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RESUMO

A hidroquinona (HQ) é um agente despigmentante de pele mais usado topicamente no
tratamento de manchas dermatoldgicas. Esse agente € largamente utilizado em cremes
farmacéuticos, sendo de extremo interesse dos laboratérios de controle de qualidade determina-
lo, pois quando utilizado em concentragdes superiores a 4% e em uso prolongado pode
ocasionar irritacdo ou até mesmo erupgdes na pele do consumidor. Neste contexto, foi
desenvolvido um biossensor eletroquimico para determinar a HQ em formulacGes de cremes
farmacéuticos. O biossensor proposto foi construido usando pasta de carbono modificada com
enzima peroxidase, extraida do jilo (Solanum gilo), e imobilizada em zedlita durante as analises
de voltametria de onda quadrada. Experimentos espectrofotométricos foram realizados a fim de
verificar a melhor atividade enzimatica total no extrato bruto de jilé6 em diferentes materiais
para conservacdo da peroxidase, na qual o extrato de jil6 com alcool polivinilico (PVOH)
apresentou uma maior atividade, com 2837,5 U mL™. Para a construgdo do biossensor,
primeiramente foi aplicado um planejamento experimental fatorial fracionado 2 (resolucio
IV) para determinar a influéncia no efeito e interacdes das diferentes varidveis do método
proposto (extrato enzimatico, zedlita, grafite, 6leo mineral, pH, peroxido de hidrogénio e os
parametros da técnica de voltametria de onda quadrada: frequéncia, amplitude e incremento de
potencial). A resposta monitorada para 0s experimentos voltamétricos do planejamento
experimental foi a corrente catddica, proveniente do processo redox da HQ, em relacdo ao
potencial aplicado. Apds verificar a influéncia no efeito e interacGes dos valores das variaveis
citadas e selecionar aquelas mais significativas na determinacdo de hidroquinona, aplicou-se
um delineamento central composto rotacional 2* e os parametros principais foram extrato
enzimatico, zeolita, 6leo mineral e pH. A partir dos parametros otimizados em voltametria de
onda quadrada, uma curva analitica foi obtida de 5,96x10° até 7,01x10™° mol L de HQ em
tampé&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,5, com r igual a 0,999, indicando uma boa correlagdo entre a
corrente de reducdo e a concentracdo do analito. Por fim, o método proposto foi aplicado em
amostras reais e mostrou ser uma alternativa simples, rapida, sensivel e de baixo custo para
analises de hidroguinona em cosméticos.

Palavras-chave: Biossensor voltamétrico, zeolita, agente protetor, peroxidase, hidroquinona.



ABSTRACT

Hydroquinone (HQ) is a skin depigmenting agent most used topically to treat skin blemishes.
This agent is widely used in pharmaceutical creams, and it is of extreme interest to quality
control laboratories to determine it, because when used in concentrations above 4% and in
prolonged use, it can cause irritation or even eruptions on the consumer's skin. In this context,
an electrochemical biosensor was developed to determine the HQ in pharmaceutical cream
formulations. The proposed biosensor was constructed using carbon paste modified with
peroxidase enzyme, extracted from scarlet eggplant (Solanum gilo) and immaobilized in zeolite
(Nay), during square wave voltammetry analyses. Spectrophotometric experiments were carried
out and it was verified that the best total enzymatic activity in the raw extract of jilo, in different
materials for peroxidase conservation (latex, PVOH, PVP K90), was the extract of jilo with
polyvinyl alcohol (PVOH), with an activity value of 2837.5 U mL™. For the construction of the
biosensor, first a fractional factorial experimental design 244 (resolution 1V) was applied to
determine the influence on the effect and interactions of the different variables of the proposed
method (enzymatic extract, zeolite, graphite, mineral oil, pH, hydrogen peroxide, and the
parameters of the square wave voltammetry technique: frequency, amplitude and step
potential). The monitored response for the voltammetric experiments of the experimental
design was the cathodic current, originating from the HQ redox process, in relation to the
applied potential. After verifying the influence on the effect and interactions of the values of
the variables mentioned and selecting those most significant in the determination of
hydroquinone, a central composite rotational design 2* was applied and the main parameters
were enzymatic extract, zeolite, mineral oil, and pH. From the parameters optimized in square
wave voltammetry, an analytical curve was obtained from 5.96x10° of 7.01x10° mol L of
HQ in 0.1 mol L phosphate buffer pH 7.5, with r equal to 0.999, indicating a good correlation
between the reduction current and the analyte concentration. Finally, the proposed method was
applied to real samples and shows to be a simple, fast, sensitive, and low-cost alternative for
hydroquinone analysis in cosmetics.

Palavras-chave: Voltammetric biosensor, zeolite, protective agent, peroxidase, hydroquinone.
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1. INTRODUCAO

A eletroguimica estuda reagdes de transferéncia de carga elétrica, que ocorrem devido ao
gradiente de potencial eletroquimico. Essa transferéncia pode ocorrer homogeneamente, em
solucdo, ou heterogeneamente na superficie de um eletrodo. A medicdo da transferéncia de
carga elétrica é possivel, pois muitas espécies quimicas tém a capacidade de sofrer reacfes de
oxirreducdo. As técnicas eletroquimicas podem ser aplicadas em diferentes areas das ciéncias,
sendo associadas a identificacdo e determinacdo de interesse biologico, farmacéutico e
industrial (COSTA, 2016).

Os eletrodos de trabalho ou sensores podem reconhecer um ou mais analitos por meio de
reacOes quimicas na interface eletrodo-eletrélito. A mudanca quimica resultante sera traduzida
pelo elemento de transducgdo em sinal elétrico (COSTA, 2016). Quando ha a modificacdo da
superficie dos sensores por materiais bioldgicos, passa-se a ter um biossensor. Portanto, um
biossensor é definido como um dispositivo integrado independente, capaz de provar
informacBes analiticas quantitativas ou semiquantitativas seletivas usando um elemento de
reconhecimento bioldgico (receptor bioquimico) que é mantido em contato espacial direto com
um elemento de transdugio eletroquimico (THEVENOT, 2001).

Desde o desenvolvimento do primeiro biossensor, dispositivo que utiliza da especificidade
de um componente bioldgico, em 1962, diversos outros foram construidos utilizando diferentes
enzimas e procedimentos de imobilizagdo (OLIVEIRA & VIERA, 2006). O estudo sobre os
biossensores cresceu devido a fatores como seletividade, baixo custo relativo de construcéo e
estocagem, potencial para miniaturizacdo, facilidade de automacdo e construcdo de
equipamentos simples e portateis para rapidas analises de monitoramento no campo (MELO,
2008).

A deteccéo realizada pelos biossensores pode ser direta utilizando um ligante ndo-catalitico
como anticorpos, ou indireta em que ha utilizacdo de elementos cataliticos, como enzimas.
Esses dispositivos ainda podem ser de dois tipos, dependendo da natureza do evento de
reconhecimento: de bioafinidade ou bioanaliticos. O primeiro depende da ligag&o seletiva do
analito-alvo ao ligante preso a superficie, como por exemplo, anticorpos. Ja o segundo, uma
enzima € imobilizada e é utilizada para o reconhecimento do analito-alvo (CALIL &
QUEIROZ, 2011).
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Por serem econdmicos e também por, geralmente, possuirem um tempo de vida superior
aos métodos que utilizam enzimas purificadas, ha uma tendéncia na utilizacdo de tecidos de
vegetais e/ou extratos brutos no lugar de enzimas purificadas na confecgédo de biossensores e/ou
procedimentos enzimaticos de analise (FATIBELLO & VIEIRA, 2002).

A peroxidase (PER) é uma enzima encontrada em tecidos de vegetais e animais que catalisa
a oxidacdo de alguns substratos pelo peroxido de hidrogénio (H20O2), este oxida primeiro a
enzima que por sua vez, oxida o substrato. A PER é uma enzima oxidorredutase e termoestavel,
ou seja, é possivel regenerar sua atividade apds tratamento térmico. Esta enzima pode ser
encontrada em diversas fontes, como tomate, soja, abobrinha, rabanete, nabo, goiaba, jil6 e
outros. Na literatura é possivel encontrar diversos procedimentos utilizando a peroxidase para
determinacéo de peroxido de hidrogénio usando diversos tecidos vegetais (FATIBELLO et al.,
2002; BUENO & PEREIRA, 2015). A peroxidase pode ser utilizada, também, na determinacéo
de &cido L-ascorbico e hidroguinona (FATIBELLO & VIEIRA, 2002).

A hidroquinona (1,4 benzenodiol) é uma substancia quimica utilizada em processos como
revelador fotogréafico, inibidor de polimerizacdo, antioxidante e agente despigmentante. O uso
da hidroquinona em cosméticos, como cremes e géis, ndo provoca reacdes adversas quando em
concentracdes de 2 a 5%. Mas, quando utilizado em concentracdes superiores e em uso
prolongado pode ocasionar irrita¢cdo ou até mesmo erupcdes na pele do consumidor. Assim,
visando a seguranca do consumidor, bem como o controle de qualidade dos produtos, é
importante se estabelecer métodos analiticos para a determinacéo de hidroquinona em diversos
produtos farmacéuticos (SAKODINSKAYA et al., 1992; COROMINAS et al.,, 2004;
OLIVEIRA & VIEIRA, 2006).

Diante do exposto, o objetivo desta pesquisa foi desenvolver um biossensor para a
determinacdo de hidroguinona em cremes farmacéuticos, obtendo o extrato bruto do vegetal
jilé (Solanum gilo) como fonte da enzima peroxidase, posteriormente imobilizada em zedlita,
e utilizar a tecnica de voltametria de onda quadrada para a etapa de quantificacdo do analito.
Para a otimizacdo dos parametros experimentais, tais como pH, concentragcdo da peroxidase,
frequéncia, amplitude de potencial, foi aplicado o método estatistico de delineamento fatorial
fracionado na etapa de triagem e o delineamento central composto rotacional para

aperfeicoamento do processo.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Biossensores

A palavra “sensor” vem do Latim “sentire”, que significa “identificar”. Segundo Ali e
colaboradores (2017), sensores, sdo dispositivos capazes de registrar uma mudanca fisica,
quimica ou biologica na solucdo de estudo e converté-la a um sinal que se pode medir,

geralmente potencial ou corrente (ALl et al., 2017).

As duas principais partes que comp&em um sensor séo o receptor e o transdutor. O primeiro
é responsavel por receber o estimulo fisico, quimico ou bioldgico e transformar essa informacéo
em energia elétrica; e o segundo, de transformar essa energia em um sinal analitico capaz de
ser analisado. Existem varios tipos de sensores, dentre eles destacam-se 0s sensores magnéticos,
opticos e os eletroquimicos. Dentro da subclasse de sensores eletroquimicos existem o0s
biossensores (ALl et al., 2017).

Com o passar dos anos, o conceito de biossensor tém mudado. Primeiro, muitos
consideravam um biossensor como um dispositivo que respondia a espécies quimicas em
amostras biologicas. No entanto, essa definicdo era bastante genérica e causava certa confuséo.
Assim, o termo biossensor passou a ser utilizado para sensores quimicos em que o sistema de
reconhecimento utiliza um mecanismo bioquimico (TURNER et al., 1987; BETTAZZI et al.,
2017).

