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AC; Alternating Current Polarography

AdSV Voltametria adsortiva de redissolucdo (Adsorptive stripping
voltammetry)

AR Allura red

BDD Diamante dopado com boro (Boron-doped diamond)

BPA Bisfenol A (Bisphenol A)

BPPG Grafite pirolitico de plano basal (Basal-plane pyrolytic
graphite)

BR Tampao Britton-Robinson

CAF Cafeina

CB Negro de fumo (Carbon black)

Ch-PtNPs Nanoparticulas de platina estabilizadas em quitosana
(Chitosan-stabilized platinum nanoparticles)

CNTs Nanotubos de carbono (Carbon nanotubes)

COD Codeina

CPE Eletrodo de pasta de carbono (Carbon paste electrode)

CTS Quitosana (Chitosan)

CVD Deposicao quimica de vapor (Chemical Vapor Deposition)

DA Dopamina

DC; Direct Current Polarography

DHP Dihexadecilhidrogenofosfato (Dihexadecy Hidrogen
Phosphate)

DLC Carbono tipo-diamante (Diamond-like carbon)

DPAJASV Voltametria adsortiva de redissolugdo anoddica por pulso
diferencial (Differential Pulse Adsorptive Anodic Stripping
Voltammetry)

DPP Differential Pulse Polarography
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ECH
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EPPG
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H,Q
IL

MEV
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HR-TEM
MWCNT

MWCVD

ORR
PECVD

PAR

RSD

ScCm
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Voltametria de pulso diferencial (Differential Pulse
Voltammetry)

Epicloridrina (Epichlorohydrin)

Epinefrina

Grafite pirolitico de plano de borda (Edge-plane pyrolytic
graphite)

Andlise por inje¢ao em fluxo (Flow Injection Analysis)
Eletrodo de carbono vitreo (Glassy Carbon Electrode)

Grafite pirolitico altamente orientado (Highly Ordered
Pyrolytic Graphite)

Hidroquinona

Liquido i6nico (lonic Liquid)

Microscopia eletronica de varredura

Microscopia eletronica de transmissao (7ransmission Electron
Microscopy)

Microscopia eletronica de transmissdo de alta resolucdo
(High-Resolution Transmission Electron Microscopy)
Nanotubos de carbono de paredes multiplas (Multi-Walled
Carbon Nanotubes)

Deposicdo quimica de vapor assistida por micro-ondas
(Microwave Chemical Vapor Deposition)

Reacdo de reducao de oxigénio (Oxygen Reduction Reaction)
Deposicdo quimica de vapor assistida por plasma (Plasma-
Enhanced Chemical Vapor Deposition)

Paracetamol

Ramipril

Desvio-padrao relativo (Relative Standard Deviation)
Centimetro cubico padrao por minuto (Standard Cubic

Centimeters Per Minute)
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SWAdJASV

SWCNT

SWV
VACNT

VACNT-GO

XPS

Voltametria adsortiva de redissolu¢do anodica por onda

quadrada Anodic

(Square-Wave  Adsorptive Stripping
Voltammetry)

Nanotubos de carbono de parede simples (Single-Walled
Carbon Nanotubes)

Voltametria de onda quadrada (Square-Wave Voltammetry)
Nanotubos de carbono verticalmente alinhados (Vertically
Aligned Carbon Nanotubes)

Nanotubos de carbono verticalmente alinhados e o6xido de
grafeno (Vertically Aligned Carbon Nanotubes and Graphene
Oxide)

Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (X-Ray
Photoelectron Spectroscopy)

Separagdo dos potenciais de pico anddico e catodico
Coeficiente de transferéncia de carga

Fulereno

Coeficiente de difusdo

Energia do nivel de Fermi

Potencial formal

Potencial de pico

Potencial de pré-concentracao

Corrente de pico

Constante de transferéncia heterogénea de elétrons
Sensibilidade analitica (coeficiente angular da curva analitica)
Numero de elétrons

Numero de protons

Resisténcia de transferéncia de carga

Tempo de pré-concentragdo

Parametro cinético da equacao de Nicholson
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Resumo

AVALIACAO DE NOVAS ARQUITETURAS DE CARBONO PARA O
DESENVOLVIMENTO DE SENSORES ELETROQUIMICOS PARA A
DETERMINACAO DE ESPECIES DE INTERESSE EM DIFERENTES
MATRIZES DE AMOSTRAS — Neste trabalho os esfor¢os foram despendidos
no estudo eletroquimico e aplicagdo eletroanalitica de sensores eletroquimicos
baseados em duas estruturas carbondceas: carbono tipo-diamante (DLC, do
inglés “diamond-like carbon’) e negro de fumo (CB, do inglés “carbon black™).
No primeiro caso, filmes de DLC porosos foram sintetizados sobre um substrato
de nanotubos de carbono verticalmente alinhados. A ideia da estratégia proposta
foi desenvolver um material eletrédico conciliando as propriedades condutivas
dos nanotubos de carbono e as vantagens fisicas e quimicas do DLC, eliminando
desta maneira a necessidade do uso de procedimentos para dopagem dos filmes
de DLC e a obtencdo de um material totalmente de carbono e poroso de alta area
superficial. O desempenho eletroquimico e eletroanalitico do eletrodo de DLC
poroso foi avaliado em relagdo a determina¢do dos analitos de interesse
bioldgico (paracetamol, dopamina e epinefrina), farmacéutico (paracetamol,
codeina e cafeina) e dermatologico (hidroquinona) por voltametria de onda
quadrada ou andlise por injecdo em fluxo com detec¢do amperométrica. Na
segunda parte do presente trabalho de doutorado, focou-se no desenvolvimento
de eletrodos modificados a base de CB. Neste sentido, avaliou-se o seu uso
como modificador de eletrodos de carbono vitreo de maneira individual ou
combinada com outros nanomateriais de interesse, nomeadamente, liquidos
10nicos e nanoparticulas metalicas. Os sensores modificados propostos foram
aplicados na determinacao de compostos de interesse farmacéutico, alimenticio
e ambiental.

Palavras-chave: carbono tipo-diamante, negro de fumo, sensores,

eletroanalitica.
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Abstract

EVALUATION OF NOVEL CARBON ARCHITECTURES FOR THE
DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL SENSORS FOR THE
DETERMINATION OF SPECIES OF INTEREST IN DIFFERENT MATRICE
SAMPLES — In this doctorate work the efforts were expended in the
electrochemical study and electroanalytical application of electrochemical
sensors based on two carbonaceous structures: diamond-like carbon (DLC) and
carbon black (CB). In the first case, porous DLC films were synthesized over a
VACNT (Vertically Aligned Carbon Nanotubes) substrate. The idea of this
proposed strategy was to develop an electrodic material combining the
conductive properties of carbon nanotubes and the physical and chemical
advantages of DLC, eliminating the necessity of use DLC doping procedures
and with the generation of a totally carbon, porous and high surface area
material. The electrochemical and electroanalytical performance of the porous
DLC:VACNT was evaluated towards the determination of analytes of biological
(paracetamol, dopamine and epinephrine), pharmaceutical (paracetamol, codeine
and caffeine) and dermatologic (hydroquinone) interest by square-wave
voltammetry or flow injection analysis with amperometric detection. In the
second part of the work, it was focused on the development of modified
electrodes based on CB. In this sense, it was evaluated its use as a modifier of
glassy carbon electrodes in a individual or combined form with other
nanomaterials, namely, ionic liquids and metallic nanoparticles. The proposed
modified sensors were applied in the determination of compound of

pharmaceutical, food and environmental interests.

Keywords: diamond-like carbon, carbon black, sensors, electroanalytical.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sensores eletroquimicos a base de materiais carbonaceos

As determinagdes eletroanaliticas estdao aliadas ao registro de dados
eletroquimicos referentes a reagdes redox processadas na interface
eletrodo/solucdo. Por conseguinte, o desempenho analitico dos métodos
eletroanaliticos ¢ completamente dependente do material eletrodico utilizado
como eletrodo de trabalho. Os materiais de carbono ou carbonéiceos constituem-
se como uma das classes de materiais mais importantes no cenario de construcao
de eletrodos de trabalho para fins analiticos, variando desde superficies
tradicionais como a dos eletrodos de carbono vitreo e pasta de carbono!? até
superficies avancadas, incluindo eletrodos a base de nanotubos de carbono?,
grafeno* e diamante’. Os eletrodos de carbono apresentam, em geral, elevada
taxa de transferéncia de elétrons para uma ampla gama de compostos organicos
e inorganicos, resisténcia quimica € mecanica, sendo todas estas, propriedades
fundamentais para o estabelecimento de métodos eletroanaliticos seletivos,

sensiveis e reprodutiveis.
1.1.1 Nanotubos de carbono

Desde que os primeiros nanotubos de carbono (CNTs, do inglés
“Carbon Nanotubes”) apresentados por Iijima em 19916 ¢ 19937, estes materiais
tem despertado enorme interesse pelos mais diversos setores do
desenvolvimento tecnologico, sendo um dos materiais mais amplamente
estudados e aplicados no campo da nanotecnologia®®. Um nanotubo de carbono
pode ser compreendido como uma folha de grafeno (composta por dtomos de
carbono com hibridizag¢do sp?) enrolada em torno de um eixo central, formando

assim uma estrutura cilindrica (tubo)*’. As extremidades ou pontas dos
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nanotubos sdo abertas ou fechadas em uma forma hemisférica tipo fulereno®. Os
CNTs sao classificados em duas classes: os nanotubos de carbono de parede
simples (SWCNT, do inglés “Single-Walled Carbon Nanotubes™) e os
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT, do inglés “Multi-Walled
Carbon Nanotubes™). A diferenga estrutural béasica entre os SWCNT e os
MWCNT estd no nimero de camadas de folhas de grafeno. Como o proprio
nome sugere, os SWCNT possuem apenas uma camada de carbono em ligagdo
sigma e hibridiza¢do sp?, e os MWCNT multiplas camadas. Ambos materiais
podem ser compreendidos e modulados como camadas de folha(s) de grafeno
cilindrica(s) € no caso MWCNT ainda concéntricas®®”.

Os CNTs retnem um conjunto de caracteristicas intrinsecas que
justificam os intensos esfor¢os que tém sido dedicados ao desenvolvimento de
sensores eletroquimicos baseados nestas nanoestruturas. Em linhas gerais, sao
bons condutores, apresentando elevadas taxas de transferéncia de elétrons,
possuem alta area superficial e quando funcionalizados podem ser facilmente
utilizados como matriz para a imobilizacdo de inlimeras espécies quimicas e
biologicas, tais como complexos metdlicos, enzimas, proteinas, etc!®!”. A
melhoria das taxas de transferéncia de elétrons possibilita a detec¢ao de analitos
em potenciais de trabalho menores do que os apresentados por outros tipos de
eletrodos, e, além disso, o uso de CNTs pode proporcionar um aumento do sinal
analitico, e, em muitos casos, procedimentos eletroanaliticos mais sensiveis e
com niveis de detectabilidade cada vez menores™!°.

Estudos desenvolvidos com o intuito de investigar as variaveis que
afetam o comportamento eletroquimico dos CNTs como modificador ou mesmo
como o proprio material de eletrodo demonstraram a influéncia de um conjunto
de fatores fisicos e quimicos destes nanomateriais, como dimensoes
(comprimento e didmetro), pureza, orientacdo e funcionalizacdo quimica dos

CNTs.
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Banks e Compton!! reportaram um artigo de revisdo onde a origem
da atividade eletrocatalitica dos CNTs foi amplamente discutida. Observando-se
a estrutura dos CNTs, duas regides podem ser distinguidas: a regido do plano
das paredes (basal-plane) e a regiao do plano das pontas/bordas dos CNTs
(edge-plane). Na Figura 1.1 (a) € destacado o posicionamento destas duas
regidoes dos CNTs, as quais podem ser correlacionadas com aquelas tipicas para
o grafite pirolitico altamente orientado (HOPG, do inglés “Highly Ordered
Pyrolytic Graphite”), Figura 1.1 (b). O uso de eletrodos de HOPG preparados de
forma a expor as regides especificas basal-plane e edge-plane forneceu
informacao fundamental sobre a contribuicdo de cada uma das duas regides para
a resposta eletroquimica observada e, consequentemente, serviu como base para
elucidacdo do comportamento eletroquimico dos eletrodos a base de CNTs.
Recorrendo-se ao uso da sonda eletroquimica de hexacianoferrato (III) de
potassio e da técnica de voltametria ciclica, um eletrodo de grafite pirolitico de
plano de borda (EPPG, do inglés, “Edge-Plane Pyrolytic Graphite™) apresentou
um valor de AE, (diferenga de potencial entre os potencias de pico anodico e
catodico) igual a 78 mV, em contraste com o valor de 350 mV observado para
um eletrodo de grafite pirolitico de plano basal (BPPG, do inglés “Basal-Plane
Pyrolytic Graphite”)!!. Este resultado permitiu constatar a lenta taxa de
transferéncia heterogénea de elétrons através dos sitios no plano basal (basal-
plane), menor que aquela registrada para os sitios no plano de borda (edge-

plane).
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(a) Basal-plane Edge-plane

(b)

Edge-plane

FIGURA 1.1 — Representacao das regides no plano basal (basal-plane) e plano
de borda (edge-plane) de um (a) SWCNT e (b) HOPG (Adaptado de Ref.!'!).

Inspirado nos resultados obtidos utilizando-se EPPG, e conhecendo-
se que CNTs também podem ser identificados como tendo sitios no plano basal
(basal-plane) e no plano de borda (edge-plane), investigacoes foram
desenvolvidas de forma a tentar correlacionar o bom desempenho eletroquimico
dos eletrodos a base de CNTs com a atividade dos sitios edge-plane. BANKS et
al.!? avaliaram a resposta eletroquimica do hexacianoferrato (III) de potassio,
como sonda eletroquimica e, da epinefrina sobre eletrodos de EPPG, BPPG, ¢
BPPG modificados com fulereno C¢o € MWCNTs. Utilizando-se os eletrodos de
BPPG e BPPG modificado com fulereno Cg (BPPG-Cg), uma lenta cinética de
transferéncia de elétrons foi notada para ambas as moléculas eletroativas

investigadas. No caso da molécula de epinefrina, um pico de oxidagao
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irreversivel em +0,57 V e +0,64 V (vs. Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L)) foi
registrado utilizando-se os eletrodos de BPPG ¢ BPPG-Cyg, respectivamente. Em
contrapartida, utilizando-se os eletrodos de EPPG ¢ BPPG modificado com
MWCNT (BPPG-MWCNT), um comportamento quase-reversivel foi
diagnosticado para a molécula de epinefrina, com separacdo de picos em torno
de 180 mV. Posteriormente, trabalhando-se com a sonda de hexacianoferrato
(IIT) de potassio, resultados similares aqueles coletados para a epinefrina foram
observados, ou seja, sobre os eletrodos de BPPG e BPPG-Cg) uma lenta cinética
de transferéncia de elétrons foi verificada, com valores de AE, de 350 ¢ 550 mV,
respectivamente, enquanto que os valores de 58 e 78 mV foram obtidos para os
eletrodos de EPPG ¢ BPPG-MWCNT. Tais resultados reafirmam a proposta da
importante contribuicao da regido edge-plane para os processos de transferéncia
eletronica no caso de eletrodos de HOPG, podendo ser estendida para o caso dos
MWCNT, uma vez que eletrodos de BPPG modificados com este nanomaterial
apresentaram resposta eletroquimica idéntica ou proxima aquela fornecida por
eletrodos de EPPG.

Os estudos demonstrando que a aparente atividade eletrocatalitica
dos CNTs advém da transferéncia majoritaria de elétrons pelos sitios edge-
plane, ou seja, através das extremidades ou pontas abertas dos CNTs, serviram
de base para trabalhos posteriores relacionados a investigagdo do efeito da
orientacdo dos CNTs sobre o desempenho eletroquimico destes nanomateriais.
A 1deia destes estudos foi aplicar eletrodos contendo CNTs verticalmente
alinhados (VACNT, do inglés “Vertically Aligned Carbon Nanotubes™)
relativamente ao substrato de deposi¢do, onde, naturalmente, haveria uma
maximizacao do nimero de edge-planes (pontas) expostos.

Liu et al."® avaliaram o comportamento eletroquimico da enzima
glicose oxidase imobilizada sobre uma camada auto-montada de SWCNT
verticalmente alinhados depositada sobre um eletrodo de ouro. A obtencdo de

SWCNT verticalmente alinhados sobre o substrato de ouro foi conseguida por
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meio da molécula de cistamina, cujo 4&tomo de enxofre interagiu fortemente com
a superficie do ouro ¢ o atomo de nitrogénio do grupo amina presente na outra
extremidade da molécula interagiu com os grupos carboxila presentes nas pontas
dos SWCNT. Em uma analise do comportamento eletroquimico do eletrodo de
ouro modificado com SWCNT verticalmente alinhados, um valor de AE|, igual a
59 mV foi verificado para a sonda de hexacianoferrato(Ill) de potéssio..
Fazendo-se a mesma andlise para um eletrodo de ouro contendo SWCNT
aleatoriamente orientados, o valor de AE, obtido foi de 99 mV. Portanto, a
orientacdo dos SWCNT forneceu uma melhora significativa no desempenho
eletroquimico, atribuido a exposi¢do dos edge-planes para a solucdo eletrolitica.
Resultados similares foram reportados por CHOU et al.'* utilizando SWCNT
verticalmente alinhados preparados da mesma forma, corroborando, assim, com
a premissa anterior de uma possivel melhora do desempenho eletroquimico de
eletrodos a base de VACNT.

O favorecimento da resposta eletroquimica dos eletrodos a base de
VACNT tem sido explorado no uso desta arquitetura como sensor eletroquimico
para o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos. Ye et al.! reportaram o uso
de VACNT depositados sobre um substrato de Ta utilizando um método CVD
para a determinagdo seletiva de acido Urico. A resposta voltamétrica do 4cido
urico foi investigada na presenca de 4cido ascorbico, uma vez que sdo
encontrados juntos em amostras de fluidos biologicos, como sangue € urina.
Utilizando-se um eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés “Glassy Carbon
Electrode”), houve evidente sobreposi¢do dos picos de oxidagdao desses analitos
nos seguintes potenciais (vs. Ag/AgCl (KCl 1,0 mol L™)): 4cido urico em 323
mV e acido ascorbico em 357 mV. Portanto, a separacdo dos potencias de pico
no caso do GCE foi de apenas de 34 mV, impossibilitando assim a determinagao
de acido urico devido a interferéncia do acido ascorbico. No entanto, utilizando
o GCE modificado com VACNT, houve uma diminui¢dao pronunciada dos

potencias de oxidagdo para acido urico e acido ascorbico, assumindo os
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seguintes valores (vs. Ag/AgCl (KCI 1,0 mol L™)): acido trico em 253 mV e
acido ascorbico em —111 mV. Com isso, a separacdo dos potencias de pico
aumentou significativamente para 364 mV. A partir do aumento da resolugdo
dos picos desses analitos, o acido urico foi determinado utilizando-se
voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés “Differential Pulse
Voltammetry™) no intervalo de concentragdes de 2,0 x 1077 a 8,0 x 10> mol L™,
com um limite de deteccdo de 1,0 x 1077 mol L™'. Ademais, o método
voltamétrico desenvolvido foi empregado na determinagdo de acido Urico em
amostras de urina humana.

