOGRAFICO

Os primeiros eletrodos, tanto o de referéncia quanto o biossensor, foram
construidos com papel fotografico. A figura 14 apresenta uma curva analitica obtida com
esses eletrodos, os padrfes foram preparados em tampédo fosfato, pH = 7,0 de
concentragdo 0,1 mol L. As leituras foram feitas em triplicatas. A partir dessa curva
analitica, obteve-se a Regifo Linear (3,0 x 102 a 4,0 x 10* mol L) e o Limite de
Detecgdo = 1,06 x 10 mol L.

Os biossensores utilizados na construcdo da curva (Figura 20) foram impressos no mesmo
dia das andlises e continham 4 camadas de extrato enzimatico depositadas com uma

micropipeta sobre o eletrodo.
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Figura 14- Curva Analitica da adrenalina em tampé&o fosfato, utilizando papel fotogréfico
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Fonte: do autor, 2017

Nota-se (figura 14) que a precisdo das medidas com os biossensores construidos em papel
fotografico, foi ruim com valores de 4 a 28% de coeficiente de variacdo. Provavelmente
os altos valores de precisdo estdo relacionados as dificuldades experimentais no momento
de se colocar a gota de 20 microlitros de amostra sobre o padrdo, como se trata de um
papel hidrofobico, o liquido ndo ocupava a mesma regido sobre cada eletrodo dificultando
a repetibilidade (precisao) das medidas. Portanto passou-se a estudar outros tipos de papel

a serem utilizados como suporte na construcdo dos eletrodos.

53 AVALIACAO DO PAPEL PARA SUPORTE E AGLUTINANTE DO
BIOSSENSOR.

Foram testadas algumas alternativas para tentar controlar a difusdo da gota no papel
fotografico, porém sem sucesso. Assim mudou-se o suporte dos eletrodos para a folha
vegetal com o intuito de diminuir o desvio padrdo das medidas, ou seja, melhorar a
precisao.

O papel vegetal, diferente de todos os outros papéis testados, apresentou uma

hidrofobicidade maior, fazendo com que a gota da solucéo se mantivesse no lugar em que
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foi adicionada. Entretanto, apesar de se resolver o problema da difuséo da solugdo no
suporte, 0s resultados potenciométricos ainda mostravam um alto desvio padrao.
Buscando a resolucdo do problema de falta de reprodutibilidade, foi necessario estudar
quais as possiveis variaveis que estavam influenciando na resposta do biossensor.

O principal pardmetro, observado foi a dificuldade de incorporacdo do EBE no
biossensor, nesse contexto, foram avaliados alguns aglutinantes para melhorar a
imobilizacdo da enzima e aumentar a reprodutibilidade, neste estudo empregou-se trés
concentracdes diferentes do analito (ver figura 15). O resultado com os diversos tipos de
aglutinantes pode ser observado na figura 15, os aglutinantes testados foram: Vaselina

Sélida, Vaselina Liquida, Silicone e Gelatina.

Figura 15 - Teste realizado com aglutinantes diferentes com o intuito de descobrir qual tinha o
maior AE ao ser misturado com a enzima PFO. Figura a) Silicone; b) Vaselina Liquida; c)
Vaselina solida e d) Gelatina
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Gelatina
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Fonte: do autor, 2016

Conforme apresenta a figura 15, foram realizados testes com 4 tipos de
aglutinantes. Trabalhou-se com trés concentra¢des da solucdo de adrenalina, 5,0 x 1072,
1,0 x 102 e 1,0 x 10* mol L™t. Um dos principais quesitos analisados foi o desvio padrio
obtido para cada concentracdo de adrenalina. Conforme se vé, tanto o silicone quanto a
vaselina solida apresentaram desvio padrdo relativos, muito grandes (d& ordem de 40%),
provavelmente devido a maior hidrofobicidade dessas substancias. A escolha do
aglutinante ficou entre a gelatina e a vaselina liquida. Avaliou-se entdo, visualmente a
textura da pasta, e a facilidade de preparo e armazenamento dos biossensores, mas 0
principal motivo para a escolha desse aglutinante foi o0 menor desvio padrdo das medidas.
Apbs avaliacdo dos resultados optou-se por trabalhar com papel vegetal, e a gelatina.
Portanto o aglutinante selecionado foi a gelatina comercial, pois apresentou resultados
satisfatorios em termos de precisdo das medidas e também caracteristicas como: menor
custo, boa disponibilidade, boa consisténcia da pasta de EBE e facil preparo.