A Unido internacional da Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, sigla do inglés
International Union of Pure and Applied Chemistry) fez algumas recomendacfes quanto a
definicdo, classificacdo e nomenclatura dos biossensores eletroquimicos: “um biossensor €
definido como um dispositivo integrado autbnomo, capaz de gerar informacGes analiticas
quantitativas e semiquantitativas usando um elemento biol6gico de reconhecimento (receptor
bioquimico), que ¢ retido em contato direto com o elemento transdutor” (THEVENOT et al.,

2001).

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o elemento bioldgico de
reconhecimento, o transdutor fisico-quimico, o analito e as reacdes que eles monitoram
(TURNER, 2013). Em relagdo aos principios de transdugdo, os biossensores podem ser
classificados de acordo com o tipo de transdutor utilizado na analise. Pode ser, por exemplo,
um biossensor Optico, de massa, magnético, calorimétrico, piezoelétrico ou eletroquimico
(TURNER, 2013).
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Devido ao baixo custo, facilidade de aplicacdo, portabilidade e simplicidade na
construcdo, os biossensores eletroquimicos sdo os mais utilizados quando se diz respeito a
técnica de transducdo. Quando monitorada eletroquimicamente, a reacdo gera um potencial
(potenciometria), altera as propriedades de condutividade do meio entre os eletrodos
(condutometria) ou gera uma corrente mensuravel (voltametria) (RONKAINEN et al., 2010;
THEVENOT et al., 2001; BETTAZZI et al., 2017).

As técnicas voltametricas envolvem a aplicacdo de uma diferenca de potencial no qual
a corrente € monitorada entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, assim como o eletrodo
de referéncia monitora o potencial do sistema. Quando o termo “voltametria” ¢ utilizado, é para
se referir a técnicas em que um potencial é lido dentro de uma janela de potencial definida.
Dentro dos métodos voltamétricos, existem a voltametria de varredura linear, voltametria
ciclica, amperometria, voltametria de pulso diferencial, voltametria de onda quadrada e
polarografia (RONKAINEN et al., 2010).

Com as técnicas voltamétricas € possivel trabalhar com limites de deteccdo
excepcionalmente baixos, 0 que faz com que elas sejam cada vez mais associadas aos
biossensores para diferentes aplica¢fes analiticas. Sendo assim, biossensores voltamétricos tém
boa sensibilidade, sdo confiaveis, de simples montagem e podem realizar analises em uma faixa
de concentracdo diversa sem que haja um pré-tratamento da amostra (CATANANTE et al.,
2016).

2.2.Elementos de reconhecimento bioldgico para imobilizacdo enzimatica

O elemento de reconhecimento bioldgico, ou bioreceptor, usado na constru¢do do
biossensor €, geralmente, uma molécula organica que detecta um analito especifico no meio
reacional, enquanto se mantém neutro quanto a resposta de algumas espécies interferentes
potenciais. Os bioreceptores tipicos para a construgdo de biossensores sdo enzimas, anticorpos,
microrganismos, acidos nucleicos e entre outros (Figura 1) (THEVENOT et al., 2001; ALI et
al., 2017).
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Figura 1: Bioreceptores tipicos usados na construcdo de biossensores. Fonte: Autoria propria.

Para poder utilizar o potencial catalitico das enzimas e melhorar as vantagens dessas
proteinas sobre os catalisadores quimicos, métodos de imobilizacdo enzimaética tém sido
estudados para torna-las insoltveis no meio reacional, tais como: encapsulacdo em membranas
poliméricas; confinamento em matrizes poliméricas; adsor¢cdo em materiais insollveis
hidrofobicos ou em resinas de troca ibnica; encapsulacdo; ligacdo covalente a uma matriz
insoltvel ou por reticulacdo (Figura 2) (FERNANDEZ-FERNANDEZ, 2013; MESQUITA, et
al., 2018; SOLEIMANI et al., 2012; JU et al., 2012; SINGH et al., 2014; VIEIRA et al., 2013;
CHANG et al., 2013; ZHAO et al., 2013; EHLERT et al., 2010; Al et al., 2014; LANG et al.,
2014; CADENA et al., 2010; HOU et al., 2014; YUSDY et al., 2009; SILVA et al., 2014; SUN
etal., 2013; KRISHNA et al.,2011).
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Figura 2: Representacdo dos metodos de imobilizagdo de enzimas. Fonte: Adaptado de

Fernandez-Fernandez, 2013.

Cada método de imobilizacdo tem suas vantagens e suas desvantagens e deve ser eleito
levando em conta a natureza da enzima, o transdutor e 0 método de deteccdo. E necessario
considerar se 0 objetivo da imobilizacdo seja maxima sensibilidade para o biossensor ou maior
estabilidade (SASSOLAS, 2012).

Os biossensores enzimaticos apresentam uma camada de enzima em sua superficie, o que
faz com que ele tenha uma maior seletividade e catalise a formacdo de um produto eletroativo
para detec¢do. Uma vez imobilizados, aumentam a estabilidade dos bioreceptores, reduz custos
e, em alguns casos, pode até aumentar a atividade enzimatica, melhorando assim o sinal

analitico do biossensor desenvolvido (Figura 3).
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Figura 3: Esquema de representacdo de um biossensor enzimético genérico apresentando uma

camada de enzima em sua superficie. Fonte: Autoria propria.

Eletrodos enzimaticos vém sendo muito estudados, e varios métodos fisicos e quimicos vém
sendo desenvolvidos para realizar a imobilizacdo enzimética. Tais estudos vém sendo
realizados para que se possa, cada vez mais, melhorar o contato entre a enzima e a superficie
sensitiva do transdutor sem que o sitio ativo da enzima seja blogueado ou gue sua geometria
seja alterada de forma drastica (RONKAINEM, et al., 2010).

2.3. Zeoblita como suporte para imobilizacdo enzimatica

A zedlita é um material que tem propriedades de importante aplicacdo na imobilizacao
enzimatica, devido sua capacidade de performarem com alta eficiéncia em adsor¢des. Esta
ultima se dando devido a sua grande superficie interna, as cavidades espagosas sdo uma

caracteristica da estrutura cristalina das zedlitas (LUZ, 1994).

As zeolitas sdo minerais naturais e sintéticos que apresentam caracteristicas comuns. Mais
especificamente, sdo aluminosilicatos hidratados de metais alcalinos ou alcalinos terrosos,
estruturados em redes cristalinas tridimensionais, composta por tetraedros da forma TO4 (T=
Si, Al, B, Ge, Fe, O, Co) unidos nos vértices atraves de um atomo de oxigénio (Figura 4). Esses
minerais possuem uma estrutura microporosa que faz com que eles tenham uma superficie
interna muito grande se comparada a superficie externa (JEWUR et al., 1984; LUZ, 1994;
TAGAMI et al., 2001; GRECCO, 2013). Na formula TO4 das zedlitas mais comuns, o T
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representa o Si ou 0 Al. A férmula quimica por célula unitaria € a seguinte (JEWUR et al.,
1984):

My [(AlO2)x (SiO2)y].mH20
Onde:
M = cétion de valéncia n;
m = nimero de moléculas de agua;

X e y = nimero de tetraedros por célula unitaria.

.‘ ©) o, Nf \O_ O
\\\\
: \Si/ \%“\ \Si/

Figura 4: Esquema da estrutura das zedlitas. Devido a carga trivalente do aluminio, os
tetraedros AlO4 induzem a formacdo de cargas negativas na estrutura das zedlitas que sdo
neutralizadas por um cation M* (Adaptado de MARTINS; CARDOSO, 2006).

A ocorréncia das zedlitas pode ser tanto natural como sintética. As zedlitas naturais podem
ocorrer a partir de alteragdes de vidros vulcanicos, por exemplo. Os fatores que sao
determinantes para a formacdo dos diferentes tipos de zeélitas sdo temperatura, pressdo,
atividade das espécies i6nicas e pressao parcial da agua. As zedlitas naturais mais conhecidas e
amplamente usadas sdo; mordenita, clinoptilolita, heulandita, philliosita, erionita e chabazita
(LUZ, 1994).

J& as zeolitas sintéticas, podem ser produzidas a partir de solu¢des aquosas saturadas, e
fatores como composicdo, temperatura e pressao devem ser definidos e pré-determinados. Os
dois processos de sintese basicos que sd@o mais utilizados a nivel comercial sdo a formacéo e

cristalizacdo a parir de um hidrogel aluminosilicato, e a cristalizacdo a partir de caulim
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calcinado (LUZ, 1994). Neste trabalho, foi utilizada a ze6lita NaY, que € sintetizada em meios

saturados de sodio. Por isso a denominagdo “Na” em seu nome, jaa letra Y é o nome da zeolita.

2.4.Enzima peroxidase

As enzimas, proteinas que possuem atividade catalitica, dependem somente da sua propria
estrutura proteica para realizar tal atividade, ou necessitam de cofatores, que podem ser ions
metalicos ou moléculas organicas denominadas coenzimas. Algumas enzimas dependem de
ambos para realizarem o papel da catalise (LEADLAY et al., 1993; VOET & VOET, 1998;
BERG et al., 2001).

Em relacdo ao grau de especificidade das enzimas pelos substratos, Oliveira e colaboradores
(2007) afirmam que existe um alto grau de especificidade, acelerando reacdes quimicas
especificas e atuando, em sua maioria, em solucdes aquosas e em condi¢cdes brandas de
temperatura e pH (OLIVEIRA et al., 2007).

As enzimas ainda podem ser classificadas em seis grupos: oxidorredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases e ligases. Enzimas como a peroxidase pertencem ao grupo das
oxidorredutases (LEHNINGER, 1986; LEADLAY etal., 1993; VOET & VOET, 1998; BERG
etal., 2001).

Em 1855, pela primeira vez, foi observada a atividade enzimatica das peroxidases por
Schoenbein. Em 1898, Linossier isolou a enzima do tecido de raiz forte. Em 1920, estudos
relacionados a estrutura quimica, cinética e mecanismo das peroxidases comecam a ser
desenvolvidos (DUNFORD et al., 1976; VAMOS-VIGYAZO, 1981; BRUNETTI & FARIA-
OLIVEIRA, 1981; WHITAKER, 1985; ROBINSON, 1991; DUNFORD, 1991; CAMPA,
1991).