Os resultados prévios da literatura sobre a atividade eletroquimica e
potencialidade eletroanalitica dos VACNT tem servido como base para a
proposicao de novas arquiteturas de carbono a partir da combinagdo de VACNT
como substrato com outras formas alotrépicas de carbono. Em trabalhos
anteriores do nosso grupo de pesquisa, sensores eletroquimicos a base de
VACNT e o6xido de grafeno (GO, do inglés “Graphene Oxide”) foram
produzidos e utilizados para a determinagdo de estatinas. Os VACNT foram
inicialmente sintetizados por deposicdo quimica de vapor assistida por micro-
ondas (MWCVD, do inglés “Microwave Chemical Vapour Deposition™) e, em
seguida, submetidos a um tratamento por plasma de oxigénio, dando origem ao
composito de VACNT-GO. Fazendo-se isto, foi possivel confirmar a exfoliagao
das pontas dos VACNT a partir de imagens de microscopia eletronica de
varredura, bem como a constatacdo da formagdo de GO por meio de medidas de
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X, espectroscopia Raman e
medidas de angulo de contato. Como pode ser observado na Figura 1.2, o angulo
de contato diminuiu significativamente apds o tratamento por plasma de
oxigénio da superficie dos VACNT, alterando assim molhabilidade da superficie
dos VACNT de super-hidrofobico (angulo de contato de = 157°) para super-
hidrofilico (angulo de contato de = 0°). O compdsito de VACNT-GO foi
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empregado na determinagdo de atorvastatina célcica'® e rosuvastatina célcica'’

em amostras de formulagdes farmacéuticas e biologicas sintéticas.

(a) - ® B

157°

00

FIGURA 1.2 — Imagens de microscopia 6tica (ampliagao de 200 vezes) do

angulo de contato entre a agua deionizada e a amostra de (a) VACNT e (b)

VACNT-GO.

Em outra abordagem, nanotubos de carbono verticalmente
alinhados foram empregados como substrato na preparagdo de filmes de
diamante dopado com boro (BDD, do inglés “Boron-Doped Diamond’) porosos
de alta area superficial'®. Na metodologia desenvolvida por Zanin et al.'8, um
filme de BDD foi depositado empregando-se CVD sobre VACNTSs preparados
previamente pelo método MWCVD. Virias morfologias para o filme de BDD
poroso foram obtidas a partir do controle das condi¢des de sintese do substrato
de VACNT. A superficie nanoestruturada porosa de BDD-VACNT apresentou
area superficial 450 vezes maior do que aquela verificada para um eletrodo de
BDD convencional (superficie plana), sugerindo a potencialidade analitica do

material obtido para determinagdes eletroquimicas diversas.

1.1.2 Carbono tipo-diamante
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Carbono tipo-diamante (DLC, do inglés “diamond-like carbon”) ¢é
uma forma interessante de carbono amorfo contendo dtomos de carbono com
hibridagdo sp® e sp?, com teores relativos de cada hibridizagdo variavel de
acordo com as condigdes experimentais de sintese!”. Na Figura 1.3 encontra-se
representada a estrutura tipica do DLC composta por atomos de carbono sp’ e
sp? contrastada com aquelas do diamante (C sp?) e grafite (C sp?). Um sitio de
carbono sp® faz uso dos quatro elétrons de valéncia para formar ligagdes fortes
do tipo 6 com atomos de carbono adjacentes, dando origem a sitios tetraédricos.
No caso de um sitio de carbono sp?, trés elétrons de valéncia participam de
ligacdes o, que orientados no plano ddo origem a sitios de geometria trigonal
planar, enquanto o quarto elétron de valéncia em um orbital 2p ndo hibridizado
se emparelha lateralmente com outro orbital 2p de um &4tomo de carbono

adjacente, formando uma ligagdo mais fraca do tipo 7.

Diamante Grafite

FIGURA 1.3 — Estrutura das formas alotrépicas de carbono diamante, DLC e
grafite.

Os sitios de carbono sp® e sp? se arranjam de forma a prover a
estrutura quimica de menor energia, ¢ a analise desta condi¢do para o caso do
DLC resulta em uma estrutura do tipo “cluster”. Neste caso, os sitios de C sp?
com ligacdes duplas C=C se combinam formando anéis de 6 membros planares
contendo elétrons © deslocalizados (anéis benzénicos), € o conjunto de anéis

benzeno constituem clusters grafiticos que permanecem ligados a uma matriz de
10
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C sp® %. Este aspecto do arranjo estrutural do DLC pode ser observado pelo
esquema apresentado na Figura 1.4 (a). A estrutura eletronica dos filmes de
DLC pode ser representada pelo espectro de estados de densidade eletronica
mostrado na Figura 1.4 (b). O nivel de Fermi (Er) separando os estados
preenchidos e vazios ¢ localizado em £ = 0. Os orbitais ligantes ¢ e antiligantes
o* formam os estados de ligagdo o preenchidos e o* vazios nas bandas de
valéncia e de condugdo, com um band-gap de pelo menos 5 eV'*2!. Por outro
lado, os orbitais ligantes w e antiligantes n* formam os estados de ligagdo m
preenchidos e m* vazios nas bandas de valéncia e de conduc¢do, localizados
entres os estados o e 6* compondo, desta forma, os estados de borda das bandas
de valéncia e de condugdo. Com isso, o par de estados vazio e preenchido w-m*

controla o band-gap dos filmes de DLC!*2!.

() (b)
Banda de Band gap Banda de
valéncia conducdo
- n m*
W
= o o*
Er
Energia

FIGURA 1.4 — (a) Esquema dos clusters de Csp? (Reproduzido da referéncia'®

com permissao da Elsevier). (b) Diagrama de estados ¢ € 7 para o DLC.

As estruturas quimica e eletronica brevemente descritas, controlam
as propriedades fisicas e quimicas do DLC. Filmes de DLC possuem
propriedades semelhantes aquelas observadas para o diamante, como inércia
quimica, alta estabilidade mecanica e resisténcia elétrica muito elevada, mas
com a vantagem de poderem ser depositados a temperaturas mais baixas (< 200
°C)». Portanto, como o diamante, filmes de DLC também apresentam

comportamento isolante, o que limita seu uso para algumas aplicagdes

11
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eletroquimicas, como o caso da eletroanalitica. Para contornar o carater isolante
dos filmes de DLC varias estratégias t€ém sido reportadas, sendo a maioria destas
consistindo no uso de agentes dopantes®*~’. Entretanto, uma opgao alternativa ao
uso de dopantes, seria incorporar nanotubos de carbono na estrutura dos filmes
de DLC durante a deposicdo destes, eliminando a necessidade do uso de
procedimentos para dopagem dos filmes de DLC e com a geracdo de um
material totalmente de carbono conciliando as propriedades condutivas dos
nanotubos de carbono e as vantagens fisicas e quimicas do DLC. Ademais, o uso
de VACNT como substrato, possibilita a formacao de filmes de DLC altamente
porosos, o que ¢ de grande relevancia para o alcance da maior area
eletroquimicamente ativa possivel.

Embora seja esta uma estratégia muito interessante, poucos
trabalhos tém sido desenvolvidos onde o foco foi produzir o material composito
de CNTs e DLC, e utiliza-lo como material de eletrodo. Na verdade, a maior
parte dos estudos apresentados sobre a investigacdo desta arquitetura, DLC-
CNTs, estdo centrados na investigacdo das propriedades mecéanicas do novo
material de carbono?®?°. Desta forma, o uso de filmes combinando DLC e
nanotubos de carbono como material de eletrodo para aplicacdes eletroanaliticas

¢ um campo aberto em potencial para ser explorado.

1.1.3 Negro de fumo

Negro de fumo (CB, do inglés “Carbon black) ¢ um nanomaterial
condutivo de carbono de baixissimo custo (em média R$ 4,00 por kg), sendo as
nanoparticulas de CB compostas por uma estrutura amorfa e quase grafitica,
com didmetro médio de particula variando de 3,0 a 100 nm. Uma das
caracteristicas das nanoparticulas de CB ¢ a formagdo de agregados de
morfologia semiesférica, que por sua vez dao origem a aglomerados de

dimensodes superiores. Na Figura 1.5 ¢ apresentado esquematicamente as

12
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nanoparticulas, agregados e aglomerados de CB, respectivamente. O CB ¢
utilizado em diversas areas tecnologicas, incluindo seu uso em tintas de
impressora, reforcos para borracha, aditivo para materiais plasticos condutores e
como pigmento em tintas. O CB pode ser produzido por varios processos,
incluindo os processos furnace, channel e acetylene’®*!. Dentre estes, 0 processo
furnace € o mais importante, responsavel por mais de 80% da produg¢ao mundial

de CB.

Particula

primaria

Nanoparticula Aglomerado Agregado
(3,0 a 100 nm) (100 a 1000 um) (30 a 1000 nm)

FIGURA 1.5 — Representagdo esquematica das nanoparticulas de CB e

respectivas estruturas de agregados e aglomerados formados.

A soma de caracteristicas estruturais e elétricas/eletronicas,
habilidade para producdo de dispersdes estdveis sem a necessidade por
procedimentos sofisticados, € o fato de ser um material de custo extremamente
baixo, torna 0 CB um interessante nanomaterial para o desenvolvimento de
sensores ¢ biossensores eletroquimicos. Usualmente, o CB ¢ empregado na
fabricacao de eletrodos modificados na forma de filmes deste nanomaterial ou
baseados em compositos. Além disso, este nanomaterial pode ser facilmente
modificado com outros materiais, como nanoparticulas metalicas®> e
polimeros®, o que é uma propriedade interessante para o design de diferentes
arquiteturas de sensores.

O desempenho eletroquimico e analitico de eletrodos de trabalho

baseados no CB ¢ compardvel aquele de eletrodos construidos ou modificados
13
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com materiais de carbono bem conhecidos e explorados, como nanotubos de
carbono, fulereno e grafeno. Considerando, por exemplo, a determinacao
eletroquimica do neurotransmissor dopamina, ¢ possivel comparar o0s
parametros analiticos obtidos empregando-se sensores eletroquimicos
modificados com estes diferentes nanomateriais de carbono a partir de
resultados da literatura. Fazendo-se uso de procedimentos similares de
modificacdo de um eletrodo base de carbono vitreo, sensores eletroquimicos
para determinag¢do de dopamina baseados em grafeno, nanotubos de carbono,

fulereno C¢o € CB foram reportados por Sheng et al.**, Habibi e Pournaghi-

1.36 1.37

Azar®, Zhang et al.*® e Vicentini et al.*’. Em todos os trabalhos mencionados,
explorando-se técnicas voltamétricas, amplas faixas lineares de concentracao
foram verificadas e os seguintes valores de limite de deteccdo obtidos: 2,5 X
1077 mol L™! (sensor de grafeno)*, 3,1 x 1077 mol L™! (sensor de nanotubos de
carbono)*, 7,0 x 107® mol L™! (sensor de Cg0)*® € 5,24 x 1078 mol L™! (sensor de
CB)*’. Comparando-se os limites de detec¢do obtidos em cada caso, &
interessante notar que o sensor a base de CB proporcionou um limite de
detec¢cdo na mesma ordem de concentragdo e inferior do que aqueles alcangados
se utilizando como nanomaterial de carbono os nanotubos de carbono, fulereno

C60 e CB.

1.1.4 Liquidos ionicos

Liquidos i6nicos (IL, do inglés “Ionic Liquid”) pertencem a um
grupo especial de eletrolitos, constituidos de ions assimétricos de cargas opostas
e que se encontram em fase liquida a temperaturas menores que 100 °C3%%,
Estes materiais exibem um conjunto de propriedades fisicas e quimicas
relevantes, com destaque para a estabilidade quimica e térmica, alta

condutividade i6nica, solubilidade em varios solventes de interesse, afinidade
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com diferentes compostos, volatilidade negligencidvel, viscosidade moderada e
alta polaridade*.

A definicdo de IL baseia-se essencialmente no ponto de fusdo
destes compostos, para a sua diferenciagdo em relagao aos sais fundidos. Os
pontos de fusdao dos ILs sdo inferiores a 100 °C, em contraste com os pontos de
fusdo elevados dos sais inorganicos, tipicamente da ordem de 1000 °C. Os ILs
sdo compostos de natureza organica, sendo o cation volumoso combinado com
um anion de pequeno tamanho molecular, resultando em uma fraca atracdo
eletrostatica entre os ions, com predominio de interacdes do tipo de van de
Waals, ligagdo de hidrogénio e m-n*'. A grande diferenca de volume entre o
cation e o anion impede que estes se organizem em uma estrutura cristalina
como em um soélido 16nico comum e, assim, os ions de um IL encontram-se
desorganizados e a maioria dos ILs sdo liquidos a temperatura ambiente*.

Diversas estruturas de ILs t€ém sido reportadas. Na Tabela 1.1 ¢
apresentada uma compilagdo dos principais cations e anions utilizados na
composi¢do de ILs. E interessante notar que diferentes cations ¢ anions podem
ser combinadas para formar um IL, e ainda modificadas covalentemente com
grupos funcionais especificos. A estrutura modular de um IL assegura que as
suas propriedades fisicas e quimicas possam ser facilmente adaptadas e
controladas pela modificagdo das espécies catidnica e/ou anidnica®. Dentre as
varias propriedades que podem ser alteradas desta forma, inclui-se o proprio
ponto de fusfo, viscosidade, densidade, solubilidade e hidrofobicidade®,

As propriedades interessantes dos ILs como alta condutividade,
ampla janela de potenciais de trabalho e versatilidade para formacdo de filmes
sobre diferentes superficies eletrodicas, tem estimulado a sua aplicagdo na
preparagdo de sensores e biossensores eletroquimicos*. Neste sentido, o uso de
ILs abrange o desenvolvimento de sensores e biossensores potenciométricos,

voltamétricos e amperométricos*>*4,
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TABELA 1.1 — Cations e anions mais comumente utilizados na composicao de

ILs. (Adaptada de Vicentini et al.*")

Cations Anions
R1\N/\N/R2
Imidazol \ @ / Brometo Br-
1-Butil-3- H3C\N+AN/\/\CH
3
metilimidazol \—/ Cloreto CI
(BMIM)
T1
P N . _
Piridinio @ Nitrato NO;
R, R,
Ny
Piperidinio O Tiocianato SCN~
R R F
2\N+/ 1 |
Pirrolidinio Tetrafluorborato I B
§ / | °F
F
R4 F
luilamoni l!l+ Hexafluorfosfa- F'/,,. ||:"‘\\F
Tetraalquilamonio Ry ‘ \R2 © - 2 | \F
Rs F
T1
. . + . . N=C—N—C=N
Tetraalquilfosfonico we P Dicianamida c
Rs
) I
Trialquilsulfoni * Metilsulfat S
rialquilsulfonico R\\""'S\R etilsulfato o] X0
3 2 OCH,
o : o 0
Bis(trifluormetil F3C\Q/N\Q/CF3
sulfonilimida) I 1
0] 0]

R1, Rz, R3 e Ry = Grupos alquilicos ou H.
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1.2 Dihexadecilhidrogenofosfato (DHP)

O dihexadecilhidrogenofosfato (DHP, do inglés “dihexadecyl
hydrogen phosphate”) ¢ um surfactante formado por um grupo polar fosfato
ligado a duas cadeias carbonicas apolares contendo 16 4tomos de carbono
cada®. A estrutura quimica do DHP pode ser visualizada na Figura 1.6 (a). O
DHP ¢ bastante versatil, sendo capaz de formar dispersdes estdveis tanto em
meio aquoso quanto em meio organico. No contexto da preparagao de eletrodos
modificados para fins eletroanaliticos, uma pratica comum € o preparo de
dispersoes a partir da mistura de 1 mg de DHP e 1 mL de dgua (concentragdo de
DHP = 1 mg mL™!) seguido do tratamento da mistura obtida em banho de
ultrassom para a completa dispersao do DHP. Além disso, um modificador
adicional, como nanotubos de carbono ou nanoparticulas metalicas, ¢ também
incluido na composi¢ao da dispersao de forma a obter filmes nanoestruturados.
Ap0s isto, um volume definido da dispersao aquosa de DHP e nanomaterial de
interesse ¢ depositado sobre a superficie de um eletrodo de trabalho base, € o
volume de solvente ¢ deixado evaporar a temperatura ambiente. Fazendo-se uso
deste procedimento simples, um filme homogéneo, aderente e estavel de DHP
incorporando o nanomaterial selecionado ¢ obtido. Acredita-se que a obtencao
do filme de DHP com as propriedades de interesse mencionadas, se deve a
formagdo de uma estrutura estendida composta por varias unidades de DHP que
se mantém interligadas por ligacdes de hidrogénio. Este conceito ¢ ilustrado na
representacdo da Figura 1.6 (b). Com base nisso, os filmes de DHP tem sido
amplamente empregados na preparagdo de sensores e biossensores
eletroquimicos*, incorporando diferentes nanomateriais, como nanotubos de

50,51

carbono*’*8, grafeno®, CB?*, nanoparticulas de ouro®®’!, nanoparticulas de

platina>? e nanoparticulas de dxido de niquel®*.
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FIGURA 1.6 — (a) Estrutura quimica do DHP. (b) Possivel estrutura de um

filme de DHP formado via ligagdes de hidrogénio.

1.3 Quitosana

A quitosana ¢ um bio-polimero obtido quimicamente a partir da
quitina, um bio-polimero extraido do exoesqueleto de insetos e crustdceos por
processos quimicos de desmineralizagio e desproteinizagio®*®. A
disponibilidade de quitina e, consequentemente, de quitosana, ¢ abundante, pois
milhares de toneladas de carapacas de crustaceos sao eliminadas como residuos
pela industria pesqueira todos os anos. A estrutura quimica da quitosana baseia-
se em unidades de N-acetil-D-glucosamina unidas por ligagdes glicosidicas do
tipo B (1—4). A quitosana ¢ preparada a partir da quitina por uma reagdo de
desacetilagdo. Nas Figuras 1.7 (a) e (b) sdo contrastadas as estruturas quimicas

destes dois bio-polimeros.
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FIGURA 1.7 — Estrutura quimica idealizada da (a) quitina e (b) quitosana.

A quitosana ¢ atrativa para aplicagdes diversas, levando-se em
conta as suas propriedades fisico-quimicas como nao-toxicidade,
biocompatibilidade, estabilidade quimica e resisténcia mecéanica. Devido a este
conjunto de propriedades, juntamente ao fato de que muitos grupos hidroxila e
amino encontram-se disponiveis ao longo da estrutura da quitosana, este bio-
polimero tem encontrado utilidade em diferentes setores, como no tratamento de
aguas e em industrias farmacéuticas e bioquimicas.

No contexto da quimica eletroanalitica, a quitosana pode ser
explorada de varias formas. Em um primeiro exemplo pratico, as propriedades
de adsorcdo de diferentes cations metalicos da quitosana, levou ao
desenvolvimento de eletrodos de pasta de carbono (CPE, do inglés “Carbon
Paste Electrode”) modificada com quitosana para a detec¢do de metais como
Pb?* %6, Cd** 57, Hg* 57 e Cu®' >® em niveis de trago. Os grupos funcionais,
especialmente amino, na estrutura da quitosana funcionam como sitios para
adsorcao via complexacdo destes ions metalicos com constantes de formagao
relativamente altas>®. A partir da complexacdo, uma quantidade maior de fons do
analito pode ser pré-concentrada sobre a superficie eletrodica, resultando em
uma corrente de redissolugdo anoddica significativamente superior aquela
verificada para eletrodos de pasta preparados sem o uso de quitosana. Em outra

abordagem, a quitosana ¢ explorada na preparagdo de filmes sobre superficies
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eletrodicas tradicionais incorporando algum agente modificador de interesse, de
forma a prover um eletrodo modificado com propriedades eletroquimicas
aprimoradas, como melhor taxa de transferéncia de elétrons e area superficial. A
quitosana pode ser solubilizada em meio aquoso na presenca de um &cido
organico fraco®*. Assim, uma pratica comum ¢ realizar a dissolugio da quitosana
em meio de acido acético diluido (por exemplo 1,0 % v/v). A partir disso, a um
volume conhecido de quitosana ¢ misturada a uma massa ou volume conhecido
do modificador de interesse, € a mistura ¢ mantida sob em um banho de
ultrassom para obtengdo de uma dispersao homogénea e estavel, que pode, em
seguida, ser diretamente aplicada para modificacdo da superficie do eletrodo
base de interesse. Geralmente, além da quitosana e o agente modificador,
também ¢ adicionado um agente de reticulagdo, para reticulagdo da quitosana
seja pelo grupo hidroxila ou amino, ou ambos. Isto geralmente ¢ feito para
melhoria da estabilidade mecanica e quimica do filme de quitosana, por
exemplo, em solu¢des de amostras acidas. Entretanto, deve-se saber que a
concentragdo de quitosana para o preparo das dispersoes € um fator critico, e
deve ser considerada como um fator a ser otimizado. A concentracdo ideal
provera um filme estavel, homogéneo e reprodutivel e sem apresentar prejuizos
a resposta eletroquimica do eletrodo modificado devido a um efeito bloqueador

da transferéncia de elétrons®®S!. A quitosana tem sido aplicada com sucesso para

62,63 64,65

o preparo de filmes de nanotubos de carbono®®, grafeno € varios outros

nanomateriais.