A figura 17 mostra uma curva analitica da adrenalina feita em tampéo fosfato, pH 7,0,
concentragdo 0,1 molL™, com biossensores construidos com papel vegetal e pasta de
grafite contendo o aglutinante gelatina, todas as leituras foram feitas e triplicatas.
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Figura 17 - Curva Analitica da adrenalina em tampdo fosfato, utilizando papel vegetal
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Fonte: do autor, 2017

Calculou-se o LD para essa curva e encontrou-se o valor de 2,15 x 10“mol L, valor
melhor que o encontrado na primeira curva. Entéo verificou-se a previsdo das medidas,
assim foram feitos novos testes, porém apenas na regido linear. A figura 18 mostra a
regido linear com equacéo E = 46,868logC + 285,84 e R?=0,9324. A precisio apresentou

coeficiente de variacdo sempre inferior a 14%.
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Figura 18 - Medida Potenciométrica na regido Linear da Curva Analitica da solucéo de adrenalina
em tampao fosfato, utilizando papel vegetal e gelatina
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Fonte: do autor, 2017

Os resultados obtidos até essa etapa do trabalho corroboram para a funcionalidade e
viabilidade do biossensor construido em papel vegetal e pasta de grafite contendo gelatina
como aglutinante. Assim, passou-se para a etapa de otimizacéo dos principais parametros,

empregando ferramentas quimiométricas.

5.4 PLANEJAMENTO FATORIAL E OTIMIZACAO

O planejamento fatorial fracionado 273, envolvendo 16 experimentos foi realizado com a
intencdo de investigar a influéncia das variaveis na resposta do biossensor. A tabela 9
mostra a matriz de planejamento experimental e a media dos resultados obtidos em

duplicata em cada leitura do biossensor.
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Tabela 9 - Planejamento Fatorial Fracionado 27

Experimento Vp CE mG mC DE pH Ct Sinais (mV) Desvio Padréo
1 1 1 1 1 1 1 1 36,54 8,44
2 -1 1 1 1 -1 -1 -1 10,93 0,87
3 1 -1 1 1 -1 -1 -1 111,00 20,69
4 -1 -1 1 1 1 1 1 73,37 3,81
5 1 1 -1 1 -1 -1 1 6,63 6,55
6 -1 1 -1 1 1 1 -1 53,03 4,35
7 1 -1 -1 1 1 1 -1 43,95 25,70
8 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 221,20 29,66
9 1 1 1 -1 -1 1 -1 69,90 17,97

10 -1 1 1 -1 1 -1 1 93,05 23,01
11 1 -1 1 -1 1 -1 1 107,25 19,48
12 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 47,50 4,31
13 1 1 -1 -1 1 -1 -1 72,87 12,10
14 -1 1 -1 -1 -1 1 1 45,57 13,32
15 1 -1 -1 -1 -1 1 1 55,03 12,70
16 -1 -1 -1 -1 1 -1 -1 28,57 5,51

Fonte: do autor
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A partir do diagrama de Pareto, figura 19, pode-se observar que as variaveis:
Concentracdo da Enzima, CE, pH e Concentra¢cdo molar do Tampéo, Ct, foram as mais
significativas para esse sistema. O diagrama de Pareto mostrou que as interacdes CE -

pH, CE - Ct e pH - Ct também foram significativas.

Figura 19 - Diagrama de Pareto
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Fonte: do autor, 2017

A partir do Diagrama de Pareto é possivel inferir quais as variaveis mais
significativas para o sistema, as barras horizontais maiores que a linha vertical, dada por
p = 0,05, indicam que o fator é significativo, nota-se, que a variavel CE mostrou ser a
mais significativa, indicando que uma maior quantidade da enzima corrobora para uma
melhora na resposta do biossensor.