A enzima peroxidase possui um sitio ativo constituido de um cofator ferro no seu estado de
oxidacdo 3" que se encontra ligado a uma molécula de protoporfirina IX (Heme) e catalisa
reacOes de oxidacdo de varios substratos doadores de protons, como: monofendis, difendis,
polifendis e aminofendis na presenca de peroxido de hidrogénio. A Figura 5 mostra a estrutura
tridimensional da enzima peroxidase e seu sitio ativo (HENRIKSEN, et al., 1999; KUBOTA,
etal., 2001; VEITCH, 2004).
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Figura 5: Representacéo tridimensional da enzima peroxidase com destaque do grupo Heme.
Proteina extraida do PDB (6ATJ) Fonte: Autoria propria

Quanto ao ciclo catalitico da peroxidase é esquematizado na Figura 6. O primeiro passo
da catalise enzimatica ocorre com a oxidagdo do atomo férrico (Fe*) da enzima nativa pelo
peroxido de hidrogénio (H205), produzindo o composto I, que consiste no ferro oxiferrila (Fe**=
O) e o radical protoporfirina (R*). Por meio de uma transferéncia de elétrons do substrato (por
exemplo, hidroquinona) o Composto | se transforma no Composto Il. No ultimo passo do
processo, 0 composto |1 em mais uma etapa monoeletrénica com a participa¢do do substrato
(por exemplo, hidroquinona), é convertido na forma nativa da enzima (KUBOTA, et al., 2001).
Em resumo, neste trabalho vamos observar quimicamente que a peroxidase na presenca de
peréxido de hidrogénio catalisa a oxidacdo da hidroguinona a p-quinona (FATIBELLO-
FILHO, et al., 2002).
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Composto | hidroquinona

+_ 0 Rt
Fe''=0,R le p- quinona

2H,0
Composto Il
2 Fe'*=0, R
2H,0, hidroquinona
le p- quinona
Peroxidase nativa

Fed*

Figura 6: Ciclo catalitico da enzima peroxidase (Adaptado de OLIVEIRA, 2007)

A peroxidase é uma enzima capaz de decompor varios peroxidos (ROOH) para oxidar
substratos inorganicos e organicos e esta amplamente presente nos reinos animal e vegetal.
Apesar da principal fonte de extracdo de peroxidase ser a raiz forte, estudos quanto a extracgéo,
purificacdo, identificacdo e propriedades cataliticas dessa enzima vém sendo performados em
diversos vegetais, como rabanete, abobrinha, nabo, repolho, jilé e entre outros (LEE et al., 1983;
MOULDING et al., 1987; LEE et al., 1988; SODA et al., 1991; CIVELLO et al., 1995; BOUEL
et al., 2000; HOULSCHUH, 2000; FATIBELLO-FILHO & VIEIRA, 2000; DUARTE-
VAZQUEZ et al., 2001; SANTOS, 2002).

Devido suas propriedades cataliticas, versatilidade de reconhecimento de substratos e
termoestabilidade, as peroxidases sdo largamente utilizadas em processos industriais. Suas
areas de aplicacdo sdo, por exemplo, sintese organica, remoc¢do de compostos fendlicos em
residuos industriais, imunoensaios enzimaticos e construcdo e aplicacdo de biossensores
(MILAND et al., 1996; TONG et al., 1997; LOUGHLIN, 2000; FATIBELLO-FILHO &
VIEIRA, 2000).

2.5. Hidroquinona

A hidroquinona (1,4 benzenodiol) é uma substancia quimica utilizada em processos como
revelador fotogréfico, inibidor de polimerizagdo, antioxidante e agente despigmentante. E
apresentada em forma de cristais brancos, tem peso molecular de 110,1 g mol?, ponto de
ebulicdo de 285°C, pKai= 9,91, pKay= 12,04, densidade relativa de 1,36 (20°/4°C), é sollvel
em agua, alcool e cloroférmio e possui férmula molecular CeHsO2 (MERK, 2001; OLIVEIRA

& VIEIRA, 2006). Essa substancia pode ser facilmente oxidada pela exposi¢do ao ar. Tal
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facilidade de oxidagdo € devido ao grupo hidroxila em posi¢do para em sua molécula, como
pode ser visto na Figura 7 (GARCIA, 2004).

HO OH

Figura 7: Férmula estrutural da hidroquinona. Autoria propria.

O uso da hidroquinona em cosméticos, como cremes e géis, ndo provoca reacoes adversas
qguando em concentragdes de 2 a 5%, sendo que concentracdes de 3 a 4% séo as recomendadas
para bons resultados para clareamento da pele. Ja quando em concentracGes superiores a 4% e
em uso prolongado, certos efeitos colaterais podem surgir, como coceira, dermatites e eritema,
mudangas na coloracdo da pele e sensibilizacdo da pele (SAKODINSKAYA et al., 1992;
COROMINAS et al., 2004).

De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional Vigilancia Sanitaria), em 2016, a
hidroquinona era autorizada em medicamentos da categoria dos desmelanizantes numa
concentracdo de 4%, estando na forma de creme ou gel dermatolégico (BRASIL, 2016).
Contudo, segundo a Resolucdo de Diretoria Colegiada — RDC N° 529, de 4 de agosto de 2021,
a hidroquinona esta na lista de substancias que ndo podem ser utilizadas em produtos de higiene
pessoal, cosméticos e perfumes. Os produtos que foram fabricados de acordo com a Resolugédo
de Diretoria Colegiada — RDC N° 83, de 17 de junho de 2016, poderdo ser comercializados até

o final dos seus prazos de validade.

No Canada, a hidroquinona estéa na lista de ingredientes proibidos para uso em cosméticos
para pele desde 2008. Seu uso € completamente banido na Europa e no Japéo (USA, 2009). Em
2006, nos Estados Unidos da América, a FDA (Food and Drug Administration) alterou a
legislacdo de 1982, propondo que produtos contendo hidroquinona ndo deveriam ser
disponibilizados (USA, 2006; USA, 2009). A NTP (National Toxicology Program), ainda
realiza estudos sobre a hidroquinona e a concentragdo maxima permitida no pais é de 2% (USA,
2009; USA, 2015).

Visando a seguranca do consumidor, bem como o controle de qualidade dos produtos, é

importante se estabelecer métodos analiticos para a determinacao de hidroquinona em diversos
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produtos farmacéuticos. Diversos processos sdo descritos na literatura para realizar tal
determinacdo, entre eles os métodos cromatograficos, espectrofotométricos e eletroanaliticos
(FIRTH & RIX, 1986; SAKODINSKAYA et al., 1992; LEE et al., 1993; GAJEWSKA &
KASZUBA, 1999; JIA & ZHANG, 2003; OLIVEIRA et al., 2004; LUPETTI et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2006).

2.6.Métodos Eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos oferecem vantagens frente aos métodos analiticos
convencionais, pois apresentam baixo limite de deteccdo, tempo de resposta relativamente
rapido, facil manuseamento e baixo custo (ZAPP et al., 2011). Diversas técnicas sao usadas nos
estudos eletroanaliticos para o desenvolvimento de biossensores e entre as mais usadas estdo a

voltametria ciclica, a voltametria de pulso diferencial e a voltametria de onda quadrada.

A voltametria ciclica € muito utilizada para obter informacGes qualitativas de processos
eletroquimicos e é baseada na leitura linear do potencial sobre o tempo. A técnica também
permite a rapida obtencdo de informacgBes sobre a termodindmica dos processos redox
(PACHECO et al., 2013; PISOSCHI et al., 2020). Com o0 objetivo de se obter técnicas mais
sensitivas, rapidas e com melhor resolucdo de pico que a técnica de voltametria ciclica, as
técnicas de pulso foram desenvolvidas. Dentre as técnicas de pulso, pode-se destacar a
voltametria de pulso diferencial e a voltametria de onda quadrada (PACHECO et al., 2013).

A voltametria de pulso diferencial € uma técnica que tem boa detectabilidade e resolucao
se comparada diretamente com as técnicas de corrente. Nesse tipo de voltametria, pequenos
pulsos de potencial padrdo sdo aplicados no eletrodo de trabalho em uma tensao variavel linear
ou no sentido horéario. A corrente é geralmente medida uma vez antes do pulso e no final da
aplicacdo de pulso, diminuindo a contribuicdo da corrente de carga (PACHECO et al., 2013;
PISOSCHI et al., 2020).

A voltametria de onda quadrada é uma técnica mais rapida e sensitiva que a voltametria de
pulso diferencial, devido a amostragem de sinal, que assegura um baixo ruido de fundo. Essa
técnica se baseia na aplicacdo da variagdo dos potenciais de onda quadrada e de escada,
promovendo uma frequéncia analitica alta (PISOSCHI et al., 2020; SOUZA et al., 2004; CHEN
etal., 2011).
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2.7. Métodos estatisticos

Em um método analitico, diversas varidveis ou fatores podem influenciar na
magnitude e na qualidade do sistema estudado (BEZERRA et al., 2008). Desta forma, métodos
analiticos, ao serem desenvolvidos, necessitam de otimizagdo por meio da investigacdo de
variaveis e dos seus niveis. O termo otimizacdo tem sido comumente utilizado em anélises
quimicas, como meio de descobrir quais as condicGes ideais de um procedimento para
produzirem a melhor resposta possivel garantindo a este, maior sensibilidade e melhores
caracteristicas analiticas (ARAUJO et al., 1996; BEZERRA et al., 2008). A otimizacio de
pardmetros experimentais de relevancia talvez seja uma das etapas mais criticas de uma
pesquisa.

A maioria das vezes, a otimizacdo de varidveis experimentais é realizada por meio de
procedimentos que avaliam o efeito de uma variavel por vez, ou seja, alteram-se as quantidades
ou concentragdes de uma varidvel independente e mantém todos 0s outros pardmetros em um
nivel fixo, tornando-se uma analise univariada, que pode ser extremamente demorada e onerosa
no caso de um elevado nimero de variaveis. De maneira geral, realizar uma andlise univariada
impede o estabelecimento de 6timos verdadeiros em fungdo da frequéncia com que as variaveis
se apresentam altamente correlacionadas (PERALOTA_ZAMORA et al., 2005; CUNICO et
al., 2008) além de desvantagens, tais como o tempo gasto para otimizacéo e a falta de avaliacédo
acerca das interacdes entre as varidveis que afetam o processo em estudo (CUNICO et al.,
2008). A observacdo dos efeitos de varidveis e suas interacdes é de extrema importancia para
entender 0s processos que estdo sendo monitorados em um determinado sistema (PEREIRA-
FILHO et al., 2002).

De acordo com Peralta-Zamora et al. (2005), planejamentos experimentais fatoriais
permitem avaliar simultaneamente o efeito de um grande ndmero de variaveis a partir de um
namero reduzido de ensaios experimentais (PERALTA-ZAMORA, et al., 2005). Cunico e
colaboradores (2008), corroboram com essa ideia e concluiram que um planejamento fatorial
determina quais fatores tém efeitos relevantes na resposta e, também, como o efeito de um fator
varia com o0s niveis dos outros fatores. Além disso, um planejamento fatorial permite
estabelecer e quantificar as correlacbes entre os diferentes fatores e que sem o uso de
planejamentos fatoriais de experimentos, importantes interacdes entre fatores podem néo ser
detectadas e a otimizagdo méxima do sistema pode levar mais tempo para ser alcangada.
Sistemas multivariados, fundamentados em planejamento fatorial de experimentos, permitem

viabilizar o reconhecimento de condic¢des de 6timo verdadeiro a partir de um reduzido numero
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de experimentos (CUNICO et al., 2008). A metodologia de superficies de resposta (ou RSM,
do inglés Response Surface Methodology) é uma técnica de otimizacdo baseada em
planejamentos fatoriais. Sdo métodos estatisticos aplicados ap6s uma triagem dos fatores
importantes, que geralmente é realizada previamente por um planejamento fatorial (DE
BARROS et al., 2005). A otimizacdo tem como objetivo melhorar o desempenho de um
sistema, de um processo ou de um produto de forma a obter deles 0 maximo de beneficios
possiveis (NOVAES et al., 2017)

De acordo com Barros e colaboradores (2005), as variaveis de processo, tais como pH,
temperatura e concentracdes de reagentes podem influenciar a resposta de um sistema quimico.
AlteracGes nos niveis das variaveis de processo podem afetar o resultado experimental através
de seus efeitos principais (efeitos individuais) e de interacdo com outras variaveis de processo,
mas seus niveis podem ser variados de forma independente uns dos outros durante o
modelamento, como acontece nos planejamentos fatoriais (DE BARROS et al., 2005).