1.4 Analitos de interesse

1.4.1 Paracetamol, codeina e cafeina

Paracetamol (PAR, ou acetaminofeno, Figura 1.8) ¢ um farmaco de

acao antipirética e analgésica, amplamente receitado para o tratamento de febre,
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dores de cabeca, dores musculares e outras®®®. Quando administrado nas doses
terapéuticas, o paracetamol ndo exibe efeitos colaterais prejudiciais, e pode ser

68,70 Todavia, 0 consume cronico ou mesmo

considerado como uma droga segura
a overdose por paracetamol, pode acarretar o acimulo de metabolitos toxicos
nos rins e figado, ocasionando o mal funcionamento destes orgdos’'’2. O
paracetamol ¢ comumente consumido em combinagdo com outros farmacos,
especialmente codeina e cafeina. A codeina (COD, Figura 1.8) ¢ um farmaco da
familia dos opidides com atividade analgésica e antitussigena, prescrito para o
tratamento de tosse cronica e alivio de dores. Uma desvantagem séria do uso
continuo da codeina ¢é a possibilidade da ocorréncia de dependéncia quimica’®.
A cafeina (CAF, Figura 1.8) ¢ um estimulante natural, e ¢ extensivamente
utilizada como agente estimulante em produtos comerciais energéticos,
suplementos alimentares e formulagdes farmacéuticas’”’®. A incorporagio de
cafeina em formulacdes de analgésicos ¢ uma pratica comum devido a sua

atividade diurética’?!.

Paracetamol Codeina Cafeina

NH./ |
o)
O NNy
L
N ~
N— / 5

FIGURA 1.8 — Formulas estruturais do paracetamol, codeina e cafeina.

HO

Considerando-se a importancia € consumo amplo em todo o mundo,
a identifica¢do e quantificacao destes fArmacos em produtos farmacéuticos € em
matrizes de fluidos biologicos, possui relevante importancia analitica. A
determinacao simultanea destes analitos foi reportada anteriormente pelo uso de

um método cromatografico®®. Em contrapartida, os métodos eletroanaliticos
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podem ser explorados para a determinacdo simultanea destes compostos com
vantagens importantes incluindo o emprego de equipamentos de menor custo,
rotinas de trabalho mais simplificadas e minimiza¢do do consumo de reagentes e

da geracao de residuos.

1.4.2 Ramipril

Ramipril (RAM, Figura 1.9) ¢ um inibidor da enzima conversora de
angiotensina, atuando como farmaco anti-hipertensivo®-**, RAM pode melhorar
a funcdo endotelial e, consequentemente, auxiliar a prevenir homeostase
metabolica nas formas de diabetes e obesidade®. De fato, RAM ¢ uma pro-
droga e o seu principal metabolito ramiprilato, gerado no organismo pela
clivagem de uma ligagdo éster, ¢ o principal responsavel pelo seu mecanismo de
acdo®. ApOs a ingestdo oral, RAM atinge um maximo de concentracdo no
plasma em 8h, com 2/3 de RAM eliminado pelos rins e 1/3 de RAM eliminado
pelo figado®. A determinagdo deste farmaco em formulagdes farmacéuticas e
fluidos biologicos ¢ importante para o controle de qualidade e ensaios de
farmacocinética. Os métodos eletroanaliticos configuram-se como métodos
alternativos potenciais para a analise rapida, com baixo consumo de reagentes e
geracdo de residuos, menor custo de instrumentacdo e simplicidade
operacional'*’. A determinagdo eletroquimica de RAM tem sido reportada
utilizando-se métodos polarograficos explorando-se a eletrorreducao desta

86,87

molécula®>®’ e via eletrooxidacdo empregando um sensor voltamétrico baseado

em diamante dopado com boro®.
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\/OH

FIGURA 1.9 — Formula estrutural da molécula de ramipril.

1.4.3 Corante allura red

Uma pratica muito comum na industria de alimentos ¢ a adigdo de
substancias aditivas para conferir aroma, cor e/ou sabor ao produto final. Uma
das principais preocupagdes € a aparéncia do produto e, obviamente, este
aspecto inclui a coloragdao do produto. A aparéncia ¢ um fator decisivo no
sucesso da comercializagdo de determinado produto aos consumidores. Desta
forma, um nimero significativo de corantes artificiais encontra-se disponivel
como aditivos para fornecer a aparéncia desejada. O allura red (AR, Figura 1.10)
¢ um corante hidrossolivel pertencente ao grupo dos azo-compostos,
caracterizado pela presenca de uma ou mais ligacoes do tipo N=N entre an¢is
aromaticos®. Este corante € utilizado em larga escala para a coloracio artificial
de diversos tipos de produtos alimenticios industrializados, tais como
refrigerantes, gelatinas, produtos lacteos, doces, dentre outros produtos™. A
despeito do amplo uso e consumo deste corante, estudos conduzidos sobre os
potenciais efeitos nocivos do AR sobre a satde humana, indicaram que o
consumo excessivo deste corante acarretaria em aumento das chances da
ocorréncia de alergias, hiperatividade em criancas, e até mesmo o

desenvolvimento de Cﬁl’lCCI’gl. Por este motivo, os Estados Unidos da América e
2
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muitos paises da Europa baniram o uso deste corante em alimentos®.
Consequentemente, o eficiente e rigoroso controle dos niveis de AR em
amostras alimenticias ¢ de fundamental importancia. Na literatura, a

determinacgdo deste corante tem sido rotineiramente realizada por cromatografia

93,94 95,96

liquida de alta eficiéncia™ ", espectrofotometria UV-Vis e eletroforese”’.
Um método alternativo para a determinagdo de AR pode ser otimizado
explorando-se as técnicas voltamétricas pulsadas de elevada sensibilidade e

detectabilidade analitica.

o O
v

O
CH
Ptk
H5C O
NH—NH /?
s—0
HO \OH

FIGURA 1.10 — Férmula estrutural da molécula de allura red.

1.4.4 Bisfenol A

Bisfenol A (BPA, do inglés “Bisphenol A”, Figura 1.11) é um
composto quimico obtido pela combinagdo de dois mols de fenol com um mol
de acetona em processos industriais®®. BPA tem sido produzido em larga escala,
90% como mondmero a ser empregado para producao de policarbonato, resinas

epoxi, resinas de poliéster estireno e retardantes de chamas®. Os produtos finais
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sao aplicados, por exemplo, como filmes protetores de latas, aditivos em papéis
termicamente estdveis e antioxidantes em plésticos”. A demanda por BPA ¢
muito grande e cada vez maior. Como fato curioso, a producao de BPA nos
Estados Unidos da América no ano de 1964 foi de 42 toneladas, passando para

mais de 1,0 milhdo de toneladas no ano de 2003!%

, em outras palavras, em 40
anos, a demanda por BPA aumentou mais de 20000 vezes.

Existe uma preocupagdo crescente sobre os possiveis efeitos do
BPA sobre a saide humana, animal e ambiental. A inser¢do de BPA no meio
ambiente pode ocorrer durante os processos industriais ou mesmo a partir de
estagdes de tratamento de esgoto municipais, lixiviagdo de aterros sanitarios,
combustdo de lixo doméstico ou degradacdo natural de materiais plasticos”!%,
O BPA ¢ considerado um poluente pseudo-persistente, visto que possui tempo
de vida relativamente curto no ambiente. Entretanto, a sua reposi¢cdo continua a
partir das diferentes fontes de contaminacdo faz com que o mesmo seja
encontrado em determinado nivel de concentragio de forma permanente!®.
Devido a sua baixa pressdo de vapor, o BPA ¢ pouco volatil, e possui
solubilidade moderada em meio aquoso. Sendo pouco volatil, menos de 1% do
teor de BPA encontrado no ambiente se refere ao BPA atmosférico e, também,
considera-se que qualquer quantidade de BPA presente na atmosfera seria
rapidamente degradada via foto-oxidagdo. Assim, os principais compartimentos
ambientais no qual o BPA pode ser encontrado incluem 4guas naturais (mais de

50%), solos e sedimentos'®

. Como o BPA ¢ encontrado em uma ampla gama de
produtos didrios, como embalagens plasticas de alimentos, a exposicdo humana
a este composto quimico também pode se dar pela propria dieta ou exposicao
dérmica.

O BPA age como um disruptor endocrino. O sistema endocrino
regula varios processos biologicos, como o desenvolvimento embriondrio,

100

diferenciacdo sexual, crescimento e digestdao ™. Um disruptor enddcrino ¢ uma

mistura de compostos ou um Unico composto quimico exodgeno que interfere
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sobre estes processos seja por ligacdo ou bloqueio dos receptores hormonais,
desencadeando assim uma série de efeitos adversos!?. Devido a sua atividade de
disrupgao endocrina, o BPA pode apresentar efeitos toxicos multidirecionais em
animais ¢ em humanos. Ha relatos sobre a perturbacao provocada pelo BPA
sobre a funcao de varios hormoénios, acarretando reducdo de fertilidade,
alteracdo no teor de hormonios tiroidianos, alteracdo das fungdes hepatica e
imunolégica e desenvolvimento de problemas cardiacos!®1%>, Um caso ainda
mais preocupante, € a exposicdo ao BPA por gestantes, o que pode levar ao
aumento das chances de aborto ou nascimento prematuro e reducao de peso do

101~ Além disso, a exposi¢do prolongada ao BPA tem sido

recém-nascido
associada ao aumento dos riscos de obesidade, diabetes e desenvolvimento de
cancer'%1% Considerando-se a importincia comercial e toxicidade do BPA, o
monitoramento continuo deste composto em produtos comerciais € amostras

ambientais configura-se como um desafio analitico muito relevante.

HO OH
FIGURA 1.11 — Formula estrutural da molécula de bisfenol A.

1.4.5 Hidroquinona

A hidroquinona (H»Q, Figura 1.12) ¢ o principal composto utilizado
como agente despigmentante em logdes e cremes dermatologicos. O mecanismo
de ac¢do da hidroquinona ndo se encontra totalmente esclarecido na literatura,
mas a principal hipétese centra-se na acdo inibitéria da H,Q sobre a enzima

tirosinase, a principal enzima responsavel pela producdo de melanina'®®%’. O
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amplo uso de H,Q para fins dermatologicos é controvérsia'®®, visto que varios
efeitos colaterais tem sido relacionados ao uso excessivo deste principio ativo,
incluindo a ocronose exogena, dermatites, cancer de pele e diminuicdo da
capacidade de cicatrizagdo da pele!®. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) deixou de registrar produtos cosméticos
contendo H,Q em sua formulacao desde 2007, permitindo o seu uso apenas em
medicamentos da classe dos desmelanizantes, limitando a concentracdao de H,Q
em cremes dermatologicos em 4% (m/m)!''°. Assim, o desenvolvimento de
métodos analiticos para a determinagdao de hidroquinona em formulagdes de

cremes dermatoldgicos € importante para o cumprimento da legislagcdo vigente.

OH

HO

FIGURA 1.12 — Formula estrutural da molécula de hidroquinona.
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Capitulo 2

2.1 Objetivo geral

Neste trabalho de doutorado objetivou-se preparar e desenvolver a
aplicagdo eletroanalitica de novas arquiteturas de sensores a base de carbono, a

saber: eletrodos a base de DLC poroso e nanoparticulas de CB.

2.2 Objetivos especificos

Para o cumprimento do objetivo geral, os seguintes objetivos
especificos foram perseguidos:

» Preparar e caracterizar por técnicas  microscopicas,
espectroscopicas e eletroquimicas filmes de DLC porosos depositados sobre
nanotubos de carbono verticalmente alinhados (composito DLC:VACNT);

» Investigar a aplicagdo do eletrodo de DLC:VACNT para
aplicagdes como sensor voltamétrico e amperométrico na determinagao
individual ou simultanea de espécies de interesse bioldgico e farmacéutico;

» Preparar e caracterizar morfologicamente e eletroquimicamente
filmes contendo nanoparticulas de CB imobilizadas sobre a superficie de um
eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés “Glassy Carbon Electrode™), ¢
empregar os eletrodos modificados na determinagdo de analitos de interesse

farmacéutico, biologico, alimenticio e ambiental.
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3.1 Objetivos especificos

Objetivou-se nesta etapa do trabalho desenvolver uma nova
arquitetura de carbono baseada na deposi¢ao de um filme de DLC sobre um
substrato de VACNT. O material obtido ¢ denominado DLC:VACNT, e possui
elevada porosidade devido a morfologia do substrato de VACNT. As
caracteristicas de desempenho eletroquimico do DLC:VACNT como material
eletrodico foram investigadas em relacdo a resposta de espécies inorganicas e
organicas de conhecida resposta eletroquimica, sendo assim, consideradas como
sondas redox. Tais espécies foram o hexacianoferrato (III) de potassio
(K5Fe(CN)g), dopamina (DA), paracetamol (PAR) e epinefrina (EP). Os
resultados apresentados neste capitulo encontram-se reportados na literatura com
a seguinte referéncia: Tiago A. Silva, Hudson Zanin, Paul W. May, Evaldo J.
Corat e Orlando Fatibello-Filho. “Electrochemical performance of porous
diamond-like carbon electrodes for sensing hormones, neurotransmitters and
endocrine disruptor”, ACS Applied Materials & Interfaces, vol. 6, 21086—21092,
2014.

3.2 Parte experimental
3.2.1 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, e as solugdes
preparadas em 4agua ultrapura obtida em um sistema Milli-Q (Millipore®,

Bedford, MA) com resistividade superior a 18,2 MQ cm.

3.2.2 Instrumentacao
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Um pHmetro Orion, modelo EA 940, equipado com um eletrodo
combinado de vidro (contendo eletrodo de referéncia externo de Ag/AgCl (KCl
3,0 mol L)) foi utilizado para ajustar o pH das solugdes. As medidas
eletroquimicas foram realizadas utilizando-se um potenciostato/galvanostato
PGSTAT-30 (Autolab, Eco Chemie) gerenciado pelo software GPES 4.9 (Eco
Chemie). Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma
célula eletroquimica de trés eletrodos de compartimento unico, volume igual a
25 mL e confeccionada em vidro Pyrex. Como eletrodo de trabalho foi
empregado o eletrodo de DLC:VACNT. Como eletrodo de referéncia foi
utilizado o eletrodo de Ag/AgCl (KCl1 3,0 mol L™!) e como eletrodo auxiliar foi
empregada uma placa de platina de 0,5 cm de largura e 1 cm de comprimento
fixada em um tubo de vidro contendo um fio de cobre para o contato elétrico.

As andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
realizadas utilizando-se um microscopio eletronico de varredura de alta
resolugao JEOL6330 e FEI Inspect F50 operado a 10-20 kV. Os estudos de
Espectroscopia Raman foram efetuados a temperatura ambiente empregando-se
um sistema micro-Raman, usando-se excitacdo por laser de ion-argonio (A =
514,5 nm), poténcia do laser de ~6 mW e um tamanho de ponta de ~15 pm. A
analise dos dados de Espectroscopia Raman foi realizada utilizando-se o

software Fityk.

3.2.3 Sintese dos filmes de DLC:VACNT e montagem do eletrodo de
trabalho

VACNT foram inicialmente sintetizados e utilizados, em seguida,
como substrato para a deposi¢cao do filme de DLC. VACNT foram sintetizados
por deposi¢ao quimica de vapor assistida por microondas (MWCVD, do inglés
“Microwave Chemical Vapour Deposition”) utilizando-se um reator com cadmara

de plasma de microondas de 2,45 GHz e 30 torr de pressao. Como substrato para
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a deposi¢ao dos filmes de VACNT foi utilizada uma folha de Ti com dimensdes
10mm x 10 mm X 0,5 mm, recoberta com uma camada de Ni (10 nm)
depositada por evaporacao por feixe de elétrons. O substrato de Ti contendo a
camada de Ni foi aquecido em um plasma de N»/H, (10/90 sccm) de 350 a 800
°C por um periodo de 5 minutos, o que provocou a formacao de nanoilhas de Ni
que atuaram em seguida como particulas catalisadoras para o crescimento dos
VACNT. Apos a etapa de formacao das particulas catalisadoras, foi inserido na
camara do reator o gas precursor CH4 (vazdo de 14 sccm) durante 1 min,
mantendo-se a temperatura do substrato constante e igual a 800 °C. Este
procedimento gerou VACNT com alta densidade espacial de nanotubos de
carbono de aproximadamente 40 pm de comprimento e 40-50 nm de espessura.
Em seguida, o substrato de Ti contendo os VACNT foi utilizado para a
deposicao de um filme de DLC, de forma a obter o composito DLC:VACNT. Os
filmes de DLC foram depositados utilizando-se um reator de deposi¢do quimica
de vapor assistida por plasma (PECVD, do inglés “Plasma-enhanced chemical
vapor deposition”) alimentado com vapor de hexano e gas argonio a 0,1-0,3 torr
e uma voltagem de descarga de —700 V e frequéncia de pulso de 20 kHz. Antes
do crescimento dos filmes, n-hexano foi pulverizado sobre as amostras de
VACNT e, em seguida, o plasma atingido sob vapor de hexano e argonio por 10
min. Uma amostra do eletrodo de DLC planar também foi preparada utilizando-
se um substrato de silicio polido, para servir como amostra controle. Para o
preparo desta, o substrato de Si foi introduzido no reator PECVD e limpo
usando uma atmosfera de plasma de argdnio a 0,1 torr (vazdo de Ar de 1 sccm)
por 30 min. Em seguida, n-hexano foi pulverizado por 1 h na regido do plasma
via um bico direcionado para a superficie do substrato de forma a promover a
deposi¢dao de um filme de DLC com 1 um de espessura. O filme de DLC planar
foi nomeado como DLC:Si. A vazao de Ar foi mantida durante todo o processo.
Apds a deposi¢do, as amostras foram arrefecidas em alto vacuo (107 torr) por

3 h.
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Para uso como eletrodo de trabalho, a placa de Ti contendo o
compo6sito DLC:VACNT foi inserida em um adaptador (tarugo) constituido de
um O-ring de vedagdo que também serviu para delimitar a area geométrica do

eletrodo de trabalho em 0,44 cm? (Figura 3.1).

FIGURA 3.1 — (a) Representacdo esquematica do adaptador (tarugo) utilizado
para a fixagdo do eletrodo de trabalho, contendo O-ring (anel de borracha) para

vedacdo e delimitagdo da drea geométrica em 0,44 cm?, (b) DLC:VACNT.

3.2.4 Ensaios eletroquimicos

O comportamento eletroquimico do novo material eletrodico a base
de um filme poroso de DLC depositado sobre VACNT foi inicialmente
explorado por voltametria ciclica utilizando-se como sonda eletroquimica o par
redox Fe(CN)s> /Fe(CN)s*". A partir destes ensaios foi possivel obter a constante
de transferéncia heterogénea de elétrons para o eletrodo DLC:VACNT.