O pH e a concentragdo do tampao apresentaram significancias, concordando com
o trabalho de Xu, J. 2005, em estudo sobre a enzima polifenol oxidase e o melhor pH para
extracdo da enzima, verificando que a enzima permanece mais ativa em pHs menores.
Como o pH e o Ct estdo ligados diretamente a extracdo da enzima, portanto, constatar que
h& interacéo entre CE - pH e CE — Ct, também reforcam a idéia de que o0 meio em que a

enzima é extraida altera a resposta do biossensor.*’
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Ja a dimensdo do biossensor, o volume da pasta, a massa da gelatina e do grafite
usados na pasta de EBE, ndo apresentaram significancias, portanto foram fixadas durante

a continuagdo dos experimentos.

A dimensdo do biossensor foi fixada em 0,5 c¢cm, j& que h& interesse na
miniaturizacdo do biossensor. O volume da pasta foi fixado em 30 pL, quantidade
suficiente para cobrir toda a superficie do eletrodo de trabalho. A massa de gelatina e
grafite foram utilizadas as quantidades de 0,0125 g e 0,400 g respectivamente, essas
massas foram escolhidas por resultarem na pasta enzimatica com consisténcia (densidade

e viscosidade) mais adequada para 0 manuseio, principalmente a pipetagem.

Um segundo estudo foi feito usando-se planejamento Doehlert para otimizar as

variaveis significativas (Concentracdo da enzina, pH e concentracdo do tampao.

5.4.1 Matriz de Doehlert

A matriz de Doehlert para trés variaveis consiste de treze experimentos que estao
descritos na tabela 10. A concentracdo da enzima variou de 20 a 80 %, o pH variou de 4
a 8 e a concentracdo molar do tamp&o de 0,1 a 0,5 mol L. Os valores destacados na

tabela 10 foram empregado no experimentos de deslocamento da matriz.



Tabela 10 - Matriz de Doehlert para o planejamento 1

Experimento CE (%) pH Ct(mol.L?) Media dos Desvio
Resultados (mV) Padréo

1 50 6 0,3 8,20 3,80
2 50 8 0,3 18,40 7,93
3 80 7 0,3 24,80 11,57
4 60 7 0,5 14,13 6,71
5 50 4 0,3 44,53 8,00
6 20 5 0,3 36,70 9,10
7 40 5 0,1 108,60 5,90
8 20 7 0,3 134,30 4,25
9 40 7 0,1 76,70 7,58
10 80 5 0,3 73,33 13,76
11 70 6 0,1 117,60 2,40
12 60 5 0,5 234,13 21,68
13 30 6 0,5 66,05 22,09

Fonte: do autor, 2017
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Com os resultados da matriz de Doehlert, fez se um ajuste com modelo quadréatico

conforme equacao abaixo:

R = 34,21+ 2,71 (pH) — 11,67 (CE) — 64,30 (Ct) — 80,61 (pH) (CE) + 57,00 (pH) (Ct) +
24,64 (CE)(Ct) -48,0506 (pH)(CE)(Ct) — 3,83 (pH)? + 50,41 (CE)?- 0,09 (Ct)?

Figura 20 - Superficie de resposta pH versus Concentracdo da enzima (ua mL7%)

R = resposta (mV) .

Fonte : do autor, 2017



Figura 21 - Superficie de resposta pH x Concentracdo molar do tamp&o (mol L)

Fonte: do autor, 2017
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Figura 22 - Superficie de resposta Concentracdo de enzima (ua mLt) x Concentragdo molar do

tampéo (mol L1)

Fonte: do autor, 2017

Conforme os graficos das figura20, 21 e 22 mostram, ndo foi possivel obter
maximos locais na regido definida para as varidveis Dessa forma foi necessario realizar
um deslocamento da Matriz de Doehlert. Assim, acrescentou-se 6 novos experimentos

para uma segunda Matriz de Doehlert, conforme tabela 11 .
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Tabela 11- Matriz de Doehlert planejamento 2