Por representarem uma abordagem extremamente promissora, 0s biossensores devem
ser estudados e explorados empregando-se sistemas multivariados e aplicando planejamentos
fatoriais e metodologia de superficies de respostas para selecionar variaveis experimentais que
influenciem significativamente a resposta analitica e assim otimizar o processo. Ao estudar o
efeito e interagOes das concentracdes de diferentes varidveis ou fatores no desenvolvimento de
um biossensor existe a possibilidade de encontrar novos agentes bioativos ou componentes
bioldgicos mais eficientes (DE BARROS et al., 2005).
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3. METODOLOGIA
3.1.Materiais e instrumentacao

O fosfato de s6dio monobasico e bibasico usados para o preparo da solucéo tampéo foram
adquiridos da Dinadmica Quimica Contemporanea Ltda® (S&o Paulo/Brasil). O peréxido de
hidrogénio foi adquirido pela Alphatec (Sdo Paulo/Brasil). Reagente de biureto (Hidroxido de
sodio + sulfato de cobre + tartarato de sddio e potassio adquiridos) da Dindmica Quimica
Contemporénea Ltda® (S&o Paulo/Brasil). A Albumina de soro bovino e o Guaiacol foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). Oleo mineral adquirido da Nujol® (Sdo Paulo/
Brasil). Grafite em p6 foi adquirido da Synth (Brasil) e a Zedlita NAY (estrutura MFI) usada
neste trabalho foi fornecida pela Zeochem (referéncia n V1148.4) com uma razéo Si / Al de 14.
Os agentes protetores (latex, PVP K90 e PVOH) foram doados pelo Programa de Pds-
Graduagdo de Engenharia de Biomateriais da Universidade Federal de Lavras. As formulagtes
farmacéuticas da Hidroquinona (Leviate® - lote: 10026) e do creme (EMS Satide® - lote 2J9485)

foram adquiridos em drogaria local.

Para o desenvolvimento dos métodos voltamétricos foi utilizado um potenciostato da marca
Ivium Vertex acoplado a um computador com o software IviumSoft e uma célula eletroquimica
com capacidade de 15 mL composta por um arranjo de trés eletrodos. O eletrodo de trabalho
foi o de pasta de carbono modificada com o extrato enzimético (carbon paste electrode - CPE)
com 20 haste de teflon (7 cm) e um orificio de 0,262 mm de didmetro e 0,300 mm de
profundidade. O eletrodo auxiliar foi o de fio de platina e o eletrodo de referéncia foi o de
Ag|AgCI (KClsat).

3.2.0btencao do extrato bruto enzimatico de vegetais

Apos lavagem e secagem, 25 g do material vegetal (repolho verde, abobrinha, rabanete e
jilo) foram picados e homogeneizados em liquidificador com 100 mL de tampé&o fosfato 0,1
mol L (pH 6,5), contendo 2,5 g de diferentes agentes protetores, tais como Polivinilpirrolidona
(PVP K90), latex, cera vegetal de coco e alcool polivinilico (PVOH). O homogenato foi filtrado
em quatro camadas de tecido (gaze) e centrifugado a 9.000 rpm durante 20 minutos a 4 °C. A
solucgéo sobrenadante foi dividida em diversas aliquotas, armazenadas em refrigerador a4 °C e

usadas como fonte enzimatica de peroxidase (LUPETTI et al., 2003).
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3.3. Conservacdo enzimatica

Quatro diferentes tipos de materiais foram utilizados nesta etapa do processo: PVP K90,
latex e PVOH. Desta forma, testes espectrofotométricos quanto a conservacgao enzimatica foram
realizados no decorrer do trabalho. As extracdes de repolho verde, abobrinha, rabanete e jilo
foram realizadas com o reagente PVP K90. Ja os demais reagentes como latex e PVOH, que
foram cedidos pelo grupo de pesquisa da Engenharia Florestal, sob coordenacéo do professor
Gustavo Henrique Denzin Tonoli, foram utilizados apenas com o jild, sendo testadas como

novas alternativas (Figura 8).

Figura 8: Extratos enziméticos de jil6 com PVOH e latex.

3.4. Determinacao da atividade da enzima peroxidase e proteina total do extrato bruto

enzimatico

Para a determinacdo da atividade enzimatica total da peroxidase nos extratos brutos
enzimaticos, seguindo a metodologia proposta por Fatibello-Filho & Vieira (2000), foi
preparada, em um tubo de ensaio, uma solucdo com 2,7 mL de solugdo de guaiacol (0,05 mol
L1); 0,2 mL do extrato enzimatico e 0,10 mL de peréxido de hidrogénio (10x10° mol L), que
foi rapidamente transferida para uma cubeta para leitura de absorbancia no comprimento de
onda de 470 nm. As leituras foram realizadas a temperatura ambiente e em triplicata, sendo a
primeira leitura realizada imediatamente apds a rapida transferéncia da solucdo para a cubeta e
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em intervalos de 10 segundos durante um periodo total de 120 segundos. A atividade total de
peroxidase nos extratos dos vegetais foi obtida por meio da Equagéo 1 (MOCCELINI, 2011).

AABS x 1000
At xV

Unidades mL™ = (Equacdo 1)

No qual unidades mL™ ¢ a unidade de atividade da peroxidase por mL; AABS ¢ a variagio
da absorbancia; At € a variagao do tempo de reacdo em min; V € o volume de extrato enzimatico
utilizado no ensaio em mL. Uma unidade de atividade é definida como a quantidade de enzima
que causa um aumento de 0,001 unidade por minuto de absorbéncia para o tetraguaiacol
produzido (FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2002).

A concentracdo de proteinas total foi determinada por meio do método de biureto
(GORNALL et al, 1949), empregando-se albumina de soro bovino como padrdo. A atividade
especifica enzimatica (U pg™ de proteina) pode ser entéo calculada pela razéo da atividade total

da enzima (U mL™?) e o teor de proteina total (ug mL™).
3.5.Estudos quanto a técnica analitica voltamétrica

Previamente a otimizacdo da construcdo do biossensor via planejamento fatorial, foi feito
um estudo em relacéo a técnica voltamétrica a ser utilizada para as analises, sendo as técnicas
estudadas a voltametria de pulso diferencial (DPV) e a voltametria de onda quadrada (SWV).
Durante esses experimentos voltamétricos, curvas analiticas (de 5,96x10* a 1,77x10° mol L™
de HQ) foram obtidas levando-se em consideracdo faixa de potencial aplicado de 0,15 até
-0,29 V e concentracéo de peroxido de hidrogénio de 2,0x107 mol L, bem como foi utilizado
um eletrodo de pasta de carbono modificado com a enzima peroxidase imobilizada previamente
em zeolita NaY (1300 U mL™ de enzima + 0,029 de zedlita NaY).

3.6.Construcao do biossensor

O biossensor foi construido a partir de uma adaptacdo da metodologia de Lupetti et al.
(2003), visto que a professora orientadora Fabiana Felix, do grupo do Laboratério de Analitica
e Eletroanalitica (LAE — DQI/UFLA), ja possui experiéncia no desenvolvimento de sensores e
biossensores voltamétricos (FELIX et al., 2006; FELIX e ANGNES, 2018).

Foi aplicado um planejamento experimental fatorial fracionado 2% (resolucéo V) para
determinar a influéncia no efeito e interagcdes das diferentes variaveis do biossensor. A Tabela
1 mostra as variaveis independentes estudadas no processo e seus niveis de variagao. A resposta

para 0s ensaios do planejamento experimental foi a corrente em relagdo ao potencial aplicado.
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A Tabela 2 mostra a matriz do delineamento experimental fatorial fracionado 24 e os niveis

das variaveis estudadas.

Tabela 1 - Variaveis independentes e niveis de variagéo.

Variaveis Independentes Unidade Cadigo Niveis minimos Niveis méaximos
Extrato enzimético U/mL X1 250 2600
Zedlita g X2 0,01 0,08
Grafite g X3 0,10 0,40
Oleo Mineral uL X4 1 gota 3 gotas
pH Xs 5,5 75
Perdxido de hidrogénio Mol/L Xs 0,0008 0,0040
Frequéncia Hz X7 50 55,0
Amplitude mV Xs 10 110
Incremento de potencial mV Xq 1 19

*1 gota =25 L

Tabela 2: Matriz do delineamento experimental fatorial fracionado 2% e os niveis das

variaveis estudadas.

Ensaio X1 X2 X3 X4 Xs Xs X7 Xs X
1 250 0,01 0,10 1 55 0,0040 55 110 19
2 2600 0,01 0,10 1 5,5 0,0040 5 10 1
3 250 0,08 0,10 1 5,5 0,0008 55 10 1
4 2600 0,08 0,10 1 5,5 0,0008 5 110 19
5 250 0,01 0,40 1 5,5 0,0008 5 110 1
6 2600 0,01 0,40 1 5,5 0,0008 55 10 19
7 250 0,08 0,40 1 55 0,0040 5 10 19
8 2600 0,08 0,40 1 55 0,0040 55 110 1
9 250 0,01 0,10 3 55 0,0008 5 10 19
10 2600 0,01 0,10 3 55 0,0008 55 110 1
11 250 0,08 0,10 3 55 0,0040 5 110 1
12 2600 0,08 0,10 3 55 0,0040 55 10 19
13 250 0,01 0,40 3 55 0,0040 55 10 1
14 2600 0,01 0,40 3 55 0,0040 5 110 19
15 250 0,08 0,40 3 55 0,0008 55 110 19
16 2600 0,08 0,40 3 55 0,0008 5 10 1
17 250 0,01 0,10 1 7,5 0,0008 5 10 1
18 2600 0,01 0,10 1 7,5 0,0008 55 110 19
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19 250 0,08 0,10 1 7,5 0,0040 5 110 19
20 2600 0,08 0,10 1 7,5 0,0040 55 10 1
21 250 0,01 0,40 1 7,5 0,0040 55 10 19
22 2600 0,01 0,40 1 7,5 0,0040 5 110 1
23 250 0,08 0,40 1 7,5 0,0008 55 110 1
24 2600 0,08 0,40 1 7,5 0,0008 5 10 19
25 250 0,01 0,10 3 7,5 0,0040 55 110 1
26 2600 0,01 0,10 3 7,5 0,0040 5 10 19
27 250 0,08 0,10 3 7,5 0,0008 55 10 19
28 2600 0,08 0,10 3 7,5 0,0008 5 110 1
29 250 0,01 0,40 3 7,5 0,0008 5 110 19
30 2600 0,01 0,40 3 7,5 0,0008 55 10 1
31 250 0,08 0,40 3 7,5 0,0040 5 10 1
32 2600 0,08 0,40 3 7,5 0,0040 55 110 19
33 1425 0,05 0,25 2 6,5 0,0024 30 60 10
34 1425 0,05 0,25 2 6,5 0,0024 30 60 10
35 1425 0,05 0,25 2 6,5 0,0024 30 60 10

Fonte: Autoria prdpria (2021).