Em seguida, o desempenho eletroanalitico do eletrodo de
DLC:VACNT foi avaliado por voltametria ciclica (v = 50 mV s™!) para a
determinacdo de DA, EP e PAR. As propriedades de transferéncia de elétrons
bem como de deteccao destas biomoléculas sobre o eletrodo de DLC:VACNT
foram obtidas. Além disso, foi estudada a precisdo das medidas empregando-se

o eletrodo de DLC:VACNT.
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Caracterizacao dos filmes de DLC:VACNT

Os VACNT foram sintetizados pelo método deposicao quimica de
vapor assistida por microondas (MWCVD), que tem garantido a produgdo
eficiente de nanotubos de carbono perfeitamente alinhados em posi¢ao vertical
em relacao ao substrato de deposi¢cdo. O alinhamento dos nanotubos de carbono
obtido empregando-se este método se deve a formagdo das nanoparticulas
metalicas sobre o substrato de Ti durante a etapa de pré-tratamento, que
catalisam a formag¢do dos nanotubos de carbono, governando a orientacdo € o
diametro dos nanotubos de carbono. As Figuras 3.2 (a-c) apresentam as imagens
de MEV obtidas em diferentes ampliacdes para os VACNT produzidos. A partir
destas imagens pode-se verificar que os nanotubos de carbono foram
perfeitamente formados em posicdo perpendicular em relagdo ao substrato.
Além disso, uma alta densidade de nanotubos de carbono foi obtida. O diametro
dos VACNT formados pode ser determinado a partir da imagem de MEV obtida
em alta resolu¢do inserida na Figura 3.2 (c). A partir desta imagem foi
observado que os VACNT tém diametro médio de =40 nm. Ademais, os

VACNT apresentaram comprimento meédio de 40 um (Figura 3.2 (c)).
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FIGURA 3.2 — (a, b) Imagem de MEV obtida para os VACNT com diferentes
ampliacdes. (¢) Imagem de MEV obtida para a regido lateral dos VACNT
(Reproduzido com permissdo de!!'. Copyright (2014) American Chemical
Society). Inserto: Imagem de MEV obtida em alta resolugdo para um VACNT.

Imagens de MEV coletadas para o filme DLC:Si e o compdsito
DLC:VACNT sao apresentadas nas Figuras 3.3 (a-g). A morfologia da amostra
controle DLC:Si revelou uma superficie planar, como esperado (Figura 3.3 (a)).
A visualizagdo superior do filme de DLC:VACNT indicou que apds poucos
minutos de deposi¢do do filme de DLC as pontas dos VACNT se juntaram
(Figuras 3.3 (b) e (d)). O revestimento de DLC promoveu a formagao de anéis a
partir da aglomeragdo das pontas dos VACNT. O tipo de microestrutura do
filme de DLC poroso (pontas (feepees), favos de mel (honeycombs), cumes

bidimensionais (2-dimensional ridges), ou teias de aranha (spider-webs)
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depositado sobre filmes de VACNT depende essencialmente da densidade e
comprimento dos VACNT, e para os VACNT utilizados neste trabalho, o filme
de DLC:VACNT obtido possuiu uma estrutura predominantemente do tipo
favos de mel.

Imagens de MEV obtidas em alta resolucao revelaram detalhes dos
vales e picos da microestrutura tipo favo de mel do filme DLC:VACNT (Figuras
3.3 (c, e-g)). Sobre as cristas das bordas dos anéis do “favo de mel” pode-se
observar uma acumulag¢ao de DLC, como mostrado nas Figuras 3.3 (c), (f) e (g).
Verificam-se que algumas das cristas (Figura 3.3 (c)) sdo formadas por milhares
de nanotubos encapsulados em conjunto pelo filme de DLC, enquanto outras
cristas sdo formadas por 50-100 nanotubos (Figuras 3.3 (f) e (g)). Nos vales
(Figuras 3.3 (b) e (d)), € possivel ser observado que os VACNT mantiveram seu

alinhamento mesmo apds a cobertura pelo filme de DLC.

FIGURA 3.3 — Imagens de MEV obtidas para as amostras de (a) DLC:Si ¢ (b-
g) DLC:VACNT. (Reproduzido com permissio de!'l. Copyright (2014)

American Chemical Society).

Os espectros Raman obtidos para o compodsito DLC:VACNT e os
filmes de DLC:Si e VACNT como crescidos sdao apresentados nas Figuras 3.4
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(a-c). O espectro obtido para o filme DLC:Si possuiu o perfil tipico observado
para filmes de carbono amorfo, apresentando duas bandas Gaussianas largas: a
banda D centrada em 1340 cm™! resultante do modo de respiragdo dos sitios de
carbono sp? em anéis e ndo em cadeia, ¢ a banda G centrada em ~1537 c¢cm’!
resultante do alongamento de qualquer par de sitios de carbono sp? presentes em
anéis e cadeias!'>!13. O espectro de primeira ordem registrado para o filme de
VACNT apresentou dois picos pronunciados em 1357 cm™! (banda D) e 1585
cm! (banda G). No caso de grafite ou nanotubos de carbono, a banda D ¢
normalmente atribuida a desordem e imperfeicao dos cristais de carbono ¢ a
banda G ¢ atribuida a um dos dois modos E,, correspondentes as vibragdes de

estiramento no plano basal (dominios sp?) de cristais simples de grafeno!!*11°,

e
esta relacionada a materiais grafiticos bem ordenados!!'”. O pico D’ (1622 cm™)
também foi observado, e esta relacionado a desordem da estrutura grafitica. O
espectro Raman de segunda ordem obtido para a amostra VACNT (dado nao
mostrados) apresentou o pico G’, confirmando a boa cristalinidade dos VACNT.

O espectro Raman obtido para o compodsito DLC:VACNT ¢ uma
combinagdo das caracteristicas dos espectros Raman dos filmes de DLC:Si e
VACNT. Claramente, para o filme DLC:VACNT o pico referente a banda D dos
VACNT encontra-se combinado com a mesma banda D larga observada para o
filme DLC:Si, e a banda G mostrou uma forma larga, envolvendo a banda G do
filme DLC:S1 e os picos das bandas G e D’ do filme VACNT. Estes resultados

demonstraram que o filme de DLC ndo substituiu os VACNT, mas

simplesmente recobriu 0s mesmos.
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FIGURA 3.4 - Espectros Raman obtidos para os filmes de DLC:Si,
DLC:VACNT e VACNT. (Reproduzido com permissdo de'!!. Copyright (2014)

American Chemical Society).

3.3.3 Caracterizacio eletroquimica do eletrodo de DLC:VACNT

O comportamento eletroquimico do eletrodo a base de
DLC:VACNT foi avaliado utilizando-se a sonda eletroquimica
Fe(CN)g* /Fe(CN)s* .

Na Figura 3.5 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos
para os eletrodos de DLC:Si ¢ DLC:VACNT em solu¢do de KCI 0,1 mol L™!
contendo K3Fe(CN)s 1,0 x 107 mol L. Como pode ser observado, sobre o
eletrodo de DLC:Si a sonda eletroquimica nao apresentou qualquer resposta
eletroquimica, em decorréncia do comportamento praticamente isolante deste
filme. Em contrapartida, quando o eletrodo de DLC:VACNT foi empregado, a
sonda eletroquimica apresentou resposta eletroquimica, com comportamento
quase-reversivel e um valor de AE, (diferenga entre os potenciais de pico
anddico e catodico) igual a 83 mV, acima do valor tedrico de 59 mV observado

para um processo redox reversivel envolvendo a transferéncia de 1 elétron. Este
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resultado demonstrou a mudanca drastica de condutividade do filme de DLC
apos a sua deposi¢do sobre o filme condutor de VACNT como substrato,
viabilizando a aplicacdo eletroquimica do composito a base de DLC ¢ VACNT.
Moreira et al.''® apresentaram recentemente uma teoria possivel
para explicar a condutividade de filmes de DLC depositados sobre VACNTs de
alta area baseada na formagdo de solitons sobre a superficie do DLC poroso.
Neste trabalho, imagens de TEM em alta resolucdo foram coletadas,
demostrando que os filmes de DLC possuem uma espessura variando entre 2 nm
e 20 nm. Esta pequena espessura do filme de DLC poroso pode ser a origem da
condutividade destes filmes comparativamente a filmes convencionais de DLC
ndo condutivos. Da teoria quantica, o DLC consiste de uma combinagdo de
orbitais sp’ (carbono diamante, geometria tetraédrica) e sp? (carbono grafite,
geometria trigonal plana) dispostos de tal maneira que, em filmes muito finos,
muitas ligacdes permanecem pendentes ao longo do filme e ao longo da
superficie/interface. Para minimizar a energia local, os 4tomos de carbono das
ligacdes pendentes unem-se aos seus vizinhos de tal forma que uma onda
viajante (um soliton) se forma na superficie. Por causa da concentragao
relativamente alta desses solitons, os elétrons ficam livres para se mover na
superficie e através do filme. E provavel que, como resultado, novos niveis de
energia, como estados de armadilha (“trap states), sejam formados ao longo da
regido de seperacdo das bandas, para os quais elétrons podem ser facilmente
promovidos, aumentando a condutividade. Um esquema simplificado do modelo

soliton ¢ apresentado na Figura 3.6.
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FIGURA 3.5 — Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugdo de
K;3Fe(CN)g 1,0 x 103 mol L™ em KC1 0,1 mol L™! usando eletrodos de DLC:Si
(voltamograma ciclico inserido) e DLC:VACNT. v=50 mV s ..
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FIGURA 3.6 — Representagdao esquematica de alguns 4tomos de carbono com
hibridagdo sp? e sp® do filme fino de DLC, indicando a formag¢do de solitons na

superficie. (Reproduzido de''®

com permissao de Springer Nature).
Experimentos de voltametria ciclica conduzidos a diferentes
velocidades de varredura foram realizados para a mesma sonda redox. Os
voltamogramas registrados, bem como os graficos de corrente de pico anoddica e
catodica (I,) versus a raiz quadrada da velocidade de varredura (v'?) encontram-
se nas Figuras 3.7 (a) e (b). Verificou-se que com o aumento da velocidade de

varredura, ambas as correntes de pico variaram linearmente com a raiz quadrada
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da velocidade de varredura de potencial, indicando que o transporte de massa

por difusdo controlou a corrente faradaica'.

(b)

02 00 02 04 06 0.1 02 03 04 05 06 0.7
(Evs. Ag/AgCl)/V S v s_l)m

FIGURA 3.7 — (a) Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades
de varredura (1: 10 — 15: 500 mV s!) para o eletrodo de DLC:VACNT em
solugdo de K3Fe(CN)s 1,0 x 107 mol L' em KCI 0,1 mol L™!. (b) Grafico com

o registro de I, vs. v!"? para correntes de pico anddica e catddica.

Tendo em vista o interesse em elucidar de forma mais detalhada o
potencial de aplicagdo eletroquimica do material eletrédico proposto neste
trabalho, seguiu-se para o calculo da constante de transferéncia heterogénea de
elétrons entre o eletrodo de DLC:VACNT e o par redox Fe(CN)g* /Fe(CN)s*".
Os voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de varredura
(Figura 3.7 (a)) renderam informagdes importantes para o cumprimento deste
objetivo. Analisando-se os voltamogramas da Figura 3.7 (a) verifica-se que com
o aumento da velocidade de varredura de potencial, os potenciais de pico
anddico foram deslocados para valores mais positivos enquanto os potenciais de
pico catddico deslocaram-se para potenciais mais negativos, resultando em um
aumento da separagdo de picos (AEp). Para o calculo da constante de
transferéncia heterogénea de elétrons (£°) para o eletrodo de DLC-VACNT foi

utilizado o método de Nicholson!!’®, amplamente empregado para o calculo de
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constantes de transferéncia de elétrons para sistemas quase-reversiveis
controlados por difusio. Neste método, o valor de £° é obtido empregando-se a

Equacao 3.1:

0 -1/2
Y=k [t DnvF/(RT)] Eq. 3.1

sendo ¥ um parmetro cinético, F a constante de Faraday (96485 C mol™!), R a
constante universal dos gases (8,314 J K! mol!), T a temperatura
termodinamica (298,15 K) e os demais termos ja foram definidos anteriormente
(Equacao 3.1). O parametro cinético ¥ encontra-se tabelado de acordo com
valores de AE, a 298,15 K para um processo envolvendo um elétron''’. Os
valores de ¥ também podem ser obtidos empregando-se a Equacao 3.2 proposta

l 120

por Lavagnini et al."~” que relaciona de forma simples ¥ e os valores de AE):

P = (-0,6288 + 0,00217AE,)/(1 — 0,017nAE,) Eq. 3.2

A partir dos valores calculados de ¥, um grafico de ¥ versus 32,79
v 12 foi obtido (Figura 3.8), a partir do qual X° pode ser determinado. O fator
32,79 representa o termo [ D n F/(R T)] 2, calculado considerando-se D = 7,6
x 10°cm? s, F=96485 Cmol™', R=8314 J K ' mol' e 7T=298,15 K. A

equacao da reta obtida para este grafico (Equacgao 3.3) foi:
¥=0,011v""2-0,34 (r=0,990) Eq. 3.3

Como o termo [t D n F/(R T)]"? j4 foi contabilizado, o coeficiente
angular da equagio da reta 3.3 representa diretamente o valor de k°, sendo,
portanto, igual a 1,1 x 1072 cm s™!. A constante heterogénea de transferéncia de
elétrons do eletrodo de DLC:VACNT foi em torno de 31 vezes maior que a
mesma constante calculada para um CPE e 11 vezes maior do que a obtida para

um eletrodo de carbono vitreo. Este resultado demonstra que o eletrodo a base
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de DLC:VACNT apresenta um relevante potencial para aplicagdes diversas em

eletroquimica, como nas areas de eletrocatalise e sensores.

1,51 °
1,2 o

0,9+ ,®
9.‘ | 7

0,6 .

O,3A "
40 60 80 100 120 140 160
32,79 v "
FIGURA 3.8 — Grafico de ¥ vs. 32,79 v 2 obtido para o eletrodo de
DLC:VACNT em solu¢do de K3Fe(CN)s 1,0 x 1073 mol L™! em KCI 0,1 mol

L

3.3.4 Resposta eletroquimica das moléculas dopamina, paracetamol e

epinefrina sobre o eletrodo de DLC:VACNT

A influéncia da incorporagdo de nanotubos de carbono sobre o
comportamento eletroquimico do filme de DLC foi, em seguida, explorado
frente as biomoléculas de dopamina, paracetamol e epinefrina. Neste estudo,
estas moléculas foram escolhidas pois apresentam resposta eletroquimica bem

conhecida’?8!

, permitindo que a performance analitica do novo material de
eletrodo pudesse ser comparada com a de outros eletrodos reportados na
literatura.

Experimentos de voltametria ciclica foram conduzidos sobre uma
ampla faixa de velocidades de varredura de potenciais, de forma a investigar o
processo de transferéncia de elétrons das moléculas selecionadas sobre o

eletrodo de DLC:VACNT. Todos os ensaios de voltametria ciclica para DA,
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PAR e EP foram realizados em soluc¢do de tampdo fosfato 0,2 mol L™! e pH =
7,0. Os voltamogramas ciclicos registrados de 10 a 400 mV s™! obtidos para as
trés moléculas sdo apresentados nas Figuras 3.9 (a-c). DA e PAR mostraram
comportamento quase-reversivel, enquanto EP apresentou um perfil irreversivel.
A avaliacao das correntes de pico (/) em funcdo da raiz quadrada da velocidade
de varredura de potencial (v'?) revelou relagdes lineares entre 7, € v'? em todos
os casos (ver graficos inseridos nas Figuras 3.9 (a-c)), indicando que os
processos eletrédicos foram governados somente pelo transporte de massa de
difusdao’® 12122 Além disso, como esperado para o caso de difusdo semi-infinita
(Equagdo de Randles—Sev¢ik) !, graficos de log I, versus log v foram lineares
com coeficientes angulares de 0,57 (DA), 0,39 (EP), e 0,50 (PAR). Todos estes
valores estdo proximos ao valor tedrico de 0,5 para um processo controlado

apenas por difusdo!?!"1%3,
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FIGURA 3.9 — Voltamogramas ciclicos obtidos para (a) DA 1,0 x 10™*mol L,
(b) EP 1,0 x 10 mol L™ e (¢) PAR 1,0 x 10 mol L' em solu¢do de tampao
fosfato 0,2 mol L™ (pH = 7,0) utilizando o eletrodo de DLC:VACNT em
diferentes velocidades de varredura de potencial (1: 10 — 13: 400 mV s!).
Insertos: curvas de I, vs. v'? e log I, vs. log v. (Reproduzido com permissdo

de'!!. Copyright (2014) American Chemical Society).
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Assumindo que as respostas voltamétricas dos analitos sobre o
eletrodo de DLC:VACNT foram controladas pelo transporte de massa
difusional, as teorias apropriadas foram selecionadas para a determinacdo das
respectivas constantes de transferéncia heterogénea de elétrons (£°). DA ¢ PAR
apresentaram comportamento quase-reversivel e, consequentemente, o método
de Nicholson'"” para processos quase-reversiveis controlados pela difusio foi
selecionado para estes compostos. Para EP a abordagem proposta por Nicholson
e Shain'** foi empregada, no qual é aplicavel para processos irreversiveis
controlados por difusao.

Para aplicagdo do método de Nicholson através do uso da Equagao
3.1, os valores de ¥ foram calculados inicialmente. Para obter os valores de Y,
as Equagdes 3.2 e 3.4 propostas por Lavagnini et al.'?® foram empregadas, no
qual relacionam ¥ e o valor de AE, para cada velocidade de varredura de

potencial:

P = (—0,6288 + 0,0021nAE,)/(1 — 0,017nAE,) Eq. 3.2

¥ = 2,18 [B/n]exp[~(f2F/RT)nAE,)] Eq. 3.4

onde S € o coeficiente de transferéncia de carga na Equacdo 3.5, e os demais
termos ja foram definidos anteriormente. A Equacdo 3.2 ¢ empregada para
aqueles casos no qual n x AE, < 200 mV, enquanto a Equacdo 3.4 ¢ usada
quando n x AE,> 200 mV. Os valores de n X AE, variaram de 84 — 434 mV para
DA, e de 114 — 600 mV para PAR, assumindo que 2 elétrons estdo envolvidos
na eletrooxidacdo destas duas moléculas'?®!?’. Consequentemente, cada equagio
(Equacao 3.2 ou 3.4) foi empregada para o céalculo de ¥ em suas respectivas
faixas de n x AE,. A partir dos valores de P, o pardmetro cinético £° foi previsto
a partir do coeficiente angular dos graficos de ¥ vs. 23,66 v > para DA e ¥
vs.10,37 v 2 para PAR. Os fatores 23,66 ¢ 10,37 sdo equivalentes ao termo [r D
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n F/(R T)] ' da Equacgdo 3.1, calculado considerando D (DA) = 7,3 x 10°® cm?
s'127 D (PAR) =3,8 x 107° cm? s 112 F = 96485 C mol™!, R = 8,314 J K'!
mol™! e T'= 298,15 K. A partir das relagdes lineares, os valores de k° = 5,2 x
107 cm s7! para DA € 4,5 x 107 ¢m s™! para PAR foram obtidos. Os resultados
indicam uma taxa de transferéncia eletronica similar para ambos os analitos (DA
e PAR) sobre o eletrodo de DLC:VACNT. Além disso, as constantes de
transferéncia de elétrons foram similares a valores tipicos encontrados por
outros autores para DA e PAR usando-se um CPE modificado por nanotubos de
carbono (DA, 2,21 x 1072 cm s7!) 7 ¢ um eletrodo de grafite (PAR, 4,8 x 1073
cm s 129,

Para a determinagdo de k° para a molécula de EP, o método de
Nicholson e Shain foi empregado. De acordo com este método, a corrente de
pico apresenta uma relagdo exponencial com a diferenga entre o potencial de

pico (Ep) e o potencial formal (£°’) em um processo irreversivel controlado pela

difusdo, Equacao 3.5:

. 0 on '

1,=0227n F A CKexp|(%5) (B, E)] Eq.3.5
onde C ¢ a concentracdo da espécie eletroativa ([EP]=1,0 x 1077 mol cm™), 4 é
a area geométrica do eletrodo de trabalho (0,44 cm? neste trabalho) € os demais
termos ja tiveram seus respectivos significados e valores mencionados.
Aplicando-se a funcao logaritmo natural (In) e rearranjando-se a Equacao 3.5, a

Equacao 3.6 a seguir pode ser facilmente obtida:
_ 0 an 01
InZ, =1In (0,227 n FA CK) +(R—f) (E, - E”) Eq. 3.6

A partir da Equacdo 3.6, k° pode ser determinado a partir do
coeficiente linear de um grafico de In I, vs. (E, — E*’). O valor de E° foi

determinado a cada corrente calculada'®® como sendo 7 = 0,82 I, para as
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diferentes velocidades de varredura de potenciais, € o valor médio previsto neste
caso foi £ = 0,25 £ 0,04 V. Assim, k° foi calculado através da comparacdo do
coeficiente linear da curva de In 7, vs. (E, — E°’) com o coeficiente linear da
Equagio de Nicholson-Shain!** (Equagio 3.6), assumindo que 2 elétrons foram
transferidos na eletrooxidac¢do da molécula de EP'3!. Fazendo-se isso, um valor
de k° igual a 8,9 x 107 c¢cm s! foi obtido. Como também observado para as
moléculas de DA e PAR, o valor de k° determinado para EP foi similar ou maior
do que aqueles valores reportados sobre varios outros materiais de eletrodo,
incluindo eletrodos de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e
liquido i6nico (1,17 x 1073 ¢m s') %2, CPE (1,47 x 1072 c¢cm s ') 1! CPE
modificado com nanotubos de carbono (2,13 x 1073 ¢cm s !)!3!, CPE modificado
com dodecilsulfato de sodio (4,51 x 107 ¢cm s™)!3!, ¢ CPE modificado com
nanotubos de carbono e dodecilsulfato de sodio (6,38 x 1072 c¢cm s )"3!. Os
resultados apresentados demonstram, novamente, que a incorporagdo de
nanotubos de carbono melhorou significativamente o comportamento
eletroquimico do filme de DLC.