Experimento CE (%) pH Ct(mol.L?) Média dos Desvio
Resultados (mV) Padréo
1 60 ) 0,5 234,13 21,68
2 60 7 0,5 14,13 6,71
3 90 6 0,5 169,9 20,38
4 70 6 0,7 96,70 18,11
5 60 3 0,5 75,62 11,42
6 30 4 0,5 58,95 11,64
7 50 4 0,3 44,53 8,00
8 30 6 0,5 66,05 22,09
9 50 6 0,3 71,27 7,58
10 90 4 0,5 81,43 6,05
11 80 5 0,3 36,7 9,10
12 70 4 0,7 85,05 11,68
13 40 5 0,7 75,50 23,36

Fonte: do autor

Os dados obtidos na realizacdo dos treze experimentos que compde a segunda
matriz de Doehlert geraram as superficies de resposta apresentadas no grafico, que podem

ser descritas pela equacéao abaixo.

R = 62,64 — 161,92 (pH) +40,07 (CE) + 258,09 (Ct) — 36,20 (pH) (CE) - 55,28 (pH) (Ct)
+99,76 (CE)(Ct) +101,8227 (pH) (CE) (Ct) — 188,67 (pH)? — 123,84 (CE)2- 170,44 (Ct)?

As superficies de respostas estdo apresentadas nas figuras abaixo.



Figura 23 - Superficie de resposta pH versus Concentracdo

R = resposta (mV) .

da enzima

Fonte : do autor, 2017
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(ua mL7),



Figura 24 - Superficie de resposta pH x Concentragdo molar do tamp&o (mol L)
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Figura 25 - Superficie de resposta Concentracdo de enzima (ua mL™) x Concentragio

molar do tampao (mol L?)

As coordenadas do ponto méximo podem ser calculadas a partir da derivacdo da
equacio abaixo sendo: pH = 5; CE = 64,05% e Ct = 0,50 mol.L™.

Para verificar os dados do modelo quadratico obtido com a matriz de Doehlert,
fez se Andlise de Variancia (ANOVA) os resultados para (p = 0,05) indicaram uma
regressdo significativa com F obtido (11,40) maior que F tabelado (2,19) e R?=0,803,
porém houve falta de ajuste no modelo: F obtido (58,32) maior que F tabelado (3.37).
Considerando a dificuldade de se obter dados reprodutiveis com eletrodos diferentes para
cada medida, pode se considerar 0s parametros estatisticos aceitaveis. A figura 26
apresenta uma relacdo entre os valores reais e os valores do modelo indicando uma boa

correlagéo entre os dados.
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Figura 26 - Resultado da ANOVA para a matriz de Doehlert utilizada
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Fonte: do autor, 2017
Com os resultados otimizados foi preparada uma nova curva analitica.
Abaixo estdo as melhores condicdes obtidas:

-eletrodo de referéncias construido em papel vegetal sendo a primeira camada
impressa com tinta comum e modificada com KCI 0,2 mol L, as dimensdes do eletrodo
sdo de 5 cm de comprimento por 1 cm de largura a area sensivel recoberta com AgCl

possui dimensdes de 1cm?.

- biossensor construido com 1000 pL da enzima PFO extraida do inhame,
adicionada a 0,330g de Grafite (0,15g mL™) e 500 pL de gelatina (preparada em tampao
fosfato pH 7,0).
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Figura 27 - Curva Analitica da adrenalina em tampdo fosfato, ap6s otimizacgéo
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Fonte: do autor, 2017

O LD obtido foi de 1,82 x 10 mol L "*. Comparando com trabalhos anteriores, feitos
pelo nosso grupo, com a mesma enzima, esse limite de deteccdo foi menor que o
encontrado por Luccas, et al. (2005) que foi de 3x10“*mol L e maior que o apresentado
por Mataveli et al. (2007) que foi 8,0x10° mol L2537

Deve se mencionar gque no presente trabalho foi empregado um par de eletrodos para cada
leitura e isto certamente influencia na preciséo das medidas e consequentemente no LD.
A regido linear de 1,0 x 102 mol L™ a 1,0 x 10® mol L* com equacdo E = 59,58C +
350,82 e R?=0,9349, foi semelhante a obtida sem a otimizacao, contudo houve melhora
na precisdo das medidas e consequentemente no LD.