Apobs verificar a influéncia e as interac@es dos valores das variaveis e selecionar as variaveis

mais significativas na determinacdo da producdo de corrente proveniente da reacdo redox de

hidroquinona, aplicou-se um delineamento central composto rotacional 2* para otimizagdo da

determinacdo da producdo de corrente. A Tabela 3 mostra as variaveis selecionadas e seus

niveis de variacdo e a Tabela 4 mostra a matriz do delineamento central composto rotacional 2*

e 0s niveis das variaveis estudadas.

Tabela 3 - Varidveis independentes selecionadas e seus niveis de variag&o.

Variéveis Independentes Unidade Cadigo Niveis minimos Niveis maximos
Extrato enzimatico U/mL X1 250 2600
Zeolita g Xz 0,01 0,08

Oleo Mineral pL X3 1gota 3 gotas

pH Xa 5,5 7,5

*1 gota =25 pL
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Tabela 4: Matriz do delineamento central composto rotacional 2* e os niveis das variaveis

estudadas.
Ensaio Extrato Zeolita Oleo pH
Enzimético (9) Mineral
(U/mL) (gotas)
1 1000,0 0,05 2,0 55
2 1000,0 0,05 2,0 75
3 1000,0 0,05 4,0 55
4 1000,0 0,05 4,0 75
5 1000,0 0,10 2,0 55
6 1000,0 0,10 2,0 7,5
7 1000,0 0,10 4,0 55
8 1000,0 0,10 4,0 7,5
9 2600,0 0,05 2,0 55
10 2600,0 0,05 2,0 7,5
11 2600,0 0,05 4,0 55
12 2600,0 0,05 4,0 7,5
13 2600,0 0,10 2,0 55
14 2600,0 0,10 2,0 7,5
15 2600,0 0,10 4,0 55
16 2600,0 0,10 4,0 7,5
17 200,0 0,075 30 6,5
18 3400,0 0,075 3,0 6,5
19 1800,0 0,03 30 6,5
20 1800,0 0,13 30 6,5
21 1800,0 0,075 1,0 6,5
22 1800,0 0,075 5,0 6,5
23 1800,0 0,075 30 45
24 1800,0 0,075 3,0 8,5
25 1800,0 0,075 3,0 6,5
26 1800,0 0,075 3,0 6,5

Fonte: Autoria propria (2021).

Além das variaveis independentes para a construcdo do biossensor foram utilizados valores

fixos de po de grafite (0,10g), perdxido de hidrogénio (0,0008 mol L?), frequéncia (5 Hz),

amplitude (10 mV) e incremento de potencial (1 Hz).
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Primeiramente, foi feita a imobilizagdo da enzima utilizando a zeolita NaY. As quantidades
de zedlita e de extrato enzimatico de cada ensaio foram colocadas em contato durante 48 horas.
Passado esse periodo, foi feita a lavagem dessa mistura com tampéo fosfato 0,1 mol/L a pH 6,5,
descartando o sobrenadante. Por fim, a mistura foi deixada para secar durante um periodo entre
24 e 48 horas. Apos esse processo, foram homogeneizadas as quantidades de po de grafite e da
enzima imobilizada de acordo com a matriz do delineamento experimental. Apo6s a

homogeneizacdo da pasta de carbono, a mesma foi inserida no eletrodo de trabalho.
3.7.Determinagéo de hidroquinona em cremes farmacéuticos

Para avaliar o desempenho do biossensor, a concentracdo de hidroquinona foi determinada
em creme farmacéutico comprado em farmacia local da cidade de Lavras (MG). Todos os
experimentos foram realizados em temperatura ambiente em tampdo fosfato 0,1 mol L?,

solucdo utilizada como eletrélito durante os experimentos voltamétricos.

O preparo da amostra foi feito seguindo metodologia adaptada proposta por Vieira &
Fatibello-Filho (2000). Foi pesada uma quantidade de 1,5 g de amostra de creme farmacéutico,
que foi dissolvida em 40 mL de tampao fosfato 0,1 mol L e mantida em agitacdo até a
dissolucdo completa. Apds esse processo, o volume foi ajustado com a mesma solugdo tampéo

em um baldo volumétrico de 50 mL.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Atividade da enzima peroxidase e proteina total no extrato bruto enzimatico

E possivel observar, a partir dos resultados de absorbancia da Tabela 5, que hé a presenca
da enzima peroxidase em todos 0s extratos brutos vegetais (repolho verde, abobrinha, rabanete
e jilo). Sabe-se que a atividade catalitica dessa enzima em tecidos vegetais depende de alguns
fatores, como o local do plantio, periodo, estado de amadurecimento, ente outros
(FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2002).

Tabela 5: Resultados, em absorbéncia, da atividade enzimatica nos extratos brutos dos vegetais

em diferentes materiais para conservacdo enzimatica

Tempo Rabanete Repolho Abobrinha ] Jilo .
Jil6/PVOH ) Jilo/PVP

(s) IPVPK90  /PVPK90  /PVP K90 /Latex
K90
0 0,017 0,081 0,03 0,122 0276 0,084
10 0,032 0,099 0,066 0,339 0513 0,254
20 0,044 0,111 0,117 0,485 0705 0,396
30 0,056 0,135 0,176 0,646 0863 0,533
40 0,07 0,16 0,239 0,783 0971 0,656
50 0,085 0,182 0,319 0,899 1,059 0,759
60 0,101 0,208 0,384 0,996 1,102 0,840
70 0,115 0,23 0,457 1,076 1137 0,923
80 0,129 0,258 0,519 1,149 1,06 0,973
90 0,145 0,287 0,586 1,195 1,187 1,013
100 0,158 0,313 0,642 1,217 1189 1,041
110 0,174 0,336 0,695 1,245 1202 1,062
120 0,189 0,361 0,744 1,257 1207 1,078

Os resultados apresentados, a partir de experimentos realizados em comprimento de
onda méaximo de 470 nm, sdo provenientes do mecanismo de formacdo do produto da reacdo
entre guaiacol, peroxidase e H>O2, proposto por Doerge et al. (1997). A peroxidase, na presenca
de guaiacol e peroxido de hidrogénio, catalisa a reacdo levando a formacéo do tetraguaiacol.
Detalhadamente, observa-se que o radical fenoxil derivado de guaiacol sofre substituicdo na

posicdo para de guaiacol. Apos o rearranjo do intermediario, o produto 3,3'-dimetoxi-4, 4'-
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dihidroxibifenil é formado. A 3,3'-dimetoxi-4, 4'-bifenoquinona colorida é formada como

resultado da oxidacdo do 3,3'-dimetoxi-4, 4'-dihidroxibifenil (Figura 9).

OH G o
0
\H3C O\ O\
: CHy CH
Peroxidase g
—_—T o >
H,0,

Guaiacol
Guaiacol
H

CHy HsC CHa HaC,
/ N\ S N\,
HO . . - ’ ’

3,3'-dimetoxi-4, 4'-dihidroxibifenil

3,3-dimetoxi-4, 4'-bifenoquinona

Figura 9: Mecanismo de formacdo do produto da reacdo entre guaiacol, peroxidase e H.O>

proposto por Doerge et al. (1997).

Durante a realizacdo do experimento, foram tiradas fotos em que é possivel visualizar

a ocorréncia da reacdo no decorrer do tempo (Figura 10)
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Figura 10: Reacdo de oxidacao do guaiacol realizada para determinacéo de atividade
enzimatica total no extrato de repolho. a) Tempo: 10 segundos. b) Tempo: 50 segundos. ¢)

Tempo: 100 segundos. d) Tempo: 120 segundos.

A concentracdo de proteinas total foi determinada por meio do método de biureto

(GORNALL et al, 1949), empregando-se aloumina de soro bovino como padrao.

A partir dos valores de absorbancia das solu¢des padrdo de albumina bovina, foi possivel

obter uma curva padrdo, conforme Figura 11.

Curva padrao albumina bovina
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Figura 11: Curva padrdo de albumina bovina.

Através dos dados de regressdo linear foi possivel determinar o teor de proteinas totais

presentes nas amostras dos extratos enzimaticos produzidos a partir da Equacéo 2.

Absorbancia

(Equacéo 2)

- Coeficiente angular
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Os resultados de absorcdo para cada extrato enzimatico estdo apresentados na Tabela 6,

bem como os teores de proteinas totais, calculados a partir da curva padréo de albumina.

Tabela 6: Resultados do teor de proteina total nos extratos brutos dos vegetais em diferentes

materiais para conservagio enzimatica (absorbancia e mg mL™)

Vegetal/Agente protetor Teor de proteinas totais Teor de proteinas totais
(Absorbancia) (mg mL?)

Jilo/Lé&tex 0,034 0,6564
Jil6/PVOH 0,023 0,4440
Jil6/PVP K90 0,042 0,8108
Rabanete/PVP K90 0,005 0,0965
Abobrinha/PVP K90 0,010 0,1930
Repolho/PVP K90 0,003 0,0579

A atividade total de peroxidase nos extratos brutos dos vegetais foi obtida por meio da
Equacdo 1 e sdo apresentadas na Tabela 7, bem como os valores de atividade especifica
enzimatica (U pg™ de proteina), calculada pela razéo da atividade total da enzima (U mL ) e o

teor de proteina total (ug mL™).

Tabela 7: Resultados médios de atividade enzimatica total (U mL™) e atividade enzimatica

especifica (U.mgt) nos extratos enzimaticos brutos dos vegetais.

Amostras Atividade Enzimética Total Atividade Especifica

(U.mL?) (U.mgtde proteina)
Rabanete/PVP K90 430,0 44546
Repolho/PVP K90 700,0 12087,7
Abobrinha/PVP K90 1785,0 9246,3
Jil6/PVP K90 24842 3063,8
Jilo/L&tex 23275 3546,0
Jil6/PVOH 2837,5 6390,6

E possivel observar que, a partir dos resultados apresentados na Tabela 7, ha a presenca da
enzima peroxidase em todos os extratos brutos vegetais (repolho verde, abobrinha, rabanete e

Jild) utilizados neste experimento.
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Os resultados da atividade enzimatica total no extrato bruto enzimético de jil6é foram os
melhores em comparagdo com os demais vegetais utilizados neste experimento, assim como é
possivel verificar com os dados da literatura (4960,0 U mL™) de que o jil6 é uma opcio
vantajosa como fonte de peroxidase (OLIVEIRA, 2017). Dentre os diferentes polimeros
testados com os extratos brutos enzimaticos de jilo, o que obteve melhor resultado neste
trabalho foi o extrato contendo jilé e PVOH, com valor de 2837,5 U mL™; sequido dos extratos
de jilo com PVP K90 (2484,2 U mL™) e com latex (2327,5 U mL™1). Portanto, o polimero PVOH
é uma alternativa viavel como agente protetor durante a obtencao do extrato bruto enzimatico
do jilé (vegetal com maior quantidade de peroxidase conforme dados de atividade enzimatica
total).