Em adicdao a exploracdo do comportamento eletroquimico das
moléculas de DA, EP e PAR, a potencialidade eletroanalitica do eletrodo de
DLC:VACNT para a deteccdo destes analitos foi investigada em seguida.
Assim, curvas analiticas para os trés compostos foram construidas usando
voltametria ciclica. Os voltamogramas ciclicos foram registrados com a
concentragdo dos analitos variando de 10 a 100 umol L™!, como mostrado nas
Figuras 3.10 (a-c). Nesta faixa de concentragdo, as curvas analiticas
apresentaram excelentes coeficientes de correlagdo linear para todas as
biomoléculas (Figuras 3.10 (d-f)). A Tabela 3.1 contém os parametros analiticos
obtidos a partir das respectivas curvas analiticas. Os valores de limite de
deteccdo (LOD) apresentados na Tabela 3.1 foram estimados usando-se a

Equacgao 3.8:
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LOD = 39/, Eq. 3.8

onde o ¢ o desvio-padrao de dez medidas do branco (somente eletrdlito suporte)
e m ¢ a sensibilidade do método analitico (inclinagdo da curva analitica). A faixa
linear ¢ LODs obtidos por voltametria ciclica sdo significativos quando
comparados aqueles reportados para diferentes materiais de eletrodo para a

deteccdo por voltametria ciclica de DA!33-13¢ EP137:138 ¢ pAR126.139-141
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FIGURA 3.10 — Voltamogramas ciclicos obtidos para (a) DA, (b) EP ¢ (¢) PAR
a diferentes concentra¢des (1: 10 — 10: 100 umol L) em solugdo de tampdo
fosfato 0,2 mol L™ (pH = 7,0) utilizando o eletrodo de DLC:VACNT. v = 100
mV s7!. Curvas analiticas obtidas para (d) DA, (e) EP ¢ (f) PAR. (Reproduzido

111

com permissao de'''. Copyright (2014) American Chemical Society).
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TABELA 3.1 — Parametros analiticos obtidos para a determinacdo por
voltametria ciclica de DA, EP e PAR usando o cletrodo DLC:VACNT.
(Reproduzido com permissdo de!'!. Copyright (2014) American Chemical

Society)
Sensibilidade Faixa linear LOD
Analito
(A pmol ™' L) (umol L") (umol L")
DA 0,27 10-100 3.9
EP 0,29 10-100 4,5
AC 0,28 10-100 2.3

A estabilidade de resposta do material de eletrodo proposto foi
avaliada a partir de um estudo de repetibilidade intra-dia, no qual varias medidas
de voltametria ciclica foram realizadas em um mesmo dia (n = 10) para solugdes
de ambos os analitos a diferentes niveis de concentracdo. Os resultados de
desvio-padrao relativo (RSD, do inglé€s “Relative Standard Deviation™) obtidos
para a variagdo da corrente de pico durante dez sucessivas determinacdes por
voltametria ciclica de solugdes de DA, EP ¢ PAR em dois diferentes niveis de
concentragdo (30,0 e 50,0 umol L!) sdo apresentados na Tabela 3.2. Baixos
valores de RSD, variando de 1,6 a 6,7% foram observados, indicando a boa

precisao das medidas obtidas empregando-se o eletrodo de DLC:VACNT.
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TABELA 3.2 — Valores de RSD obtidos para a corrente de pico anddica
registrada durante dez medidas sucessivas por voltametria ciclica (n = 10) para

solucdes de DA, EP e PAR em diferentes niveis concentragdo. (Reproduzido

111

com permissao de'''. Copyright (2014) American Chemical Society)

Analito Concentracdo (umol L) RSD (%)
30,0 2,9
DA
50,0 3,5
30,0 1,6
EP
50,0 1,9
30,0 6,7
PAR
50,0 3,1

Os resultados apresentados demonstraram a potencialidade
eletroanalitica do novo eletrodo a base de DLC:VACNT para a determinagao de

importantes analitos alvo.

3.4 Conclusoes Parciais

Eletrodos de DLC porosos foram produzidos pela deposicao do
filme de DLC sobre nanotubos de carbono verticalmente alinhados. O material
eletrodico obtido, DLC:VACNT, foi caracterizado por MEV, espectroscopia
Raman e voltametria ciclica, a partir do qual foi possivel confrontar as
propriedades morfologicas, quimicas e eletroquimicas da estrutura porosa e
condutora obtida comparativamente a uma amostra padrao de filme de DLC,
planar, de baixa area superficial e isolante. Além disso, foi possivel constatar a
potencialidade do filme de DLC poroso para aplicagdes eletroanaliticas, a partir
do estudo eletroquimico e determinagdo por voltametria ciclica das

biomoléculas dopamina, paracetamol e epinefrina.
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4.1 Objetivos especificos

Uma vez sintetizado e devidamente caracterizado o material de
DLC:VACNT poroso e, também, demonstrada a potencialidade eletroanalitica
do mesmo, partiu-se para o desenvolvimento de aplicagdes eletroanaliticas do
eletrodo de DLC:VACNT poroso como sensor eletroquimico. Sendo assim,
objetivou-se nesta etapa realizar a determinagdo voltamétrica simultanea dos
farmacos paracetamol (PAR), codeina (COD) e cafeina (CAF). Inicialmente,
investigou-se a resposta voltamétrica de todos os analitos sobre a superficie do
eletrodo de DLC:VACNT poroso e, em seguida, investigaram-se as otimizagoes
das condi¢des experimentais que afetam as respostas voltamétricas dos analitos
para o desenvolvimento de um procedimento por voltametria de onda quadrada
(SWV, do inglés “Square-Wave Voltammetry). Os resultados apresentados
neste capitulo encontram-se reportados na literatura com a seguinte referéncia:
Tiago A. Silva, Hudson Zanin, Evaldo J. Corat e Orlando Fatibello-Filho.
“Simultancous Voltammetric Determination of Paracetamol, Codeine and
Caffeine on Diamond-like Carbon Porous Electrodes”, Electroanalysis, vol. 29,

907-916, 2017.

4.2 Experimental

4.2.1 Reagentes e solucoes

Os padroes de PAR, COD e CAF foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico, e
as solucdes preparadas em agua ultrapura obtida em um sistema Milli-Q
(Millipore®, Bedford, MA) com resistividade superior a 18,2 MQ cm. As
solugdes-estoque de PAR, COD e CAF (1,0 x 102 mol L™!) foram preparadas

diariamente em agua ultrapura.
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4.2.2 Sintese dos filmes de DLC:VACNT, montagem do eletrodo de

trabalho e instrumentacio eletroquimica

Vide as secoes “3.2.2 Instrumentagdo” e “3.2.3 Sintese dos filmes

de DLC:VACNT e montagem do eletrodo de trabalho”.

4.2.3 Procedimento analitico

No desenvolvimento do procedimento voltamétrico para a
determinacdo simultanea dos analitos PAR, COD e CAF, etapas de estudo do
comportamento eletroquimico dos analitos de interesse, otimizagdo e aplicacao
analitica foram seguidas. Primeiramente, o comportamento eletroquimico de
todos os analitos foi investigado sobre o eletrodo proposto de DLC:VACNT
empregando-se voltametria ciclica e solugdo de H,SO4 0,1 mol L™ como o
eletrolito suporte. A influéncia do pH e composicao do eletrolito suporte, e dos
parametros da técnica de SWV (frequéncia, amplitude e incremento de
potencial) foi estudada como parte da otimizacdo da resposta voltamétrica do
sensor proposto. Foi selecionado o melhor eletrolito suporte (composicao e pH)
para a resposta voltamétrica dos farmacos. Sob as condicdes otimizadas, as
respectivas curvas analiticas individuais para cada analito foram construidas, na
presenca dos demais analitos em uma concentracdo fixa. A partir deste estudo
foi avaliado possiveis interferéncias mutuas dos analitos. Em seguida, as curvas
analiticas para os analitos PAR, COD e CAF foram construidas de forma
simultanea, e os parametros de desempenho analitico em relagdo a cada analito
obtidos, incluindo faixa linear de resposta, sensibilidade e limite de detecgao.

A precisao do procedimento voltamétrico foi verificada a partir de
estudos de repetibilidade intra-dia (n = 10) e inter-dias (n = 3). O procedimento

voltamétrico desenvolvido foi empregado na analise de amostras biologicas
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sintéticas de urina e soro humano fortificadas com uma concentracdo conhecida
de cada analito. Na se¢do seguinte sao descritos os procedimentos adotados para

preparacdo das amostras supracitadas.

4.2.4 Preparo de amostras biologicas sintéticas

De forma a investigar a potencialidade do procedimento
voltamétrico desenvolvido para a determinacdo de PAR, COD e CAF em
amostras bioldgicas reais de urina e soro humano, substitutos sintéticos para tais
amostras foram preparados contendo alguns dos componentes quimicos
(concomitantes) presentes em amostras reais, seguindo procedimentos preé-
estabelecidos na literatura'#>!43,

Para preparagdo da amostra de urina sintética, 0,73 g de NaCl, 0,40
g de KCl, 0,28 g de CaCl,.2H,0, 0,56 g de Na,SOs4, 0,35 g de KH,PO4, 0,25 g
de NH4Cl e 6,25 g de ureia foram dissolvidos em dgua em um baldo volumétrico
de 250 mL. No caso da amostra de soro humano 3,0 g de NaCl, 0,16 g de
NaHCO;, 3,5 mg de triptofano, 2,3 mg de glicina, 3,2 mg de serina, 3,7 mg de
tirosina, 6,6 mg de fenilalanina, 9,1 mg de lisina, 6,3 mg de histidina, 29,0 mg
de acido aspartico, 9,1 mg de alanina ¢ 10,0 mg de arginina foram dissolvidos
em agua em um balao volumétrico de 250 mL. As amostras foram, em seguida,

fortificadas com concentracdes conhecidas de PAR, COD e CAF ¢ analisadas

diretamente empregando-se o procedimento voltamétrico proposto.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Resposta eletroquimica das moléculas de PAR, COD e CAF

A eletroatividade das trés moléculas alvo sobre o eletrodo de

DLC:VACNT foi investigada em um primeiro momento utilizando a técnica de
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voltametria ciclica. Para estes estudos, foi empregado como solucao de eletrélito
suporte H,SO4 0,1 mol L™! e uma velocidade de varredura de potencial (v) de 50
mV s™!. Nas Figuras 4.1 (a-c) sdo apresentados os voltamogramas ciclicos
obtidos para esta solu¢do na auséncia e presenca de cada um dos analitos de
interesse. Primeiramente, ¢ importante notar a auséncia de qualquer processo
redox para as solu¢des de branco (somente eletrolito suporte). Na presenga dos
respectivos analitos, em todos os casos, um pico de oxidagdo pronunciado foi
verificado durante a varredura anddica de potenciais, com auséncia de um pico
de reducdo equivalente durante a varredura catddica de potenciais. Estes
resultados sugerem que as moléculas sob estudo sofreram processos de oxidacao
irreversiveis; na verdade, no caso do PAR um ligeiro pico de redugdo pode ser
detectado. Entretanto, a razdo entre as correntes de pico anddica (/,,) € catddica
(Ipc) foi muito maior que a unidade (lpa / I, = 8.,5), mostrando o carater
irreversivel do processo anddico verificado para o PAR nesta condi¢ao de pH.
As posig¢des de pico (vs. Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L)) foram: +0,70 V para PAR;
+1,22 V para COD e +1,47 V para CAF, respectivamente. Isto implica em
separagdes de potenciais de pico de 520 mV (entre PAR e COD) e¢ 250 mV
(entre COD e CAF). Estas separagdes de potenciais de pico sdao suficientes para
garantir a determinacdo voltamétrica simultanea de PAR, COD e CAF. Um
voltamograma ciclico registrado na presenca de PAR, COD e CAF ¢ mostrado
na Figura 4.1 (d), ilustrando as excelentes separacdes de pico obtidas utilizando-

se o eletrodo de DLC:VACNT.
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FIGURA 4.1 — Voltamograma ciclico obtido em solugio de H,SO, 0,1 mol L™!
contendo (a) PAR 1,0 x 10°* mol L', (b) COD 1,0 x 10* mol L™!, (¢) CAF 2,0
x 10 mol L! e (d) uma mistura de PAR 1,0 x 10™* mol L™!, COD 1,0 x 10°*
mol L' ¢ CAF 2,0 x 10* mol L. v =50 mV s™!. (Reproduzido de ** com

permissdo de John Wiley and Sons).

4.3.2 Influéncia do pH e composicao da solucao de eletrolito suporte

Nesta etapa, foi avaliada a influéncia do pH e da composi¢dao da
solucdo de eletrélito suporte sobre a resposta voltamétrica das moléculas de
PAR, COD e CAF. O efeito do pH ¢ um parametro importante tanto do ponto de
vista analitico quanto eletroquimico. Por um lado, determina-se a melhor
condicao de pH para obten¢do de um elevado sinal analitico e, por outro, a partir

do estudo do pH ¢ possivel obter informagdes relevantes sobre o processo redox.
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O estudo de pH foi realizado utilizando solugdes de tampao fosfato 0,2 mol L™
com pH variando de 2,0 a 10,0. Nas Figuras 4.2 (a-c) sdo mostrados os
voltamogramas ciclicos obtidos para PAR, COD e CAF em diferentes condi¢des

de pH.

S gl 12 H(b)

§5 7%, 1,1 P
P 10,0+—2,0

08  -04 00 0.4 0.8 00 03 06 09 12 15
(Evs. Ag/AgC)/V (Evs. Ag/AgCl)/V
3004 40 ¥ i 1,44 (C)
L fer 0000
0 i g ° 1,40 = 10,0 ’
< 2001
3.
Ny
100
O,

1.0 1.2 1.4 1.6
(Evs. Ag/AgCh) /V

FIGURA 4.2 — Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢do de tampao fosfato
0,2 mol L™! em diferentes pHs (2,0 — 10,0) contendo (a) PAR 1,0 x 10~* mol
L1, (b) COD 1,0 x 10* mol L e (¢) CAF 2,0 x 10*mol L™". v=50 mV s
Nos graficos inseridos sdo apresentadas as relagdes entre /, e £, em funcao do
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pH para cada caso. (Reproduzido de com permissdo de John Wiley and

Sons).

Analisando-se o0s voltamogramas das Figuras 4.2 (a-c) ficou
evidente que o pH da solugdo eletrolitica influenciou diferentemente a resposta

eletroquimica das moléculas de analito. Esta diferenga na variagdo do
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comportamento redox em fun¢cdo do pH se deu principalmente em relacdo a
variagao do potencial de pico anoddico (£,). No caso do PAR, uma relagdo linear
entre £, e pH foi obtida em toda a faixa de pH estudada, seguindo a equagao de

regressao linear, Eq. 4.1:

PAR: E,= 0,75 - 0,049 pH, r = 0,998 Eq. 4.1

O coeficiente angular verificado para a curva de £, vs. pH (—0,049
V pH™!) foi proximo ao coeficiente angular Nernstiano tedrico (—0,0596 V pH™!)
tipico para um processo redox envolvendo igual niimero de protons e elétrons.
Este resultado estd de acordo com a reacdao de eletrooxidacao mostrada na
Figura 4.3 (a) amplamente aceita na literatura para o PAR, envolvendo a perda
de dois elétrons e dois protons gerando a espécie N-acetil-p-quinoneimina!#%-148,

Um comportamento mais complexo no caso da molécula de COD
foi verificado, como pode ser observado nos voltamogramas apresentados na
Figura 4.2 (b). Na faixa de pH de 2,0 a 4,0, um tnico pico anddico foi verificado
(pico P;). Em pH = 5,0, houve a ocorréncia de um pico mais alargado, sugerindo
a sobreposi¢do de dois picos anodicos. A partir deste pH, dois picos anddicos
(picos P; e Py) puderam ser claramente distinguidos. A molécula de COD pode
sofrer reagdes de eletrooxidagdo irreversiveis em diferentes pontos. Na faixa de
pH estudada, os picos associados a oxidacdo dos grupos 6-hidroxi e amina
terciaria sdo detectaveis, como esquematizado na Figura 4.3 (b)!*1° A
atribuicao de cada pico a eletrooxidacdo de cada um destes grupos funcionais
eletroativos pdde ser feita avaliando-se as relagdes entre £, e pH em cada caso.
No gréfico inserido da Figura 4.2 (b) sdo mostrados os graficos de E, vs. pH
obtidos para os picos P; (E,1 vs. pH) e P, (Ep2 vs. pH). E, 1 ndo apresentou uma
dependéncia linear do pH. Por outro lado, E,, foi linearmente dependente do

pH, de acordo com a seguinte equagao de regressao linear, Eq. 4.2:
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Pico P> da COD: E, , = 1,35 — 0,055 pH, r = 0,996 Eq. 4.2

O coeficiente angular obtido para a curva de E,» vs. pH (0,055 V
pH™") foi proximo ao valor tedrico Nernstiano (—0,0592 V pH!) que, como
comentado anteriormente, ¢ indicado para um processo redox envolvendo igual
numero de elétrons e protons. Consequentemente, o pico P, estd relacionado
com um processo de oxidacao envolvendo a perda do mesmo niimero de prétons
e elétrons. Considerando estes resultados, o pico P; pode ser associado a
oxida¢do do grupo 6-hidroxi com perda de 2 elétrons e o pico P, a oxidacdo do
grupo amina tercidria com a perda de 2 elétrons e 2 protons. Conclusoes

similares foram reportadas por Garrido et al.!>°

, 0s quais estudaram a resposta
eletroquimica da molécula de COD em fung¢do do pH utilizando um eletrodo de
carbono vitreo. De um ponto de vista analitico, a determinacdo voltamétrica de
COD na presenca de PAR ¢ mais indicada de ser realizada utilizando como
eletrolito suporte solugdes acidas, de forma a eliminar possiveis interferéncias
do segundo pico anddico da COD sobre a determinagdo de PAR.