Esses resultados apresentam um biossensor com uma maior sensibilidade ja que
conseguiu detectar adrenalina com duas ordens de grandeza menor que a curva analitica
construida antes da otimizacdo. Confirmando assim a importancia da otimizacao
multivariada ser utilizada nesse experimento, mostrou que ha interacdo entre as variaveis,

informagdo que n&o poderia ter sido obtida com a otimizag&o univariada.
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Figura 28 - Regido linear ap0s a otimizacao
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Fonte: do autor, 2017

5.4.2 PRECISAO

Nesse trabalho o coeficiente de variacdo foi sempre inferior a 22 % , deve-se
mencionar que todos os eletrodos utilizados, foram descartados, isso é, faz se apenas uma
leitura com cada par de eletrodo, entdo a repetibilidade dos sinais reflete a destreza de
todo o procedimento desde o preparo dos eletrodos, preparo das solugdes padroes,

amostragem e leitura dos sinais.

5.4.3 DETERMINACAO DE ADRENALINA EM MEDICAMENTOS INJETAVEIS E
AVALIACAO DA EXATIDAO

Para se avaliar a exatiddo das medidas foi empregada comparagdo com o método

descrito na Farmacopeia Brasileira (1977) na qual utiliza o método volumétrico em que
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a amostra é dissolvida em acido acético glacial e titulada com acido percloérico 0,1 mol L
! usando como indicador violeta cristal. Os resultados sdo apresentados na tabela 12. 46

As amostras foram obtidas no comércio local e consistem de Cloridrato de
Lidocaina mais adrenalina, cada mL da solucéo injetavel continha 20mg de cloridrato de

lidocaina e 10,0 mg de adrenalina base.

Tabela 12 - Determinacéo de adrenalina em amostra de anestésico, valor rotulado 10 mg/mL.

Amostra  Farmacopeia Biossensor Erro relativo
(mg/mL) (mg/mL) (%)

1 10,08 £ 0,15 9,60 + 0,85 4,76

2 9,52+0,33 8,99 +0,76 5,57

3 9,89+0,28 9,87+0,91 0,20

Fonte: do autor

Como apresentado na tabela o erro relativo ficou menor que 6% quando

comparado com o método da famacopéia brasileira.*®
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6 CONCLUSAO

Construi-se um eletrodo impresso em papel vegetal empregando tinta comercial
HP® modificada com adi¢do de 0,2 mol L™ de KCI, para o eletrodo de referéncia,
Imprimiu-se, sobre a primeira camada com KCI, mais trés camadas com tinta comercial
na qual foi adicionado AgNOs, esse eletrodo apresentou coloragdo caracteristica de
Ag/AgCl. Depois do planejamento fatorial e otimizacdo por matriz de Doehlert as
caracteristicas do biossensor que apresentaram melhor resposta foram as que se utilizou
a proporcao de gelatina 1000uL de EBE, 500uL de gelatina e 0,330g de pé de grafite
onde o extrato apresentava 64% de concentracdo da enzima PFO. A geometria escolhida
para esse trabalho foi a na forma de fitas de 1cm de largura por 5cm de comprimento. O
sistema tampao, para o preparo do extrato protéico, que apresentou melhores resultados
foi o tamp&o acetato de pH 5 e concentragdo molar de 0,5 mol L.

As principais caracteristicas do biossensor foram: Limite de Deteccdo igual
1,82 x 108 mol L e faixa linear de 1,0 x10 a 1,0 x 10 mol L, resultados obtidos para
replicatas feitas com pares de biossensores diferentes, ja que cada leitura era realizada
com uma par de biossensor. Adicionalmente tem-se o baixo custo do projeto e a sua
possivel reproducdo em larga escala, além da simplicidade do Biossensor e tamanho

reduzido.
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