O extrato bruto enzimatico do repolho obteve um desempenho mediano se comparado ao
valor encontrado na literatura (3175,0 U mL™), com uma diferenca em 2475,0 U.mL"* quando
comparado ao valor de referéncia (HAAS et al., 2019). O mesmo desempenho mediano é
percebido no extrato bruto enzimatico do rabanete, com resultado de 430,0 U mL™, ocasionando
uma diferenca em 2951,0 U mL™ em relagéo ao valor da literatura (3381,0 U mL™?). Por fim, o
extrato enzimatico de abobrinha foi o extrato vegetal com o menor desempenho constatado
quando comparado ao valor da literatura (6726,0 U mL™*) (LUPETTI et al., 2003).

Além de ter sido possivel calcular a atividade enzimatica total, no qual refere-se a eficiéncia
da peroxidase no extrato bruto vegetal, também foi possivel realizar os célculos da atividade
enzimatica especifica para todos os extratos brutos enzimaticos vegetais empregados nesta
pesquisa com o objetivo de verificar o grau de pureza da enzima. Pode-se perceber com 0s
dados da Tabela 7 que o melhor valor de atividade especifica (U mg™ de proteina) foi para o
extrato de repolho, com valor de 12087,7 U mg*; sequido dos extratos brutos enzimaticos de
abobrinha (9246,3 U mg), jil6 com PVOH (6390,6 U mg™), rabanete (4454,6 U mg™), jild
com latex (3546,0 U mg™) e jilé com PVP K90 (3063,8 U mg™).

O valor obtido de atividade enzimaética especifica para o extrato bruto enzimatico de
abobrinha esta proximo do esperado quando comparados com o valor da literatura, de 13700,00
U.mg* de proteina, estando menor em 4453,7 U.mg* de proteina. Ja o extrato enzimatico de
rabanete encontra-se com valor de atividade enzimética especifica com 5745,4 U.mg™? de
proteina menor do valor encontrado na literatura (10200,00 U mg™ de proteina). O extrato
enzimatico de repolho verde chegou a um valor com 17112,3 U mg™ de proteina, valor este
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menor do que aquele encontrado na literatura (29200,00 U mg de proteina) (LUPETTI et al.,
2003; FUJITA et al, 1995).

O extrato bruto enzimatico de jilo também estd com valores de atividade enzimatica
especifica diferente daquele descrito na literatura. As diferengas em U mg™ de extrato de jild
com PVOH, jil6 com latex e jilo6 com PVP K90 quando comparados com o valor da literatura
(20840,00 U mg™) sdo de 14449,4 U mg*; 17294,0 U mg™t e 17776,2 U mg™ respectivamente
(OLIVEIRA, 2017). Tais diferencas podem ter ocorrido devido as condi¢es de plantio e
colheita do vegetal, a regido de cultivo, a qualidade de estoque, a maturacao do jild, e entre

outros fatores externos.

Embora a atividade enzimatica especifica, ou seja, a pureza do repolho seja melhor, neste
trabalho optou-se por priorizar o melhor resultado de atividade enzimética total dos extratos.
Portanto, o extrato enzimatico proveniente do jilé foi escolhido para este estudo.

Além do wvalor calculado de atividade enzimatica através de experimentos
espectrofotométricos, é possivel observar tal constatacdo nas respostas analiticas dos
experimentos aplicando a voltametria de pulso diferencial (DPV) para o estudo do melhor sinal
de corrente catodica entre 0s agentes protetores testados (latex, PVP K90 e PVOH), como

observado na Figura 12.

0,4}
0,8}
<<
3.
~~
— jilo/PVOH
121 jilo
jilo/latex
jil6/K90
_1’6 L

-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2
E/V (vs. Ag/AgCl)
Figura 12: Estudos com voltametria de pulso diferencial quanto a atuacdo dos agentes
protetores para solucdes de HQ 4,0x10* mol L e H202 2,0x 10 mol L em tamp&o fosfato

0,1 mol L.
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O perfil voltamétrico do jil6 sem agente protetor ficou similar ao perfil do jilé com PVOH,
enquanto que os demais voltamogramas de jil6 com latex e PVP K90 ficaram mais distintos,

provavelmente por uma acéo isolante desses agentes protetores.

O melhor sinal de corrente catddica produzida no estudo eletroquimico dos agentes
protetores foi aquele proveniente do extrato enzimatico de jil6 e PVOH, sendo o maior valor de
corrente de reducdo em comparacdo com os demais protetores como destacado na Figura 12.

Sendo assim, 0 PVOH é uma nova alternativa para atuar como agente protetor enzimatico.

4.2 Biossensor
4.2.1 Resultados do planejamento experimental fatorial fracionado 24

Na Figura 13, é apresentado o grafico de Pareto dos efeitos em p<0,05 na deteccdo de
corrente. Todos os valores que se localizam a direita da linha tracejada, foram estatisticamente

significativos (p<0,05).
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Figura 13: Gréafico de Pareto dos efeitos em p<0,05 na produgdo de corrente. E step: incremento

de potencial.

Analisando o grafico de Pareto (Figura 9), observa-se que a interacdo entre as variaveis
oleo mineral (Xs e pH (Xs) tiveram efeito positivo mais relevante (7,121243) seguido da
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interacdo entre as varidveis extrato enzimético (X1) e zedlita (X2) (5,744117) sendo ambas
estatisticamente significativas (p<0,05). O pH (Xs) apresentou um efeito negativo mais
relevante (-17,4176) que a interacdo entre as variaveis pH (Xs) e amplitude (Xs) (-12,9438),
seguido da interagdo das variaveis zeolita (X2) e pH (Xs) (-10,4056) e da interacdo das variaveis
zeodlita (X2) e amplitude (Xs) (-9,08607), sendo esses efeitos negativos estatisticamente
significativos (p<0,05). O efeito negativo das varidveis independentes e suas interacdes indicam
gue um aumento nas suas concentracdes, provocaria uma diminuicdo da deteccdo de corrente e
uma diminuicdo das concentracdes destes parametros dentro da faixa estudada, incrementaria a

deteccdo de corrente.

Na Tabela 8 observam-se as estimativas dos efeitos de cada varidvel, suas interacdes e
a significancia (p<0,05). O coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,9898 o0 que indica uma
excelente relacdo dos dados experimentais com a curva estabelecida pelo modelo matematico,
ou seja, somente 1,02% da variacdo da falta de deteccdo da corrente ndo pode ser explicado
pelos parametros estudados, existindo outros parametros que poderiam ser importantes para
conseguir uma deteccédo de corrente.
A deteccdo de corrente pode ser influenciada por fatores tais como a velocidade das espécies
ao se movem do seio da solugcdo para a superficie do eletrodo (transporte de massa) e a
velocidade que os elétrons sdo transferidos do eletrodo para a espécie em solugéo e vice-versa
(PACHECO et al., 2013).

Tabela 8: Estimativas dos efeitos de cada variavel, suas interagdes e significancia (p<0,05)

Variavel Efeito P
1 Extrato Enzimético 0,000004 0,090029
2 Zedlita -0,000015 0,009110*
3 Grafite -0,000006 0,044383*
4 Oleo Mineral 0,000010 0,019154*
5 pH -0,000025 0,003280*
6 Peréxido de hidrogénio -0,000004 0,117610
7 Frequéncia -0,000007 0,040785*
8 Amplitude -0,000018 0,005916*
9 Incremento de potencial -0,000008 0,032645*
Interacgdes
le2 0,000008 0,028996*
le3 -0,000004 0,109598
le4d -0,000013 0,011897*
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le5 0,000004 0,090029*
leb6 -0,000004 0,099851*
le7 -0,000003 0,143103
le8 0,000002 0,261816
le9 -0,000005 0,080445*
2e3 -0,000005 0,080445*
2e4 0,000002 0,261816
2e5 -0,000015 0,009110*
2e8 -0,000013 0,011897*
2e9 -0,000004 0,109598
3e4 -0,000003 0,143103
3eb -0,000006 0,044383*
3e9 0,000008 0,028996*
4e5 0,000010 0,019154*
5e6 -0,000004 0,117610
5e7 -0,000007 0,040785*
5e8 -0,000018 0,005916*
5e9 -0,000008 0,032645*

NUmeros seguidos de asterisco (*) sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de

confianga (p<0,05). Fonte: Autoria propria (2021).

Os resultados de valor de corrente do planejamento experimental fatorial fracionado 24

(resolucdo 1V) para determinar a influéncia no efeito e interagdes das diferentes variaveis na

construcdo do biossensor para deteccdo de corrente nas diferentes condi¢fes experimentais

estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9: Resultados do planejamento experimental fatorial fracionado 24 na producéo de

corrente (microA) em diferentes condi¢Oes experimentais

Variaveis Independentes Variavel
Dependente
Ensaio X1 X2 X3 X Xs Xe X7 Xs Xo Corrente
(A)

1 250 0,01 0,10 1 55  0,0040 55 110 19 0
2 2600 0,01 0,10 1 55  0,0040 5 10 1 0
3 250 0,08 0,10 1 55  0,0008 55 10 1 0
4 2600 0,08 0,10 1 55  0,0008 5 110 19 0
5 250 0,01 0,40 1 55 0,0008 5 110 1 0
6 2600 0,01 0,40 1 55 0,0008 55 10 19 0
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7 250 0,08 0,40 1 55 0,0040 5 10 19 0
8 2600 0,08 0,40 1 55 0,0040 55 110 1 0
9 250 0,01 0,10 3 55 0,0008 5 10 19 0
10 2600 0,01 0,10 3 55 0,0008 55 110 1 0
11 250 0,08 0,10 3 55 0,0040 5 110 1 0
12 2600 0,08 0,10 3 55 0,0040 55 10 19 0
13 250 0,01 0,40 3 55 0,0040 55 10 1 0
14 2600 0,01 0,40 3 55 0,0040 5 110 19 0
15 250 0,08 0,40 3 55 0,0008 55 110 19 0
16 2600 0,08 0,40 3 55 0,0008 5 10 1 0
17 250 0,01 0,10 1 7,5 0,0008 5 10 1 0
18 2600 0,01 0,10 1 7,5 0,0008 55 110 19 -3,10x10%
19 250 0,08 0,10 1 7,5 0,0040 5 110 19 -9,15x10%
20 2600 0,08 0,10 1 7,5 0,0040 55 10 1 -3,21 x10%
21 250 0,01 0,40 1 7,5 0,0040 55 10 19 -1,72x10%
22 2600 0,01 0,40 1 7,5 0,0040 5 110 1 -2,28x10°%
23 250 0,08 0,40 1 7,5 0,0008 55 110 1 -9,84x10°%
24 2600 0,08 0,40 1 7,5 0,0008 5 10 19 -1,26x10%
25 250 0,01 0,10 3 7,5 0,0040 55 110 1 -1,30x10°0%8
26 2600 0,01 0,10 3 7,5 0,0040 5 10 19 0
27 250 0,08 0,10 3 7,5 0,0008 55 10 19 -1,26x10%
28 2600 0,08 0,10 3 7,5 0,0008 5 110 1 -5,00x10°%
29 250 0,01 0,40 3 7,5 0,0008 5 110 19 -6,18x10°08
30 2600 0,01 0,40 3 7,5 0,0008 55 10 1 -6,23x10°7
31 250 0,08 0,40 3 7,5 0,0040 5 10 1 -4,21x10°%
32 2600 0,08 0,40 3 7,5 0,0040 55 110 19 -8,61x10°%
33 1425 0,05 0,25 2 6,5 0,0024 30 60 10 -2,16x10%
34 1425 0,05 0,25 2 6,5 0,0024 30 60 10 -1,60x10%
35 1425 0,05 0,25 2 6,5 0,0024 30 60 10 -1,39x10%

extrato enzimatico (X1), zedlita (X2), grafite (Xs), 6leo mineral (Nujol®) (Xa), pH (Xs), peréxido
de hidrogénio (Xs), € 0s parametros da técnica de voltametria de onda quadrada: frequéncia
(X7), amplitude (Xs) e incremento de potencial (Xo). Fonte: Autoria préopria (2021).