O comportamento eletroquimico da molécula de CAF em fung¢do do
pH ¢ mostrado nos voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 4.2 (c). Neste
caso, a maior intensidade de corrente de pico foi verificada em pH = 2,0. Em
relacdo a variacdo do potencial de pico, este parametro sofreu pouca variagdo
durante a varia¢do do pH, sem a ocorréncia de regides lineares entre £, e pH. O

possivel mecanismo de eletrooxida¢do da cafeina que tem sido proposto na

literatura'>! ¢ mostrado também na Figura 4.3 (c).
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FIGURA 4.3 — Possiveis reagdes de eletrooxidagdo para as moléculas de (a)

PAR, (b) COD e (c) CAF.
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Considerando-se que uma condi¢do de pH menor que 7,0
apresentou ser mais indicada para a determinagdo voltamétrica simultanea de
PAR, COD e CAF (melhor separagao de picos e intensidades de corrente de pico
mais altas), nos estudos posteriores selecionaram-se solugdes acidas para avaliar
o efeito da composicdo do eletrolito suporte sobre a resposta dos referidos
analitos. Assim, a resposta voltamétrica por onda quadrada (SWV, do inglés
“Square-Wave Voltammetry”) de PAR, COD e CAF foi testada simultaneamente
utilizando como eletrélito suporte as seguintes solugdes: H,SO4 0,1 mol L7,
tampao fosfato 0,2 mol L™! (pH 2,0) e tampdo Britton-Robinson (BR) 0,2 mol
L! (pH = 2,0). Na Figura 4.4 (a) sdo fornecidos os voltamogramas de SW
registrados na presenca de PAR, COD e CAF nas condi¢des de eletrolito suporte
mencionadas. A partir destes, as respectivas correntes de pico foram coletadas e
colocadas em grafico em func¢do do analito/eletrolito suporte (Figura 4.4 (b)).
Considerando a comparagdo fornecida pelo grafico da Figura 4.4 (b), pode-se
concluir que a solugdo de H,SO, 0,1 mol L™! proporcionou os valores mais altos
de corrente e, consequentemente, foi selecionada como o melhor eletrolito

suporte para a condugdo dos experimentos seguintes.
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FIGURA 4.4 — (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes
eletrolitos suporte (H,SO4 0,1 mol L™!, tampdo fosfato 0,2 mol L™! (pH 2,0) e
tampao BR 0,2 mol L™! (pH = 2,0)) contendo PAR 1,0 x 10™*mol L™!, COD 1,0
x 10# mol L' e CAF 2,0 x 10~* mol L™!. ParAmetros da técnica de SWV: /=70
Hz, A = 50 mV e AE; = 5 mV. (b) Grafico de I, vs. Analito obtidos para as
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diferentes solucdes de eletrdlito suporte. (Reproduzido de '** com permissao de

John Wiley and Sons).

4.3.3 Efeito da velocidade de varredura

O efeito da velocidade de varredura de potencial sobre as respostas
das moléculas de PAR, COD e CAF foi acessado variando-se este parametro
entre 20 ¢ 400 mV s™! em diferentes ensaios de voltametria ciclica. Nas Figuras
4.5 (a-c) sdo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos na faixa de
velocidade de varredura de potenciais mencionada para PAR, COD e CAF. Em
todos os casos, o incremento de velocidade de varredura provocou uma variagao
positiva da corrente de pico. A partir disto, os graficos do logaritmo decimal da
corrente de pico (log I,) versus o logaritmo decimal da velocidade de varredura
de potenciais (log v) foram construidos. Os graficos de log I, vs. log v obtidos
em cada caso encontram-se inseridos (insertos (i)) nas Figuras 4.5 (a-c).
Relagdes lineares foram verificadas em todos os casos, com os seguintes valores

de coeficientes angulares: 0,63 (PAR), 0,70 (COD) e 0,64 (CAF). Estes valores
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de coeficientes angulares estdo entre os valores teoricos de 0,5, reportado para
um processo redox controlado apenas por transporte difusional de massa, e 1,0,
tipico para um processo redox governado por adsor¢do. De forma a conferir qual
destes fendmenos predominou no controle dos processos de transferéncia de
carga, os graficos de corrente de pico versus a raiz quadrada da velocidade de
varredura de potencial (I, vs. v'"?) e corrente de pico versus a velocidade de
varredura de potencial (/, vs. v) foram construidos. Estes graficos também se
encontram inseridos nas Figuras 4.5 (a-c) (insertos (i1) e (ii1)). Como pode ser
visto, somente os graficos de I, vs. v'’? foram lineares, o que permite concluir
que em todos os casos os processos de transferéncia de carga foram controlados
pela difusdo. Abaixo, encontram-se as equagdes de regressdo linear obtidas para

as curvas de I, vs. v, Egs. 4.3-4.5:

PAR: I,=—4,6 x 106+ 6,6 x 107° v r = 0,997 Eq.4.3
COD: I,=-3,5%x10°%+3,9 x 10 v'2 r=10,997 Eq. 4.4
CAF: I,=—6,1 x 10+ 8,8 x 1073 v!2, r=10,997 Eq. 4.5
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FIGURA 4.5 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de
varredura (1: 20 mV s™! — 12: 400 mV s™!) em H,SO,4 0,1 mol L™! contendo (a)
PAR 1,0 x 10 mol L', (b) COD 1,0 x 10 mol L' e (¢) CAF 2,0 x 10~ mol
L. Gréaficos de (i) log I, vs. log v; (ii) I, vs. v!*? e (iii) 1, vs. v. (Reproduzido de

144 com permissio de John Wiley and Sons).

4.3.4 Determinacio simultinea de PAR, COD e CAF por SWV

Para realizar a determinacao voltamétrica simultanea de PAR, COD
¢ CAF, a técnica de SWV foi selecionada como ferramenta eletroanalitica.
Assim, os parametros experimentais afetando a resposta dos analitos por SWV
foram submetidos a otimizacao. Na Tabela 4.1 sdo apresentados os parametros
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avaliados (frequéncia, amplitude e incremento de potencial) e as respectivas
faixas. Os valores 6timos foram selecionados levando-se em conta a obtencao de
um elevado sinal analitico e boa defini¢do dos sinais voltamétricos para PAR,

COD e CAF.

TABELA 4.1 — Parametros da técnica de SWV submetidos a otimizacao e

respectivos valores 6timos

Parametro Faixa Selecionado
Frequéncia, f (Hz) 10-100 80
Amplitude, 4 (mV) 10— 100 60
Incremento de potencial, AEs (mV) 1-10 9

Em seguida, as curvas analiticas individuais foram construidas
mantendo-se os demais analitos em uma concentracao fixa. Estes estudos foram
importantes para verificar a possivel interferéncia de um ou mais analito(s)
sobre a determinagdo de cada um dos analitos. Na Figura 4.6 (a) sdo mostrados
os voltamogramas de SW registrados em solugdo de H,SO4 0,1 mol L™
contendo PAR em diferentes niveis de concentrag¢do (9,69 x 1077 — 5,63 x 107
mol L™!) e COD e CAF em concentragdes fixas de 3,00 x 107 mol L' e 5,00 x
10 mol L', respectivamente. A resposta voltamétrica do PAR mostrou
excelente linearidade na faixa de concentragdes estudada (vide a curva analitica
para PAR no inserto da Figura 4.6 (a), com coeficiente de correlagdo linear igual
a 0,996) na presenca de COD e CAF, os quais apresentaram intensidade de
corrente de pico praticamente constantes (desvios-padrdes relativos, RSD, de
2,85% para o sinal da COD e 2,55% para o sinal da CAF). Estudos similares
foram realizados variando-se as concentragdes de COD e CAF. Na Figura 4.6
(b) sdo apresentados os voltamogramas de SW obtidos para COD em diferentes
niveis de concentragdo (2,67 x 10— 3,92 x 107> mol L™!) com as concentragdes

de PAR e CAF fixas em 2,00 x 10 mol L™ ¢ 5,00 x 10~ mol L™! e, na Figura
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4.6 (c) estdo organizados os voltamogramas de SW coletados para CAF em
diferentes concentragdes (9,88 x 107% — 9,79 x 107> mol L™!) na presenca de
PAR e COD, ambos, a uma concentracdo fixa de 1,00 x 10 mol L.
Novamente, as correntes de pico registradas para COD e CAF variaram
linearmente em fung¢do das respectivas concentragdes com excelentes
coeficientes de correlacdo linear (r = 0,997 para a curva analitica da COD e r =
0,999 para a curva analitica da CAF) e, os sinais analiticos verificados para os
analitos mantidos em uma concentragdo fixa também permaneceram
praticamente constantes (RSDs < 10%). A partir deste conjunto de resultados,
conclui-se que os analitos podem ser simultaneamente determinados sem a

ocorréncia de interferéncia de um analito sobre a determinagao do outro.
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FIGURA 4.6 — (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando o

eletrodo de DLC:VACNT em solucio de H,SO,; 0,1 mol L' contendo PAR em
diferentes niveis de concentra¢do (1: 0,00 — 8: 5,63 x 10 mol L™!) e COD ¢
CAF em concentracdes fixas de 3,00 x 10 mol L' e 5,00 x 107 mol L.
Inserto: Curva analitica para PAR (/, vs. [PAR]). Pardmetros da SWV: /= 80
Hz, 4 = 60 mV e AE; = 9 mV. (b) Voltamogramas de onda quadrada obtidos
utilizando o eletrodo de DLC:VACNT em solugdo de H,SO4 0,1 mol L'
contendo COD em diferentes niveis de concentragdo (1: 0,00 — 7: 3,92 x 107°
mol L™!) e PAR e CAF em concentragdes fixas de 2,00 x 10> mol L' e 5,00 x
107 mol L', Inserto: Curva analitica para COD ([, vs. [COD]). Pardmetros da
SWV: =80 Hz, 4 = 60 mV e AE; = 9 mV. (¢) Voltamogramas de onda
quadrada obtidos utilizando o eletrodo de DLC:VACNT em solugdao de H,SO4
0,1 mol L™! contendo CAF em diferentes niveis de concentragio (1: 0,00 — 11:
9,79 x 107> mol L") e PAR e CAF em concentra¢des fixas de 1,00 x 107> mol
L. Inserto: Curva analitica para CAF (I, vs. [CAF]). ParAmetros da SWV: f=
80 Hz, A = 60 mV e AE; = 9 mV. (Reproduzido de '** com permissdo de John
Wiley and Sons).
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Uma vez confirmada a ndo interferéncia mutua dos analitos, partiu-
se para a construcdo das curvas analiticas para PAR, COD e CAF utilizando
SWV de forma simultanea. Na Figura 4.7 (a) sdo mostrados os voltamogramas
de SW registrados em solucdo de H,SO4 0,1 mol L™! na presenga de PAR, COD
e CAF em diferentes concentracdes. A partir destes, as respectivas curvas
analiticas para PAR, COD e CAF foram construidas (Figuras 4.7 (b-d)). As
curvas analiticas foram lineares de 9,97 x 1077 a 3,67 x 107> mol L™! para PAR ¢
COD e de 9,97 x 10°®a 9,17 x 107 mol L' para CAF, de acordo com as

seguintes equacoes de regressao linear, Equagoes 4.6-4.8:

PAR: I, (A)=1,4 x 10 + 0,89 [PAR] (mol L!),r=0,998  Eq. 4.6
COD: I, (A)=7,7 x 107+ 0,94 [COD] (mol L'!),t=0,994  Egq.4.7
CAF: I, (A)=-2,5x 106+ 0,35 [CAF] (mol L"), r=0,999  Eq. 4.8

Comparativamente, as sensibilidades analiticas obtidas para os
analitos PAR e COD foram pelo menos duas vezes maior que aquela fornecida
para a determinacdo de CAF. Uma possivel explicacdo para esta diferenga de
sensibilidade encontra-se no fato da CAF ter sido determinada em uma regiao de
potencial com corrente capacitiva mais elevada, impedindo a detecg¢do deste
analito em niveis de concentragao mais baixos. Os LODs foram calculados de
acordo com a Equacgdo 3.8, sendo obtidos respectivamente: 3,34 x 1077 mol L™!
para PAR, 1,57 x 1077 mol L™! para COD ¢ 3,67 x 1077 mol L™! para CAF. Até o
presente momento nenhum procedimento voltamétrico dedicado a determinacao
simultanea de PAR, COD e CAF foi reportado. Assim, os parametros analiticos
alcangados neste trabalho utilizando o eletrodo poroso de DLC:VACNT como
sensor eletroquimico foram comparados na Tabela 4.2 com aqueles reportados
por Kartal®? utilizando um método analitico baseado em cromatografia liquida.
Analisando-se a Tabela 4.2, pode-se observar que o método voltamétrico

proposto neste trabalho forneceu LODs menores para PAR e COD, e um LOD
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ligeiramente superior para CAF. Esta comparagdo € notoria, considerando que o
procedimento voltamétrico proposto ¢ mais simples que o método
cromatografico, além de alta rapidez de analise e permitir também a andlise

direta de amostras.
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FIGURA 4.7 — (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando o
eletrodo de DLC:VACNT em solu¢do de H,SO40,1 mol L™! contendo diferentes
concentragdes de PAR (1: 0,00 — 11: 3,67 x 107> mol L"), COD (1: 0,00 — 11:
3,67 x 10° mol L") e CAF (1: 0,00 — 11: 9,17 x 107 mol L™"). ParAmetros da
SWV: /=80 Hz, 4 = 60 mV ¢ AE; =9 mV. Curva analitica obtida para (b) PAR
(I, vs. [PAR]), (¢) COD (I, vs. [COD]) e (d) CAF (I, vs. [CAF]). (Reproduzido

de '** com permissio de John Wiley and Sons).
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TABELA 4.2 — Comparacdo dos parametros analiticos obtidos para a
determinacdo simultinea de PAR, COD e CAF utilizando o procedimento

voltamétrico proposto e cromatografico reportado na literatura.™

Parametro analitico
Método Analito Referéncia
Faixa linear (mol L™!) LOD (mol L)
PAR 997 x107-3,67 x 107 3,34 x 1077
SWV COD 997 x107-3,67x107 1,57 x 1077
CAF 9,97 x10%-9,17 x 107 3,67 x 1077
PAR 2,64 x10°%-992 %1073 9,92 x 1077
LC COD 1,00 x 10— 1,00 x 107 3,34 x 1077 82

CAF 3,86x107-4,63x10™* 1,18 x 1077

Este
trabalho

4.3.4 Estudos da repetibilidade

A precisao do eletrodo de DLC:VACNT proposto foi avaliada por
estudos de repetibilidade intra- e inter-dias. Para tanto, medidas de SWV foram
realizadas para solu¢des de H,SO4 0,1 mol L™! contendo PAR, COD ¢ CAF em
dois niveis diferentes de concentracdo localizados dentro das respectivas faixas
lineares de resposta. As concentracdes de PAR, COD e CAF selecionadas para
estes estudos foram: Nivel 1 — [PAR] = [COD] = 5,0 x 10 *mol L! e [CAF] =
2,0 x 107> mol L!; Nivel 2 — [PAR] = [COD] = 3,0 x 107° mol L™! ¢ [CAF] =
6,0 x 107 mol L™!. Para a repetibilidade intra-dia, dez medidas sucessivas de
SWV foram conduzidas no mesmo dia (n = 10) e, para o estudo de
repetibilidade inter-dias os sinais analiticos de SWV foram monitorados durante
trés diferentes dias de trabalho (n = 3). Na Tabela 4.3 sdo reportados os valores
de RSD obtidos para os sinais analiticos nos estudos de repetibilidade. Como
pode ser observado, uma excelente precisdo foi obtida pelo uso do eletrodo de
DLC:VACNT como sensor eletroquimico para a determinag¢do simultanea por

SWV de PAR, COD e CAF, com baixos valores de RSD (menores que 8,6%).
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TABELA 4.3 — Resultados dos estudos de repetibilidade intra- e inter-dias

144 com permissio de John Wiley and Sons)

Repetibilidade (% RSD)

(Reproduzido de

Analito Concentrac¢io (mol L)

Intra-dia* Inter-dia**

50x10°° 7,2 7,6
PAR

2,0 x107 33 4,8

50x%x10°° 2.4 7.1
COD

2,0x107 5,3 7,6

3,0x107° 3,0 8,1
CAF

6,0 x 107 3,1 8,6

*n=10; **n= 3.

4.3.5 Aplicacio analitica

Finalmente, a aplicabilidade do método de SWV desenvolvido foi
testada frente a quantificagdo de PAR, COD e CAF em duas matrizes de fluidos
bioldgicos sintéticos diferentes: urina e soro humano. Estas amostras foram
fortificadas com concentracdes conhecidas dos respectivos analitos e
diretamente analisadas empregando-se o método de SWV proposto. Na Tabela
4.4 encontram-se organizadas as respectivas porcentagens de recuperacao
obtidas para a andlise das amostras bioldgicas supramencionadas. Como pode
ser observado, excelentes porcentagens de recuperacdo foram verificadas
(proximo a 100%), demonstrando a real aplicabilidade do sensor proposto para a

determinacao simultanea de PAR, COD ¢ CAF.
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TABELA 4.4 — Aplicagao do método de SWV proposto na andlise de fluidos

4

bioldgicos sintéticos (Reproduzido de '** com permissio de John Wiley and

Sons)
Concentrag¢io (mol L™) Recuperacio
Amostra Analito
Adicionado Encontrado (%)
4,0 x10° (3,6£0,4)x10° 90
PAR
1,010 (1,04£0,04) x 107 104
4,0x10°  (3,65+0,08)x10°¢ 91,2
Urina COD
1,0 x 1073 (1,1 £0,4) x107° 110
1,010 (1,06 +0,07) x 107 106
CAF
50x107 (4,5+0,3) x107° 90
4,0 x10° (4,1£0,1)x10° 102,5
PAR
1,0 x 1073 (8,9+0,4) x107°° 89
Soro 4,0 x10° (3,9+0,1)x10°° 97,5
COD
humano 1,0 x 1073 (8,5+£0,1)x10° 85
1,010  (1,08+0,03) x 107 108
CAF
50x10°  (4,90+0,04) x 10°° 98

4.4 Conclusées parciais

A aplicagdo eletroanalitica do compdsito DLC:VACNT foi testada
pela primeira vez neste trabalho. Assim, a determinacao simultanea voltamétrica
de paracetamol, codeina e cafeina foi feita pioneiramente utilizando-se o
eletrodo de DLC:VACNT. Utilizando o eletrodo de DLC:VACNT, o
comportamento eletroquimico dos analitos alvo foram investigados em
diferentes condicdes de pH e velocidades de varredura (voltametria ciclica), a
partir dos quais informacgdes sobre os processos de transferéncia de carga foram
obtidos. Apds uma etapa de otimizacao, a determinagdo voltamétrica simultanea

de PAR, COD e CAF foi realizada utilizando voltametria de onda quadrada
76



Capitulo 4

(SWV), e as curvas analiticas foram lineares de 9,97 x 1077 a 3,67 x 107> mol
L™! para PAR ¢ COD e de 9,97 x 10%a 9,17 x 107 mol L™! para CAF, com
limites de detec¢do de 3,34 x 1077 mol L™! para PAR, 1,57 x 107" mol L™! para
COD e, 3,67 x 1077 mol L! para CAF, respectivamente. Estes parimetros
analiticos foram similares ou superiores aqueles reportados previamente com o
uso de um método cromatografico. Finalmente, o método de SWV proposto foi
aplicado com sucesso na determinacdo simultanea de PAR, COD e CAF em
amostras de fluidos bioldgicos. Os resultados apresentados neste trabalho
demonstraram que o eletrodo poroso de DLC:VACNT ¢ um potencial candidato
como material de eletrodo para aplicacdes diversas em eletroanalitica, como a
deteccdo de varias moléculas de interesse farmacéutico, alimenticio, biologico
ou ambiental, e ainda como plataforma para o desenvolvimento de biossensores

eletroquimicos.
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CAPITULO 5

Eletrodo de carbono tipo-diamante poroso aplicado na
determinacao eletroquimica de hidroquinona em cremes
dermatologicos por analise por injecio em fluxo acoplada a

deteccio amperométrica



Capitulo 5

5.1 Objetivos especificos

Considerando-se os bons resultados obtidos anteriormente para
aplicacdo do eletrodo de DLC:VACNT na determinacdo individual ou
simultanea de analitos de interesse empregando-se técnicas voltamétricas, nesta
etapa do trabalho, objetivou-se ampliar o leque aplicagcdes do material proposto.
Neste sentido, foi avaliada a aplicabilidade do eletrodo de DLC:VACNT como
sensor amperométrico acoplado a um sistema de analise por injecdo em fluxo
(FIA, do inglés “Flow Injection Analysis™) para a determinacao de hidroquinona

(H2Q) em amostras de cremes dermatologicos.

