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VI Workshop da Rede de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegdcio

/) Rede
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UTILIZAGAO DE LUPC,COMO ENZIMA ARTIFICIAL PARA A
DETECGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS VISANDO A
INDUSTRIA DE VINHOS

Edson Giuliani R. Fernandes"*", Lais C. Brazaca', Maria Luz Rodriguez-Méndez’, Luiz Henrique C.
Mattoso’, Valtencir Zucolotto'

'Laboratério de Nanomedicina e Nanotoxicidade, Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sio
Paulo, CP 369, 13560-970 Sio Carlos, SP, Brasil
'efemandes@ursa.ifsc.usp.br
*Laborat6rio Nacional de Nanotecnologia para o Agronegécio, Embrapa Instrumentagdo Agropecuaria, CP
741, 13560-970, Sao Carlos, SP, Brasil
*Departamiento de Quimica Inorgénica, Escuela de Ingenierias Industriales, Universidad de Valladolid,
47011 Valladolid, Espafia

Projeto Componente: PC2 Plano de Agdo: PA3

Resumo

O estudo da composigio fendlica em vinhos ¢é de grande importdncia uma vez que a
qualidade e propriedades organolépticas dos vinhos estio diretamente relacionadas com
sua composi¢do fendlica. A utilizagio de enzimas artificiais para aplicagdo em
sensoriamento se mostra interessante uma vez que enzimas sdo relativamente caras e
podem desnaturar. Demonstramos a possibilidade de se utilizar a bisftalocianina de
lutécio (LuPc;) como enzima artificial na detecgdo de compostos fenodlicos, em filmes
LbL. Hidrocloreto de polialilamina (PAH) foi utilizado como polication nos filmes LbL.

Palavras-chave: Enzima artificial, Sensor amperométrico, Filme LbL, LuPc;, Catecol

Publicagdes relacionadas

E. G. R. Fernandes; L. C. Brazaca; M. L. Rodriguez-Mendez; J. A. de Saja; V. Zucolotto. Biosens.
Bioelectron. 2011, 26, 4715.

Introducdo desenvolvimento de  sensores eletroquimicos
baseados em filmes finos automontados, em

A detecgio de compostos fenélicos & de grande particular, tem sido enfatizado uma vez que exibem
interesse em 4reas como meio ambiente e inddstria WM grande potencial de miniaturizagio.

de alimentos [1]. Em particular, o estudo da Comumente se utilizam biossensores baseados na
composicio fenélica em vinhos ¢ importante paraa  enzima tirosinase para a detecgdo de compostos
qualidade dos mesmos a fim de garantir sua fendlicos (CFs). A substituicio da enzima por
autenticidade e propriedades organolépticas [2]. alguma molécula que possua certa seletividade e
Entre os métodos utilizados para a quantificagdo de Sen&bllldad? a CFs ¢ altamente deSE_]éve!. As
polifendis, sensores eletroquimicos tém sido a meta]pﬁalomanmas S¢  mostram mc.)}eculas
melhor escolha, por serem simples e baratos, O  Promissoras como enzimas artificiais j4 que
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possuem estrutura molecular semelhante ao grupo
prostético de proteinas heme (como a hemoglobina).

Este estudo descreve o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos baseados em filmes automontados
LbL de bisftalocianina de lutécio (LuPc,) e
hidrocloreto de polialilamina (PAH).

Materiais e métodos

LuPc, foi sintetizada pelo grupo da professora
Maria Luz Rodriguez-Méndez (Universidad de
Valladolid, Espanha) através da reaciio direta do
1,2-dicianobenzeno (ftalonitrila) com acetato de
lutécio de acordo com publicagdo anterior [3].
Eletrodos de ITO foram adquiridos da Delta
Technologies. Todos os produtos quimicos
utilizados foram de grau analitico e usados sem
qualquer purificagdo prévia. A 4gua ultrapura,
utilizada para os filmes automontados, os
experimentos eletroquimicos e as solugdes, foi
obtida a partir do sistema de agua Milli-Q
(resistividade de 18,2 MQ.cm). Os filmes
automontados foram fabricados através da
deposigdo alternada de LuPc, e hidrocloreto de
polialilamina (PAH). Inicialmente, os eletrodos
foram imersos em solugdio de PAH (4gua, 1 g.L")
por 3 min, em seguida, lavados em 4gua por alguns
segundos e gentilmente secos em fluxo de N,. A
segunda camada foi formada pela imersio do
eletrodo em uma solugdo de LuPc, (cloroférmio, 1
gL por 3 min, e secagem ao ar. O processo foi
repetido manualmente até se obter o numero
desejado de bicamadas (PAH/LuPc,). Medidas de
rugosidade dos filmes foram realizadas com um
perfilometro Veeco Dektak 150. Medidas de
cronoamperometria foram realizadas sob um
potencial de trabalho aplicado de + 0,3 V (vs. SCE)
por adigdes sucessivas de 50 uM de catecol (volume
da célula de 10 mL). Todos os experimentos foram
realizados a temperatura ambiente (25,0 °C). A
solugdo de catecol foi preparada em tampio fosfato
(0,1 M, pH 7,0). O sinal de resposta foi obtido apos
2 min. Antes de cada medida, a solugo era agitada
suavemente por 1 min (para sua homogeneizagio) e
0 sistema, colocado em circuito aberto pelo mesmo
periodo de tempo. Solugdes padriio novas de catecol
foram preparadas antes de cada experimento.