Levando em consideracdo as condigdes experimentais, os resultados apresentados na Tabela
8 mostraram que a deteccdo de corrente (A) nos experimentos variou de -6,23x10°" a -1,26x10°
05 A, ressaltando a aplicabilidade do biossensor em detectar corrente (A). A condicdo que

pareceu mais favoravel para detectar a corrente (A), foi no experimento 23, que produziu -
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9,84x10™ de corrente (A) e a condicdo que pareceu menos favoravel para detectar a corrente
(UA), foi no experimento 30, com -6,23x10°7 de corrente (A).

De acordo com os resultados observados na Tabela 8, a diferenca entre os experimentos 23
e 30 esta representada pela modificacdo da quantidade de extrato enzimatico (X1), de zeolita
(X2) e de 6leo mineral (Xa4), além de amplitude (Xsg).

Desta forma, a diferenca observada na resposta dos experimentos 23 e 30 (-9,84x10% - (-
6,23x10°7) =-9,77x10°% A) indicou que a deteccio de corrente aumentou quando a quantidade
de extrato enzimatico (Xi1) e de zeolita (X2), foi modificada do nivel minimo para o nivel
maximo e quando quantidade de 6leo mineral (X4) foi modificada de um nivel maximo para o
nivel minimo, e o valor de amplitude (Xg) indo do nivel minimo para o nivel maximo. A
influéncia do 6leo vegetal na resposta de corrente pode ser devido ao seu efeito isolante, assim

como o efeito do valor do pH do meio pode estar ligado com a desnaturacdo da enzima.

Assim, levando em consideracdo a significancia das variaveis estudadas, bem como o0s
resultados de corrente detectada, as variaveis selecionadas para otimizacéo do processo foram

0 extrato enzimatico (X1), zeolita (X2), 6leo mineral (X4) e pH (Xs).

4.2.2 Resultados do delineamento central composto rotacional 24 (DCCR)

Na Figura 14, ¢ apresentado o grafico de Pareto dos efeitos em p<0,05 na produgdo de
corrente. Todos os valores que se localizam a direita da linha tracejada, foram estatisticamente

significativos (p<0,05).
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Figura 14. Grafico de Pareto dos efeitos em p<0,05 na produgdo de corrente

Analisando o grafico de Pareto (Figura 14) e os graficos de superficie e de curva de

nivel (Figura 15) dos efeitos das variaveis independentes na resposta voltamétrica, verifica-se

que a interag&o entre o 6leo mineral (Nujol® - X3) e pH (X4) apresentou efeito linear positivo

mais relevante, seguido pelo efeito linear positivo do 6leo mineral (Nujol® - X3), sendo ambos

os efeitos estatisticamente significativos (p<0,05). A variavel pH (X4) apresentou o efeito linear

e quadratico negativo mais relevante e estatisticamente significativo(p<0,05).
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Figura 15. Gréafico de superficie na producéo de corrente em DCCR 24



Na Tabela 10 observam-se as estimativas dos efeitos de cada varidvel, suas interacoes e

a significancia (p<0,05).

Tabela 10. Estimativa dos efeitos de cada variavel, suas interacdes e significancia com p<0,05

na producéo de corrente em DCCR 24

Variéveis Estimativa dos efeitos P
(X1) Extrato enzimatico (Linear) -0,12764 0,900738
Extrato enzimatico (Quadratico) -0,34185 0,738906
(X2) Zedlita (Linear) -0,18503 0,856574
Zedlita (Quadratico) -0,35209 0,731427
(X3) Oleo mineral (Linear) 2,47866 0,030647*
Oleo mineral (Quadratico) -0,18274 0,858327
(X4) pH (Linear) -5,91824 0,000100*
pH (Quadratico) -2,71606 0,020072*
1*2 (Linear) 1,28204 0,226189
1*3 (Linear) 0,30362 0,767082
1*4 (Linear) -0,28262 0,782716
2*3 (Linear) -0,61375 0,551859
2*4 (Linear) 0,14050 0,890801
3*4 (Linear) 2,91671 0,014020*

Numeros seguidos de asterisco (*) sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de

confianga (p<0,05). Fonte: Autoria propria (2021).

De acordo com a anélise estatistica, a estimativa dos efeitos das varidveis corrente
produzida (A), o extrato enzimético (X1= -0,12764), a zeolita (X2= -0,18503 e 0 pH (Xs= -
5,91824) apresentaram efeito linear negativo na producdo de corrente (A). Ja 0 6leo mineral
(Nujol® - X3=2,47866) apresentou efeito linear positivo na producao do corrente (A). Somente
as variaveis independentes 6leo mineral (Nujol® - X3) e pH (X4) foram estatisticamente
significativas (p<0,05).

Apbs analisar os dados de forma individual, pode-se inferir que, a medida que as
concentragbes de 6leo mineral (X*) diminuem e pH (X4) aumentam, pode ocorrer um
incremento na producado de corrente (LA). A interacdo entre as variaveis 0leo mineral (Nujol®)
e pH foi positiva e estatisticamente significativa (p<0,05). As demais interacdes apresentaram
efeitos positivos (1*2, 1*3 e 2*4) e negativos (1*4 e 2*3) entretanto ndo foram estatisticamente

significativas (p=0,05).
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Desta forma pode-se inferir que as variaveis independentes 6leo mineral (Xz), pH (Xa)
e a interacdo entre elas, influenciaram significativamente a resposta voltamétrica (detec¢do de
corrente).

Analisando o grafico de curva de nivel dos efeitos das variaveis independentes na
producdo de corrente em DCCR 2* (Figura 16) é possivel observar que um aumento na
concentracdo de 6leo mineral (Nujol - X3), provocaria uma diminuicdo da producéo de corrente.
O aumento do pH (X4), dentro na faixa estudada, provocaria um incremento da produgdo de

corrente e uma diminuicdo deste parametro provocaria um decréscimo na detecgéo de corrente.

05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Nujol
B. Grafico de curva de nivel

Figura 16. Gréafico de superficie e de curvas de nivel dos efeitos das variaveis independentes

na producdo de corrente em DCCR 24

Os resultados da otimizacdo da producdo de corrente (A) utilizando um delineamento

central composto rotacional 2* (DCCR) estdo descritos na Tabela 11.
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Tabela 11 — Resultados da producdo de corrente utilizando um delineamento central composto

rotacional 2* (DCCR)

Variaveis independentes

Variavel dependente

Ensaio Extrato Enzimatico ~ Zeolita  Oleo Mineral (Xs) pH Corrente
(X1) (X2) (X4) (A)
1 1000,0 0,05 2,0 55 0
2 1000,0 0,05 2,0 75 -1,68x10%
3 1000,0 0,05 4,0 55 0
4 1000,0 0,05 4,0 75 -6,01x107
5 1000,0 0,10 2,0 55 0
6 1000,0 0,10 2,0 75 -3,23x10%
7 1000,0 0,10 4,0 55 0
8 1000,0 0,10 4,0 75 -6,29x10%7
9 2600,0 0,05 2,0 55 0
10 2600,0 0,05 2,0 75 -4,24x10%
11 2600,0 0,05 4,0 55 -5,26x10%8
12 2600,0 0,05 4,0 75 -2,76x10°
13 2600,0 0,10 2,0 55 0
14 2600,0 0,10 2,0 75 -1,56x10%
15 2600,0 0,10 4,0 55 0
16 2600,0 0,10 4,0 75 -9,24x10%
17 200,0 0,075 3,0 6,5 -3,98x10°%
18 3400,0 0,075 3,0 6,5 -1,65x10°
19 1800,0 0,03 3,0 6,5 0
20 1800,0 0,13 3,0 6,5 -5,77x10%
21 1800,0 0,075 1,0 6,5 -2,84x10
22 1800,0 0,075 5,0 6,5 -6,14x10°%8
23 1800,0 0,075 3,0 45 0
24 1800,0 0,075 3,0 8,5 -3,81x10°%
25 1800,0 0,075 3,0 6,5 -2,25x10
26 1800,0 0,075 3,0 6,5 -8,73x10°%
Pode-se observar que a producdo de corrente variou de -5,26x10% A a -4,24x10° A. O

ensaio experimental que apresentou a melhor condicdo para a deteccdo de corrente foi

encontrado no ensaio 10 sendo constituido por 2600 U/mL de extrato enzimatico, 0,05 g de

zedlita, 2 gotas de 6leo mineral (cerca de 0,0460g ou 50uL), pH 7,5 e os valores minimos das
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demais variaveis (pd de grafite (0,10g), peréxido de hidrogénio (0,0008 mol L), frequéncia
(5,0 Hz), amplitude (10 mV) e incremento de potencial (1 mV)).

Por outro lado, o ensaio 11, constituido por 2600 U/mL de extrato enzimatico, 0,05 g de
zeOlita, 4 gotas de 6leo mineral, pH 5,5 e os valores minimos das demais variaveis apresentou
uma condi¢do desfavoravel para deteccdo de corrente evidenciada pelo menor valor (-5,26x10
8 LA).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, a diferenga entre o ensaio 10,
com corrente -4,24x10 e 0 ensaio 11 com valor de corrente -5,26x10%8 esté representado pela
modificacdo da varidvel 6leo mineral (X3) e valor de pH (X4) 0 que parece ter provocado essa
diferenca no resultado. O ensaio 06, com corrente -3,23x10°%, foi 0 que se aproximou mais do
valor de corrente do ensaio 10, contendo os mesmos valores de 6leo mineral (X3) (2,0) e pH
(X4) (7,5) diferindo a concentragdo/quantidade de extrato enzimatico (X1) e zedlita (Xz). O
coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,8481, o que indica uma boa relacdo dos dados
experimentais, se tratando de sistemas bioldgicos, com a curva estabelecida pelo modelo
matematico, ou seja, 84,81% da variacdo na producdo de corrente podem ser explicadas pelos
fatores estudados e apenas 15,19% dessa variacdo ndo pode ser explicada pelos fatores
estudados, existindo outros fatores que poderiam ser importantes para conseguir uma producéo

maior de corrente.