5.2 Experimental

5.2.1 Reagentes e solucoes

Padrao de H»Q foi adquirido da Sigma-Aldrich. Todos os reagentes
utilizados foram de grau analitico, e as solugdes preparadas em agua ultrapura
obtida em um sistema Milli-Q (Millipore®, Bedford, MA) com resistividade
superior a 18,2 MQ cm. Solugdes-estoque de H,Q 1,0 x 102 mol L™! foram
preparadas diariamente em solugdo de eletrolito suporte, e diluidas também com
eletrolito suporte para obtencdo de solucdes-padrio de H,Q de diferentes

concentragoes.

5.2.2 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se um
potenciostato/galvanostato WAUTOLAB Tipo 3 (Autolab, Eco Chemie)
gerenciado pelo software NOVA 2.1. Os experimentos de voltametria ciclica

foram realizados em wuma célula eletroquimica de trés eletrodos de

80



Capitulo 5

compartimento Unico, volume igual a 25 mL e confeccionada em vidro Pyrex,
utilizando como eletrodo de trabalho o DLC:VACNT (montado em um tarugo
como mostrado na Figura 3.1), eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol
L), e como eletrodo auxiliar uma placa de platina de 0,5 cm de largura e 1 cm
de comprimento fixada em um tubo de vidro contendo um fio de cobre.

A célula eletroquimica para o sistema FIA foi construida com uma
configuracdo mista entre a configuracdo wall jet ¢ camada delgada. Esta célula
constituida em acrilico foi projetada de acordo com um modelo proposto por
Richter et al.!>?> com algumas modificagdes e adaptagdes feitas em nosso grupo
de pesquisa. Na Figura 5.1 estd ilustrada a montagem e a configuragdo da célula
eletroquimica desenvolvida. Nesta célula, o eletrodo de trabalho
(DLC:VACNT), teve a sua area delimitada com o auxilio de um O-ring de
borracha que também foi usado para vedar a passagem da solucao. O eletrodo de
referéncia foi um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™!) miniaturizado de
modo a ser acoplado no sistema. J4 o eletrodo auxiliar foi um tubo de ago

inoxidavel que também serviu para a saida das solugdes empregadas na analise.
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FIGURA 5.1 — Ilustragdo da célula eletroquimica adaptada para o sistema FIA.
Em (a) suporte em acrilico com O-ring para vedagdo, (b) suporte em acrilico
com contato elétrico para acomodagao do eletrodo de trabalho, (¢) eletrodo de
referéncia (Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)) miniaturizado, (d) eletrodo de trabalho

DLC:VACNT e (e) eletrodo auxiliar em ago inoxidavel e saida das solugdes.

5.2.3 Sistema FIA

O sistema FIA empregado foi composto por uma bomba peristaltica
a qual foi utilizada para propulsionar a solucao transportadora e as amostras, um
injetor comutador manual construido em acrilico com al¢a de amostragem com
volumes conhecidos para inserir as solu¢des-padrao e as amostras e uma célula
eletroquimica como descrita anteriormente. Para os tubos da linha de conducgao e

da algca de amostragem foram utilizados tubos de polipropileno de 0,8 mm de
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diametro interno. O esquema do sistema FIA de linha unica esta representado na

Figura 5.2.

FIGURA 5.2 — Tlustragdo do sistema FIA utilizado. As representacoes sdo: (a)
bomba peristéltica, (b) injetor comutador manual, (¢) célula eletroquimica, (d)
solucdo transportadora (eletrolito suporte), (e) solucdo-padrao ou de amostra e

(f) descarte.

5.2.4 Procedimento analitico

No desenvolvimento do procedimento de andlise por inje¢do em
fluxo com deteccdo amperométrica para determinagdo de H,Q, foram seguidas
diferentes etapas de otimizagdo, construgdo de curvas analiticas e aplicacdo.
Inicialmente, a resposta eletroquimica da molécula de H>Q foi avaliada sobre o
eletrodo de DLC:VACNT empregando-se voltametria ciclica. Além disso, ainda
por voltametria ciclica, foi estudado a influéncia do pH da solug¢do-tampao
utilizada como eletrolito suporte. Este estudo proveu informagao sobre a relagao
entre o namero de elétrons e prétons envolvidos no processo de eletrooxidagao
do analito e, também, para fins de otimizacao, a condi¢ao de pH fornecendo a
mais alta intensidade de corrente. Em seguida, o voltamograma hidrodindmico
para H,Q foi construido, e o potencial a ser aplicado na medida amperométrica

selecionado. Os parametros afetando o desempenho do sistema FIA foram
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otimizados, incluindo a vazao da solugdo e volume de inje¢do. Conhecendo-se
as condigdes otimizadas, a curva analitica para H,Q foi construida a partir da
injecao de solugdes-estoque de H>Q de diferentes concentragdes. Os parametros
de desempenho analitico faixa linear de resposta, limite de deteccdo e
sensibilidade foram obtidos a partir das respectivas curvas analiticas.

A precisdo do procedimento desenvolvido foi verificada a partir de
estudos de repetibilidade intra-dia (n = 10) e inter-dias (n = 3). A aplicabilidade
do procedimento eletroanalitico foi estudada a partir da anélise de amostras de
cremes dermatoldgicos a base de H,Q. Na secao seguinte ¢ descrito o

procedimento adotado para preparacao destas amostras.

5.2.5 Preparo de amostras de cremes dermatoldgicos

Amostras de cremes dermatologicos a base de H>Q foram
adquiridas no comércio local de Sdo Carlos-SP. Inicialmente, 1,0000 g de cada
amostra foi pesado e transferido para um baldo volumétrico de 10 mL, e o
volume foi aferido com solugcdo de eletrolito suporte. Para a completa
solubiliza¢dao dos analitos alvo, as misturas obtidas foram levadas a um banho
ultrassons por 10 min. Apds isto, as solugdes foram apropriadamente diluidas
com solucdo de eletrolito suporte, para o ajuste da concentracdo a faixa linear
das respectivas curvas analiticas e diretamente injetadas no sistema FIA para a

analise amperométrica.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Estudo do comportamento eletroquimico da H>Q

Na Figura 5.3 (a) encontram-se os voltamogramas ciclicos obtidos

na auséncia e presenca de H,Q. Os voltamogramas foram registrados com o
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eletrodo de DLC:VACNT e empregando-se como eletrolito suporte solugdo de
tampdo fosfato 0,2 mol L' (pH 7,0) e concentragdo de H,Q igual a 5,0 x 107
mol L™!. Na medida do branco (auséncia de analito), nenhum processo faradaico
de oxida¢do ou redugdao foram notados na respectiva janela de potencial
utilizada. Apos a adicdo de H,Q a solucdo de eletrolito suporte, foram
observados picos de oxidacdo e reducdo durante as varreduras de potencial
anddica e catddica. Os potenciais de pico anddico e catddico foram iguais a
+0,134 V e +0,028 V, resultando em uma separagao de picos (AE,) de 110 mV.
Segundo a teoria da voltametria ciclica, a separacao dos potenciais de pico para
um processo reversivel a 25 °C € dada por: AE, = 59,2 mV/n, sendo »n 0 nimero
de elétrons envolvidos no processo redox. Os processos anddico e catodico da

153134 " portanto, um valor de

H,Q envolvem dois elétrons (n = 2) (Figura 3 (b)
AFE, tedrico para o processo totalmente reversivel para H,Q ¢ igual a 29,6 mV.
Como os processos de oxidacdo e reducdo da H,Q sobre o -eletrodo
DLC:VACNT ocorreram com um valor de AE, maior do que o tedrico, o
processo de transferéncia de elétrons neste caso foi um processo quase-

reversivel.
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(b) oH 0

-2e’, -2H*

OH o)

01 00 01 02 03
(Evs. Ag/AgCl)/V
FIGURA 5.3 - (a) Voltamogramas ciclicos obtidos usando o eletrodo
DLC:VACNT na auséncia (linha pontilhada) e presenga (linha so6lida) de H,Q
5,0 x 10* mol L™! HQ. v =50 mV s . (b) Reac¢fo redox associada a molécula

de HQQ.

5.3.2 Estudo do efeito do pH do eletrolito suporte por voltametria ciclica

Para o estudo da influéncia do pH do eletrolito suporte sobre a
resposta da H,Q, empregou-se solugdes de tampdo fosfato 0,2 mol L™ com pH
variando de 2,0 a 8,0. Na Figura 5.4 (a) e (b) s@o mostrados os voltamogramas
ciclicos obtidos nesta faixa de pH, a partir dos quais pode-se verificar que o pH
afetou diretamente a resposta voltamétrica observada para H,Q. Em relacao ao
potencial de pico (Ep), com o aumento do pH (ou diminui¢do da concentragdo
hidrogenionica, [H;0"]), foi notado um deslocamento dos potenciais para
valores menos positivos. Esta variagdo inversa entre £, e pH ocorreu de forma
periodica, havendo uma relagdo linear entre estas variaveis como mostrado no

grafico da Figura 5.4 (b) (eixo secundario), de acordo com a Eq. 5.1:

E,(V)=0,517 V- 0,0541 (V pH") pH, r = 0,998 Eq. 5.1
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Como pode ser observado pela Eq. 5.1, um coeficiente angular
igual a —54,1 mV pH! foi obtido, respectivamente. Este valor de coeficiente
angular foi proximo ao coeficiente Nernstiano de —59,2 mV pH™!, o qual é o
coeficiente angular tedrico para processos de oxi-redugdao envolvendo o mesmo
numero de elétrons (n) e protons (n,), ou razdo n/n, 1gual a 1. Este resultado esta
em consonancia com o mecanismo redox reportado previamente para a molécula
de H,Q envolvendo a transferéncia de 2 elétrons/2 protons!>*!%4, Ainda sobre o
efeito do pH, na Figura 5.4 (b) (eixo primario) ¢ apresentado o grafico de
corrente de pico (/) versus pH. Neste caso, foram observadas correntes de pico
de maior intensidade para os tampdes com pH igual a 2,0 e 7,0. Para a realizacao
dos proximos ensaios, foi selecionado a solugdo de tampao fosfato 0,2 mol L
com pH igual a 7,0, pois neste caso, um valor de potencial de pico menos
positivo foi obtido em relagdo aquele registrado em pH igual a 2,0. O uso ou
aplicacdo de potenciais menos positivos em medidas amperométricas ¢

recomendado para minimizagao de possiveis interferéncias em potenciais mais

elevados.
pH 250
300/(@)  80——20 -3 (b) 04
200 - 3 3
200 - R
150 ’
g 1007 _, El >
~ 0 ~=100- 10,2 19™
-100- 50, N
-200+ — |
T T T T 0 T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 2 4 6 8
(Evs. Ag/AgCl)/V pH

FIGURA 5.4 - (a) Voltamograma ciclico obtido usando o eletrodo
DLC:VACNT para H,Q 5,0 x 10* mol L™! em solu¢do de tampio fosfato 0,2
mol L™ em diferentes pHs (2,0 a 8,0). v=50 mV s™'. (b) Graficos de I, vs. pH ¢
E, vs. pH obtidos para H,Q.
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5.3.3 Influéncia da velocidade de varredura

Empregando-se experimentos de voltametria ciclica realizados em
diferentes velocidades de varredura € possivel viabilizar informacdes adicionais
sobre a cinética de transferéncia de elétrons do analito sob estudo sobre a
superficie eletrodica proposta. Neste sentido, utilizando-se o eletrdlito suporte
otimizado anteriormente (tampdo fosfato 0,2 mol L™! pH = 7,0), medidas de
voltametria ciclica na faixa de velocidades de varredura de potenciais de 10 a
200 mV s™! foram realizadas. Os voltamogramas ciclicos obtidos nesta faixa de
velocidades de varredura sdao mostrados na Figura 5.5. As correntes de pico ao
longo das diferentes velocidades de varredura foram registradas, e o grafico de
log I, vs. log v construidos (inserto (1) da Figura 5.5). As curvas correspondentes
as componentes de corrente anodica e catdodica do processo quase-reversivel
foram obtidas. Os graficos de log I, vs. log v foram lineares, de acordo com as

seguintes equacdes de regressado linear:

Corrente anodica: log (I,) = —3,23 + 0,50 log v, r = 0,996 Eq.5.2
Corrente catodica: log (—1.) = —3,24 + 0,50 log v, r = 0,996 Eq.5.3

Como pode ser observado nas equagdes 5.2 e 5.3, coeficientes
angulares para as curvas de log I, vs. log v iguais a 0,50 foram obtidos,
respectivamente. Estes valores de coeficiente angular foram iguais ao valor de
0,5 para um processo controlado apenas por difusdo. Esta informacgdo foi
confirmada a partir da avaliagdo dos graficos de I, vs. v'* e I, vs. v também
construidos para H,Q. Estes graficos sdo apresentados nos insertos ii (1, vs. v'?)
e 11 (I, vs. v) da Figura 5.5. Uma relacdo linear foi observada apenas entre 7, €

172

v'?, no qual ¢ o resultado aguardado para processos redox controlados por

difusdo. Esta constatacdo, juntamente com a ndo linearidade das curvas de I, e v,
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determinado para processos redox controlados por adsor¢do, sugeriu que o

processo redox do H>Q sobre DLC:VACNT foi controlado apenas por difusdo.

] -3,6 i
300+ El
| =40
200- £an
1 20 -1,6 -12 -08
100 i log v/log (V s
< | 2004"
3 100 .
~ 0' EL 0 L
~ ] ~=100{" oA
_100' -200 M
| 01 02 03 04
Vl/;’/ (V Sfl)l 2
-200+ N
1 100] oo
< .
-300 2 o o
T T T T T T ~~-100 00% U
-0,2 0,0 02 04 -0 ° .
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
(Evs. Ag/AgCl)/V A
FIGURA 5.5 - Voltamogramas ciclicos obtidos usando o eletrodo

DLC:VACNT para H,Q 5,0 x 10 mol L' em solucdo de tampao fosfato 0,2
mol L' (pH 7,0) em diferentes velocidades de varredura (1: 10, 2: 20, 3: 30, 4:
40, 5: 50, 6: 75, 7: 100, 8: 150 € 9:200 mV s ). Insertos: Graficos de (i) log 1,

vs. log v, (ii) I, vs. v e (iii) I, vs. v.

5.3.4 Voltamograma hidrodinamico

Em seguida, o voltamograma hidrodinamico para H,Q foi
construido empregando-se o sistema FIA acoplado a detec¢do amperométrica.
Neste estudo, foram realizadas inje¢des no sistema FIA de uma solucao-estoque
de H,Q 1,0 x 10™* mol L. Na Figura 5.6 encontram-se 0s amperogramas
obtidos sob condi¢des de fluxo para H,Q na faixa de potenciais de 0,0 a +0,4 V.
Esta faixa de potenciais positivos foi estabelecida selecionando-se potenciais em
torno do respectivo potencial de pico anddico da H,Q, considerando-se valores
mais ou menos positivos. Para cada potencial empregado, a solugdo-estoque de

H,Q supramencionada foi injetada em triplicata. As correntes de pico corrigidas
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pela linha base (/,) foram obtidas para cada condigdo de potencial aplicado, e os
valores médios acompanhados dos seus respectivos valores de desvio-padrao
foram colocados em grafico em fun¢ao do potencial aplicado, dando origem ao
voltamograma hidrodinamico mostrado no inserto da Figura 5.6. Como pode ser
observado, a corrente de pico sofreu incrementos até o potencial de +0,2 V, a
partir do qual a corrente de pico atingiu um patamar de corrente. Sendo assim,
selecionou-se para os demais experimentos analiticos o potencial de +0,2 V a ser

aplicado para a determinac¢do de H>Q.

+0,2V

04e
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
(E vs. Ag/AgCl)/V

FIGURA 5.6 — Respostas amperométricas obtidas usando o eletrodo de
DLC:VACNT em diferentes valores de potencial aplicado para injegdes
sucessivas de HyQ 1,0 x 10 mol L™! preparada em solugdo de tampdo fosfato

0,2 mol L™ (pH = 7,0). Inserto: voltamograma hidrodinAmico obtido para H,Q.

5.3.5 Otimizacao dos parametros do sistema FIA

Nesta etapa do trabalho, os parametros experimentais do sistema

FIA foram sujeitos a otimizagdo, incluindo a vazao da solugdo transportadora

90



Capitulo 5

(eletrdlito suporte) e o volume de inje¢dao (volume da alga de amostragem). No
caso da vazdo, este parAmetro foi avaliado variando-o de 1,1 a 4,7 mL min !,
sendo as correntes de pico obtidas para H,Q a cada vazao mostradas no grafico
da Figura 5.7 (a). A corrente de pico aumentou com o acréscimo da vazao até o
valor de 3,8 mL min!, a partir do qual a corrente de pico tendeu a um valor
constante sendo, portanto, este o valor de vazdo selecionado para os demais
ensaios. A corrente de pico normalmente aumenta com a elevacao da vazao
devido ao aumento do transporte de massa do analito para a superficie do
eletrodo por unidade de tempo provocado pela diminuicdo da espessura da
camada de difusdo de Nernst para valores mais altos de vazao. Todavia, apds
certo valor de vazao da solugdo transportadora, a corrente atinge o seu valor
maximo pois a espessura da camada de difusdo de Nernst ndo diminui mais de
forma significativa!®,

O efeito do volume de inje¢do sobre a resposta amperométrica do
eletrodo de DLC:VACNT para H,Q ¢ mostrado no grafico da Figura 5.7 (b).
Neste caso, o volume de injecao foi estudado na faixa de 50 a 500 pL, e as
correntes de pico obtidas para H,Q aumentaram de forma significativa com o
acréscimo do volume de injecdo at¢ o valor de 350 pL. Sendo assim, foi
selecionado este volume de 350 pl. como o volume de injecdo para os
experimentos subsequentes. No caso do volume de inje¢do, o sinal de corrente
tende a aumentar para valores superiores deste parametro, devido a diminuigdo
do efeito de diluicdo da zona de amostra ao longo do caminho analitico entre o
injetor e a cela eletroquimica. Este efeito positivo € observado até certo valor do
volume de inje¢do, onde a diluicdo nas extremidades da zona de amostra
injetada ndo atinge a regido central da zona de amostra injetada, e o valor de
maximo de corrente de pico ¢ alcangado nesta condi¢do, e qualquer incremento
adicional do volume de injecdo ndo resultard em ganhos significativos de

corrente'>>.
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FIGURA 5.7 — Efeito (a) da vazao da solucdo transportadora (eletrolito suporte)

e (b) do volume de inje¢do sobre a resposta amperométrica do eletrodo de

DLC:VACNT para HxQ.