Resultados e discussdo

O crescimento do filme foi monitorado através da
medi¢do da absorgdo méxima da banda Q da

metaloftalocianina em fun¢do do numero de

bicamadas depositadas (Fig. 1).

|

R:0.81

Abs. [ ad,

0 2 4 6 & 10 12 14 1
Nimero de Bicamadas

Abs. / ad.

700 800 900 1000 1100

Alnm

400 500 600

Fig. 1. Crescimento do filme LbL PAH/LuPc, por
UV-vis. A inser¢do mostra dependéncia linear da
absorbancia em 620 nm como fungdo do nimero de
bicamadas.

A rugosidade média e rugosidade média quadratica
(para filmes com 2, 7 e 13 bicamadas) estio
mostradas na Tabela 1:

Tabela 1 - Rugosidades médias (Ra e Rq) obtidas
com resolugdo de 0,033 um/medida.

Rugosidade (nm) 1TO Filme 2. Filme7- Filme 13-
: s Bicamadas | Bicamadas |  Bicamadas

R (100 uM) 2,00=0.11 1,6020,32 1,050,058 1,07=0.16
Rgq (100 uM) 2.50=0.04 1,9720,37 1,250,085 1,2820.22
R, (400 uM) 2,0420,03 1,5120,05 1.06=0,04 1,1420.04
Rq (400 uM) 2,450.04 1,2520,08 1,2540,08 1,32=0.03

O valor da rugosidade para os filmes LbL se
apresentam menores que a do substrato de ITO. O
filme com maiores valores de rugosidade foi aquele
contendo 2 bicamadas: a rugosidade para filmes
contendo maior nimero de bicamadas nio se altera
significativamente (como mostrado na Tabela 1).
Consequentemente, uma melhor sensibilidade &
esperada para filmes contendo poucas bicamadas,
devido & maior érea efetiva do filme. Foi escolhido
para a fabricagdo dos sensores filmes contendo 2
bicamadas.

Os filmes automontados se mostraram estaveis,
mesmo apés 40 ciclos (VC) sem mudanca
significativa no potencial dos picos.

Para se confirmar o melhor potencial de aplicagéio
para os filmes LbL, estudou-se a resposta de
corrente como fungdo do potencial aplicado ao
eletrodo de trabalho em presenga de catecol (400
uM). A resposta de corrente anddica cresceu até
+0.4 V, ap6s o qual, permaneceu constante em
valores de aproximadamente 10 uA (Fig. 2). Cerca
de 80% da corrente de resposta ¢ alcangada no
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potencial escolhido de +0.3 V, para medidas
amperomeétricas.
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Fig. 2. Resposta cronoamperométrica para o sensor
[PAH/LuPc;], vs. Potencial aplicado (vs. SCE) em
solugdo de catecol (400 uM) em PBS.

Foi escolhido o catecol como representante de
compostos fendlicos (CFs). O catecol é o melhor
substrato para a enzima tirosinase, usualmente
utilizada em biossensores para detecgio de CFs

Os resultados de cronoamperometria para adigdes
sucessivas de catecol, em potencial de trabalho de
+0,3 V vs SCE em PBS (0,1 M, pH 7,0), sdo
apresentados na Fig. 3. Uma curva analitica aparece
na inser¢do da Fig. 3. Os desvios padrio dos pontos
na curva tratam-se da média de trés eletrodos
distintos (resposta em 60 s). A relagio entre a
corrente de resposta e a concentragio de catecol
apresentou uma faixa dindmica de até 900 uM (Fig.
3) (R = 0,994) [4].
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Fig. 3. Curvas cronoamperométricas tipicas para o
sensor [PAH/LuPc;),. Insergdo: curva analitica para

catecol (cada ponto corresponde a4 média para 3
eletrodos distintos).

O limite de detecgdo (LD) para o catecol foi
calculado de acordo com o critério 3S/b, onde S é o
desvio padrdo (n=10) do branco (solugdo tampdo) e
b ¢ a inclinagio da curva analitica. O LD foi

estimado em 3,75x10 M’ para a resposta
cronoamperométrica. A sensibilidade dos filmes
automontados de PAH/LuPc, para catecol

(coeficiente angular da Ip vs [catecol]) foi de 20
nA.uM™,

Conclusdes

Neste estudo, apresentamos o desenvolvimento de
um sensor de compostos fendlicos baseado em
filmes automontados de bisftalocianina de lutécio
(LuPcy) e policloreto de alilamina (PAH). Por
cronoamperometria, 0s sensores apresentaram uma
ampla faixa linear (R* = 0,994) de até 900 uM e
limite de detecgio (LD) de 37,5x10° M
(sensibilidade de 20 nA.uM™) para o catecol. O
sensor de PAH/LuPc, pode ser utilizado em uma
grande faixa de concentragdes de catecol, e parece
ser adequado para a determinagio de polifendis em
amostras reais. O sensor aqui desenvolvido tem boa
reprodutibilidade e pode ser reutilizado pelo menos
por doze vezes, com uma diminuigio do sinal de
resposta de cerca de 7% (apos a primeira medida).
Também ¢ importante enfatizar que os sensores
baseados em filmes LbL de PAH/LuPc, ndo
requerem a adicdo de peréxido de hidrogénio,
comum a outros sensores biomiméticos.
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