4.2.3. Estudos voltamétricos de hidroquinona
4.2.3.1. Voltametria ciclica
A Figura 17 apresenta o voltamograma ciclico para uma solucéo de HQ 0,3 molLtem
eletrolito tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5) e peréxido de hidrogénio (0,0008 molL™),
utilizando o eletrodo de trabalho com pasta de carbono modificada com enzima peroxidase
imobilizada em ze6lita NaY (linha cheia). A linha tracejada da Figura 17 corresponde ao

voltamograma ciclico realizado apenas em solugéo eletrolito.
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Figura 17: Voltamograma ciclico para uma solucéo de HQ 1,0x10° mol L™ (linha cheia) e
branco de tampé&o fosfato 0,1 mol L (pH 7,5) e perdxido de hidrogénio 0,0008 mol L (linha
trecejada). Pasta de carbono modificada com 2600 U/mL de extrato enzimatico, 0,05 g de
zeOlita, po de grafite (0,109) e 2 gotas de 6leo mineral (cerca de 0,0460g ou 50uL). Velocidade

de varredura =50 mV s

Na Figura 17, observa-se o voltamograma ciclico para a HQ em tampéo fosfato 0,1 mol
L (pH 7,5), na qual os picos de reducdo e de oxidagdo do analito estdo bem definidos. O pico
de reducéo da HQ é verificado em -0,07 V vs. Ag/AgCl, e o de oxidagdo em 0,23 V vs. Ag/AgCI.

A enzima peroxidase, na presenca de peréxido de hidrogénio, catalisa a oxidacdo da
hidroquinona a quinona, que é eletroquimicamente reduzida a hidroquinona novamente,
obtendo-se o pico de corrente catodica que é o sinal medido. Assim, o processo de reacdo pode
ser dividido em duas etapas: a primeira etapa, que envolve reagdes quimicas, e a segunda, que

envolve uma reacéo eletroquimica (OLIVEIRA, 2007).

Na primeira etapa, o peroxido de hidrogénio presente em solugdo oxida a enzima
peroxidase um processo que envolve dois elétrons. Essa enzima oxidada reage com a
hidroquinona adicionada, oxidando-a a quinona. Numa segunda etapa, com a aplicacdo de
potencial, a quinona formada em solugdo € reduzida eletroquimicamente a hidroquinona,

gerando o pico correspondente (Figura 18).
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Figura 18: Reacdo da Hidroguinona (HQ) em contato com a Peroxidase (PER).

4.2.3.2. Voltametria de pulso
A Figura 19 apresenta a curva analitica realizada com a técnica DPV, nas condigdes
previamente citadas. E possivel observar um aumento da corrente de reducéo conforme adigdes

crescentes da concentracao do analito.

-0,8

14 03 02 01 00 01 o2
E/V (vs. Ag/AgClI)

Figura 19: Voltamogramas para hidroguinona em DPV para o intervalo de concentragédo
de 5,96x10* a 1,77x10° mol Lt em tamp&o fosfato 0,1 mol L. Faixa de potencial aplicado de
0,15 até -0,29 V, concentragdo de peroxido de hidrogénio de 2,0x10° mol L2, eletrodo de pasta
de carbono modificado com a enzima peroxidase imobilizada previamente em ze6lita NaY
(1300 U mL* de enzima + 0,02g de zedlita NaY).
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Apds a regressdo linear dessa curva em DPV, obtém-se uma equacdo de -i = 3,56x10®

+6,74x107° [HQ] com r = 0,990, com os valores de corrente em A e concentragdo em mol L
(Figura 20).

0,15r

0,09

0,6 0,9 1,2 1,5 1,8
-1
CHQ / mmol L

Figura 20: Regressdo linear da curva analitica para hidroquinona em DPV.

Ja na Figura 21, é apresentada a curva analitica realizada com a técnica de SWV nas
condigBes experimentais descritas para DPV. E possivel perceber a melhora de sinal analitico

em relacdo a técnica DPV, uma vez que o sinal obtido na SWV leva em consideracao a corrente
resultante dos processos de reducéo e oxidacao do analito.
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Figura 21: Voltamogramas para hidroquinona em SWV para o intervalo de concentragdo
de 5,96x10* a 1,77x10° mol Lt em tampé&o fosfato 0,1 mol L. Faixa de potencial aplicado de

0,15 até -0,29 V, concentragdo de peréxido de hidrogénio de 2,0x10° mol L™, eletrodo de pasta
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de carbono modificado com a enzima peroxidase imobilizada previamente em zedlita NaY
(1300 U mL* de enzima + 0,02g de zedlita NaY).

Para a regressdo linear em SWV (Figura 22), obtém-se uma equacdo de -i = 1,30x10®

+0,017 [HQ] com r= 0,996, sendo os valores de corrente em A e a concentragdo em mol L.,

30t /
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\
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Figura 22: Regressdo linear da curva analitica para hidroquinona em SWV.

Com base nos resultados obtidos para os experimentos em DPV e SWV, optou-se por novos
estudos voltamétricos com a voltametria de onda quadrada tanto para o planejamento fatorial
quanto para a curva analitica destinada a quantificacdo de HQ em amostras de cremes

farmacéuticos.
4.2.3.3. Curva analitica, estudos de repetibilidade e analise de amostra

Visto que a técnica de SWV produziu melhores correntes catddicas para o processo redox
da hidroquinona, uma nova curva analitica foi obtida. Diferentes aliquotas de uma solucéo
estoque de HQ 1,0x102 mol L* foram adicionadas ao tamp&o fosfato 0,1 mol L™ com pH 7,5
no intuito de determinar a relacdo linear entre os sinais de corrente voltamétrica e a
concentracdo de HQ. A partir dos resultados obtidos, foi possivel estabelecer uma curva
analitica para o pico de reducdo na faixa de concentragio situada entre de até 5,96x10° e
7,01x10° mol L (Figura 23 - A). A equacdo de regressdo correspondente a faixa linear de
concentragéo para a HQ (Figura 23 — B) é i/uA = -3,73728x107 - 0,00594 [HQ], com r = 0,999,
no qual ¢ corresponde a concentracdo de HQ em mol L. O limite de detecgéo foi estimado em

1,18x10° mol L (3 vezes o desvio padrdo de 10 brancos/coeficiente angular) e o limite de
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quantificacdo (10 vezes o desvio padrdo de 10 brancos/coeficiente angular) foi calculado em
3,93x10° mol L.

03 02 o1 0.0 0.1 0 20 0 w0 80
E/V (vs. Ag/AgCl) C. /umol L

251 C

il uA

0,3 fo',z fo',1 0,'0 0:1
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 23: A) Voltamogramas para o pico de redugdo na faixa de concentragéo situada entre
de até 5,96x10° e 7,01x10° mol L™, onde as linhas cheias sdo as adigdes de HQ e a linha
pontilhada, o branco. B) Faixa linear de concentragdo paraa HQ, i/uA = -3,73728x10° -0,00594
[HQ], com r = 0,999. C) Sinais voltamétricos referentes a adicdo de 250 pL da solucdo da
amostra real convenientemente diluida em tamp&o fosfato 0,1 mol L™: as linhas cheias s&o

sinais da amostra (n = 2) e a linha pontilhada é referente a solucéo eletrolito.

O método desenvolvido para a analise rapida de HQ foi testado em creme genérico. A
Figura 23 - C apresenta os sinais voltamétricos referentes a adicdo de 250 pL da solucéo da
amostra real convenientemente diluida em tamp3o fosfato 0,1 mol L. Nos experimentos
realizados, a concentragdo de HQ na amostra resultou em um valor de 43 (x 0,5) mg, valor
satisfatorio quando comparado ao esperado segundo a rotulagem da amostra (40 mg). O
resultado encontrado com o método proposto (usando biossensor modificado com peroxidase
extraida de jil6 com agente protetor PVOH e imobilizada em zedlita) esta de acordo com o valor

recomendado pela ANVISA, com o maximo permitido de 4%. Os resultados eletroquimicos
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obtidos com o biossensor proposto serdo futuramente comparados com aqueles valores

provenientes do método cromatogréfico e espectrofotométrico (USP-NF35).

Para a avaliacdo da repetibilidade inter-biossesores, trés sensores preparados de forma
independente foram inseridos separadamente em solugdes de HQ 2,50x10° mol L™t em tampéo
fosfato 0,1 mol L%, A resposta de cada biossensor foi monitorada através da SWV e um desvio
padrdo relativo (DPR) de 5,78 % foi obtido.

A repetibilidade intra-biossensor foi avaliada ao monitorar a corrente de reducdo de um
mesmo sensor por meio de 12 medicdes sucessivas em SWV para duas solucgdes diferentes de
analito (6,0x10° e 2,50x10™ mol L de HQ). Os desvios padrdes relativos (DPR) foram de 4,07

% e 4,18 % para as solugdes de 6,0x10° e 2,50x10° mol L de HQ, respectivamente.
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5. CONCLUSAO

A enzima peroxidase extraida do jil6 apresentou um bom valor de atividade enzimatica
quando feito o processo de extracdo utilizando o agente protetor PVOH, uma nova alternativa
para essa finalidade. Esta enzima, quanto comprada pura, tem um valor muito alto, chegando a
R$994,00 (100 mg — Sigma Aldrich). Sendo assim, a sua extragdo a partir do jil6 (R$10,00/quilo
- CEASA) se torna algo muito rentavel.

Além da inovacdo no sentido da extracdo enzimatica, ha também a utilizacdo do material
poroso zeoblita na construcdo do biossensor desenvolvido. Esse nanomaterial ainda vem sendo
pouco explorado na composi¢do de biossensores, assim, pode-se abrir novas portas para maior
desenvolvimento de sua aplicacao.

O biossensor desenvolvido tem bons resultados quanto a quantificacdo de HQ em
amostras reais, resultado que foi possivel devido aos estudos de significancia da influéncia das
variaveis envolvidas no processo de construcdo, bem como a otimizacéo das mesmas, sendo as
condicdes ideais para a construgdo do biossensor: 2600 U mL* de extrato enzimatico; 0,05 g
de zeolita, 2 gotas de 6leo mineral (cerca de 0,0460 g ou 50 pL), pH 7,5; 10,0 g de p6 de grafite;
0,0008 mol L de peroxido de hidrogénio; 5,0 Hz de frequéncia; 10 mV de amplitude e 1,0 mV
de incremento de potencial.

Os resultados do método desenvolvido para a andlise rapida de HQ serdo, mais tarde,
comparados aos métodos cromatografico e espectrofotométrico recomendados pela

farmacopeia americana.
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