5.3.6 Curva analitica

Uma vez otimizadas as condigdes experimentais para a
determinacao amperométrica de H,Q, a respectiva curva analitica foi construida
empregando-se o eletrodo de DLC:VACNT. Para tal, solu¢des-estoque de H,Q
com diferentes concentracdes foram preparadas, € sucessivamente injetadas no
sistema FIA. Na Figura 5.8 ¢ mostrado o amperograma obtido para inje¢des
sucessivas das solugdes-estoque de H»Q, sendo cada solugdo injetada em
triplicata. Como pode ser visto, incrementos sucessivos de corrente foram
observados apds a injecao de solugdes de H>Q mais concentradas. Esta variagao
de corrente resultou em uma relacdo linear entre corrente de pico e concentracao
de H,Q, na faixa de concentra¢des de 1,0 x 10°a 1,0 x 10* mol L', como
mostrado pela curva analitica do inserto (i) da Figura 5.8. A curva analitica
obtida para H,Q seguiu a seguinte equacao de regressao linear:

I, (A) = —0,0073 + 0,089 [H,Q] (umol L"), r=0,999  Egq. 5.4
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Além disso, de forma a verificar possiveis efeitos de memoria, as
solugdes-estoque de H,Q foram em seguida injetadas no sistema FIA com
concentracdes decrescentes. As correntes de pico observadas, neste caso, foram
similares aquelas registradas quando as solugdes-estoque de H,Q foram
injetadas em ordem crescente de concentragdo. Esta observacdo pode ser
diretamente avaliada pela comparacao das alturas de pico correspondentes aos
numeros de 1 a 9 no amperograma da Figura 5.8. Quantitativamente, a curva
analitica resultante da inje¢ao das solugdes-estoque em ordem decrescente de
concentracdo (mostrada no inserto (ii) da Figura 5.8) seguiu a equagdo de

regressao linear:

I, (pA) = +0,068 + 0,088 [H,Q] (umol L™1); r=0,999  Eq.5.5

As sensibilidades do cletrodo DLC:VACNT na determinacao
amperométrica de H,Q com a concentracao crescente € decrescente foram muito
proximas (RSD de apenas 1,1%), mostrando a auséncia de qualquer efeito de
memoria. Se algum efeito de memoria tivesse tomado lugar, a linearidade da
curva analitica obtida durante a injecao de solucdes-estoque em ordem crescente
de concentracdo deveria ter sido perdida, ou a sensibilidade alterada
significativamente devido a resposta de moléculas de analito pré-adsorvidas. O

LOD para H,Q foi estimado como sendo 7,7 x 107" mol L.
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FIGURA 5.8 — Resposta amperométrica obtida para o eletrodo de
DLC:VACNT apo6s a injecdo de solugdes-estoque de H,Q com diferentes
concentragdes (1: 1,0 x 107%; 2: 3,0 x 107%; 3: 5,0 x 107%; 4: 7,0 x 107%; 5: 1,0 x
107 6: 3,0 x 107%; 7: 50 x 107>, 8: 7,0 x 10° ¢ 9: 1,0 x 10* mol L™
preparadas em solugdo de tampdo fosfato 0,2 mol L™! (pH = 7,0). Insertos:
curvas analiticas obtidas para H,Q com a injecdo das solugdes-estoque em

ordem (i) crescente e (i1) decrescente de concentracao.

5.3.7 Estudo de repetibilidade e recuperacao

Para o estudo de repetibilidade, solu¢des-estoque de H,Q foram
injetadas no sistema FIA, e o sinal amperométrico para cada analito monitorado
ao longo de dez injecdes sucessivas (n = 10). Na Figura 5.9 ¢ mostrado o
amperograma obtido para as inje¢des sucessivas de H,Q 1,0 x 102 ¢ 5,0 x 107
mol L. Os sinais de corrente para as solugdes de H,Q 1,0 x 10 ¢ 5,0 x 107
mol L") apresentaram valores de RSD iguais a 6,2 e 1,9%, respectivamente. Os
valores de RSD registrados em ambos os casos, demonstram a excelente
repetibilidade de resposta do eletrodo de DLC:VACNT para a detecgdo

amperométrica de H>Q sob condi¢des de FIA.
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FIGURA 5.9 - Resposta amperométrica obtida para o eletrodo de
DLC:VACNT ap06s a injecdo de solugdes-estoque de HQ 1,0 x 10° ¢ 5,0 x 1072
mol L™! preparadas em solugdo de tampao fosfato 0,2 mol L™! (pH = 7,0).

Para verificar a seletividade do método amperométrico proposto,
testes de adi¢do e recuperacdo de H,Q foram realizados empregando-se duas
amostras comerciais de creme dermatologico. As concentracoes de H,Q
utilizadas foram 5,0 x 107® ¢ 1,0 x 10 mol L', respectivamente. As
porcentagens de recuperagdo obtidas neste estudo encontram-se apresentadas na
Tabela 5.1. Como pode ser observado, porcentagens de recuperacao proximas a
100% foram obtidas em todos os casos, demonstrando a nao interferéncia de
qualquer substancia presente na matriz de amostra sobre a determinac¢do do

analito alvo pelo método eletroanalitico em fluxo desenvolvido.
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TABELA 5.1 — Resultados obtidos para os ensaios de adicdo/recuperagao em

amostras de creme dermatoldgico contendo H>Q

[H2Q] (mol L™)

Amostra Recuperac¢ao® (%)
Adicionado Encontrado
5,0x107° (49+0,1)x 1078 98
! 1,0 x107° (1,08 £0,01) x 1077 108
5,0x107° (5,3+0,2) x 1077 106
. 1,0 x 107 (1,14 £0,01) x 10”7 114

*Porcentagem de recuperagao = ([Encontrado] / [Adicionado]) x 100%.

5.3.7 Aplicacido na analise de cremes dermatologicos

O método FIA com detec¢do amperométrica otimizado foi aplicado
na determinacdo de H,Q em amostras de cremes dermatologicos. As mesmas
amostras foram também analisadas por um método de espectroscopia UV-Vis
para efeitos de comparacdo. Na Tabela 5.2 encontram-se os teores de H,Q
obtidos (em % m/m) por ambos os métodos. De fato, no caso da amostra 2, a
analise por UV-Vis nao foi possivel, tendo sido verificado uma interferéncia
positiva de matriz muito significativa. Em contrapartida, o método
amperométrico foi capaz de quantificar a H,Q nesta amostra sem problemas de
interferéncia. Analisando-se os resultados fornecidos por ambos os métodos para
a amostra 1, verifica-se que estes foram concordantes, com um valor de RSD de
apenas +3,1%, respectivamente. A concordancia dos dados sugere a boa

exatidao do método amperométrico desenvolvido.
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TABELA 5.2 — Resultados de determinacao de H>,Q em amostras de cremes

dermatologicos empregando-se os métodos amperométrico proposto e UV-Vis

comparativo
Teor de H2Q (% m/m)
Amostra RSD* (%)
Comparativo Proposto
1 3,9+0,2 4,02 +£0,02 +3,1
2%% -—-- 3,10+ 0,01 ----

*RSD = [(Proposto — Comparativo) / (Comparativo)] x 100%. **Valor rotulado:
4,0% (m/m).

5.4 Conclusoes parciais

O uso do eletrodo de DLC:VACNT proposto nesta tese foi também
explorado na  determinagdo de um  composto de  interesse
farmacéutico/cosmético empregando-se analise por injecao em fluxo acoplada a
deteccdo amperométrica. Uma vez confirmada a eletroatividade do analito de
interesse (hidroquinona (H»Q)) sobre o eletrodo de DLC:VACNT, uma série de
otimizagdes foram realizadas para selecao das melhores condi¢des de eletrolito
suporte, potencial aplicado e parametros do sistema FIA (vazdo e volume de
injecdo). Sob as condig¢des Gtimas, a curva analitica para H,Q foi construida, e
uma faixa linear de 1,0 x 10%a 1,0 x 10# mol L' foi obtida, assim como um
limite de detec¢do igual a 7,7 x 1077 mol L' Interessantemente, nio foi
verificado nenhum efeito de memoria durante as analises de H,Q empregando-se
o eletrodo proposto. A determinagao de H,Q em formulagdes comerciais de
cremes dermatologicos pelo método amperométrico proposto € por um método
comparativo de espectroscopia UV-Vis confirmou a efetividade e exatidao do

novo método eletroanalitico na analise de amostras contendo H»Q.
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Estudo eletroquimico e determinacao voltamétrica do farmaco
Ramipril empregando um sensor eletroquimico nanoestruturado

a base de negro de fumo
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6.1 Objetivos especificos

A partir deste ponto, inicia-se a apresentagao dos resultados obtidos
no desenvolvimento de eletrodos modificados a base de CB. Em um primeiro
momento, o CB foi empregado como unico nanomaterial modificador, sendo as
nanoparticulas de CB imobilizadas em um filme de dihexadecilhidrogenofosfato
(DHP) sobre a superficie de um eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés
“Glassy Carbon Electrode”). O eletrodo modificado obtido, denominado CB-
DHP/GCE, foi utilizado para explorar o comportamento eletroquimico do
farmaco Ramipril (RAM) e no desenvolvimento de um procedimento de SWV
para a determinacdo deste farmaco em produtos farmacéuticos e amostras
bioldgicas sintéticas. Os resultados apresentados nesta se¢do também se
encontram reportados na literatura, com a seguinte referéncia: Tiago A. Silva e
Orlando  Fatibello-Filho.  “Square-wave adsorptive anodic  stripping
voltammetric determination of ramipril using an electrochemical sensor based
on nanostructured carbon black”, Analytical Methods, vol. 32, 4680—4687,
2017.

6.2 Experimental

6.2.1 Materiais e reagentes

O padrao de RAM foi adquirido da Farmécia de Manipulacio
Caléndula (Sdo Carlos, Brasil). CB do tipo VULCAN® VXC72R foi gentilmente
fornecido pela empresa Cabot Corporation. DHP e todos os demais reagentes
foram de grau analitico e adquiridos da Sigma-Aldrich. As solucdes aquosas
foram preparadas utilizando 4gua ultrapura obtida em um sistema Milli-Q

(Millipore®, Bedford MA) com resistividade superior a 18,2 MQ cm. Uma
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solugdo-estoque de RAM 1,0 x 102 mol L' foi preparada diariamente em

metanol, sendo as demais diluigdes realizadas em solugdo de eletrolito suporte.

6.2.2 Instrumentacio

Um banho de ultrassom (ou banho ultrassénico) UltraCleaner 1400
A da Unique Ultrasonic Systems (Indaiatuba, Brasil) foi empregado nos
procedimentos de limpeza do GCE e de preparacdo das dispersdoes de CB. As
medidas de pH foram realizadas com um pHmetro Orion Expandable lon
Analyzer (modelo EA-940, EUA), equipado com um com um eletrodo
combinado de vidro (contendo eletrodo de referéncia externo de Ag/AgCl (KCl
3,0 mol L!). Os ensaios voltamétricos foram conduzidos em um
potenciostato/galvanostato pAutolab Tipo III (EcoChemie, Holanda) gerenciado
pelo software GPES 4.9. Foi adotada uma célula eletroquimica de
compartimento Unico com sistema de trés eletrodos, sendo estes: o GCE
(diametro de 3,0 mm) modificado como o eletrodo de trabalho, o eletrodo de
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") como o eletrodo de referéncia € uma folha de Pt
como o eletrodo auxiliar. As caracteristicas morfoldgicas do CB bem como da
superficie de GCE modificada foram avaliadas por microscopia eletronica de
varredura (MEV) usando um microscépio eletronico de varredura com emissao
de campo Magellan 400 L. Para a andlise das amostras farmacéuticas pelo
método comparativo foi utilizado um espectrofotometro Shimadzu UV-2550

equipado com uma cubeta de quartzo de 1,00 cm.

6.2.3 Preparacao do eletrodo modificado

Um esquema das etapas experimentais seguidas para a preparacao
do GCE modificado com CB imobilizado em filme de DHP ¢ apresentado na

Figura 6.1. Primeiramente, uma dispersio de CB-DHP foi preparada pela
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mistura de CB (1 mg) e DHP (1 mg) em 1 mL de 4gua. Esta mistura foi entdo
submetida a sonicac¢do por 1 h, sendo entdo obtida uma dispersao estavel de CB-
DHP. Antes da modificacao, a superficie do GCE foi cuidadosamente polida em
politriz com alumina 0,05 um até a obtengdo de uma superficie espelhada. Em
seguida, a superficie do GCE foi lavada exaustivamente com agua ultrapura e
mantido em banho ultrassénico com &lcool isopropilico por 2 min. Para a
modificagdo do GCE, 8 pL da dispersio de CB-DHP foi gotejada sobre a
superficie do GCE e o solvente deixado evaporar a temperatura ambiente por 2

h. O eletrodo modificado fo1 nomeado como CB-DHP/GCE.

Ultrassom

‘ * + DHP . H,0 h Dispersio
. de CB-DHP
Carbon black (1 mg) (1mL)
(1 mg) v ,
Secagem
2h
CB-DHP/GCE GCE
Legenda.—-——-———————--
r"_iﬁr .
AP
({g a\ *

7 Particulas
Filme DHP de CB

----------------------

FIGURA 6.1 — Representagdo esquemadtica do procedimento de preparagao do
GCE modificado. (Reproduzido de!*® com permissdo da The Royal Society of

Chemistry).

6.2.4 Etapas analiticas
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As etapas analiticas consistiram do estudo do comportamento
eletroquimico da molécula de RAM, otimizag¢do das condi¢des experimentais,
construcdo da curva analitica, estudos de repetibilidade e de interferéncia e
analise de amostras. O comportamento eletroquimico da molécula de RAM
sobre CB-DHP/GCE foi investigado por voltametria ciclica em solugdo de
tampdo fosfato 0,2 mol L™! (pH = 5,0). Para propositos de comparagdo, a
resposta voltamétrica do RAM também foi estudada sobre o GCE ndo
modificado. Apds confirmada a eletroatividade da molécula de RAM, uma série
de ensaios foram conduzidos para otimizar as condigdes experimentais que
afetam o sinal analitico (corrente de pico) da RAM. Assim, foi avaliada a
influéncia do pH da solugdo de eletrolito suporte, tempo e potencial de pré-
concentracao e os parametros experimentais da técnica de voltametria adsortiva
de redissolu¢do anddica por onda quadrada (SWAdASYV, do inglés “Square-
Wave Adsorptive Anodic Stripping Voltammetry”), a qual foi a técnica
eletroanalitica selecionada neste trabalho. Os parametros da SWAJASV
submetidos a otimizagdo foram a frequéncia (f), amplitude (4) e incremento de
potencial (AE;). Em seguida, a curva analitica para a RAM, empregando-se a
SWAdASYV, foi construida a partir da adigdo de pequenas aliquotas de uma
solucdo-estoque de RAM na célula eletroquimica contendo 10 mL de eletrdlito
suporte. A partir disso, os parametros analiticos para a determinagdo de RAM
foram obtidos, incluindo a faixa linear de resposta e o LOD. Similarmente, o
LOD foi calculado empregando-se a Eq. 3.8. Foi avaliada a possivel
interferéncia de algumas substincias concomitantes tipicamente encontradas em
amostras de formulacdes farmacéuticas em uma razao analito:concomitante de
1:10. A precisdo de medicao do sensor voltamétrico proposto foi testada por
estudos de repetibilidade intra- e inter-dias.

O procedimento voltamétrico proposto foi aplicado na
determinacdo de RAM em amostras de formulagdes farmacéuticas e amostras

biologicas sintéticas. Duas formulagdes farmacéuticas contendo RAM como
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principio ativo foram adquiridas em uma drogaria local, contendo dois
I

b

diferentes teores de RAM por comprimido: Amostra A — 5,0 mg comprimido™
Amostra B — 10,0 mg comprimido™'. Para andlise destas amostras, elas foram
inicialmente sujeitas a um procedimento de preparo de amostra simples. Assim,
dez comprimidos de cada amostra foram macerados com o uso de almofariz e
pistilo e rigorosamente pesados e a massa média de cada comprimido calculada.
A massa equivalente a um comprimido foi pesada e dissolvida em 10 mL de
metanol. Os concomitantes ndo solubilizados foram separados da amostra por
um procedimento simples de filtracdo, e o filtrado transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL. Em seguida, um volume adequado de cada amostra foi
adicionado na célula eletroquimica contendo 10 mL de eletrolito suporte para a
medida de SWAdJASV.

As amostras bioldgicas sintéticas de urina e soro humano foram
preparadas seguindo o procedimento descrito por Laube et al.'** e Parham e

Zargar'®

. Ambas as amostras foram fortificadas com concentra¢des conhecidas
de RAM e diretamente analisadas empregando-se o procedimento voltamétrico
proposto. Nestes casos, os resultados foram reportados como porcentagem de

recuperagao.

6.3 Resultados e Discussao

6.3.1 Analise morfologica e eletroquimica

Na Figura 6.2 sdo reportadas as imagens de MEV coletadas para as
diferentes superficies. A imagem de MEV obtida para a superficie do GCE nao
modificada ¢ mostrada na Figura 6.2 (a), a partir da qual pode-se verificar uma
superficie planar para o GCE. As caracteristicas morfoldgicas do nanomaterial
de CB foram investigadas na presenca e auséncia do filme de DHP. Nas Figuras

6.2 (b, ¢) sdo apresentadas as imagens de MEV registradas para o CB depositado
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sobre a superficie do GCE. Como pode ser observado, o CB ¢ formado por
nanoparticulas praticamente esféricas, com a ocorréncia de alguns aglomerados.
Um histograma de distribui¢do por didmetro das particulas foi construido para o
CB, a partir do qual foi determinado que as nanoparticulas de CB apresentaram
um didmetro médio de 34,5 nm (Figura 6.2 (d)). Nas Figuras 6.2 (e-g)
encontram-se as imagens de MEV registradas em diferentes magnificagdes para
o GCE modificado com CB e o filme de DHP. Considerando-se estas imagens,
ficou evidenciado que o CB manteve suas caracteristicas morfologicas e um
segundo material pode ser claramente distinguido, sendo este o filme de DHP.
Além disso, € possivel notar que o filme de DHP cobriu as nanoparticulas de
CB, mantendo estas confinadas sobre a superficie do GCE, o que gerou uma
arquitetura de sensor com boa robustez mecanica e, por conseguinte, excelente
precisdo de medidas.

Na Figura 6.3 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos
para o eletrodo de GCE nado-modificado e CB-DHP/GCE na presenca da sonda
redox K3Fe(CN)s. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos para uma solugao
de K3Fe(CN)s 1,0 x 107 mol L™ em soluc¢do de KCI1 0,1 mol L' a 50 mV s,
Comparativamente, a separacdo de potenciais de pico (AE,) diminuiu de 124
mV no caso do eletrodo de GCE n3o-modificado para 91 mV com o uso do CB-
DHP/GCE, demonstrando a melhoria da cinética de transferéncia de carga
alcancada com a incorporacdo de nanoparticulas de CB sobre a superficie de
GCE. Além disso, as correntes de pico anddica e catddica também sofreram
incrementos, apds a modificagdo do eletrodo base com CB, indicando o aumento

da area eletroativa.
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FIGURA 6.2 — Imagem de MEV obtida para (a) GCE nao modificado, (b, ¢)
CB-GCE ¢ (e-g) CB-DHP/GCE. (d) Histograma de distribuicdo de didmetros
obtido para o nanomaterial CB. (Reproduzido de'® com permissdo da The

Royal Society of Chemistry).
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FIGURA 6.3 — Voltamogramas ciclicos obtidos para K;Fe(CN)s 1,0 x 107 mol
L' em KCI 0,1 mol L utilizando GCE e¢ CB-DHP/GCE. v = 50 mV s ..

156

(Reproduzido de™>® com permiss@o da The Royal Society of Chemistry).
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6.3.2 Resposta eletroquimica da molécula de RAM

A eletroatividade da molécula de RAM foi avaliada por voltametria
ciclica. As medidas de voltametria ciclica foram realizadas em solucdao de
tampdo fosfato 0,2 mol L™! (pH = 5,0) contendo RAM 2,0 x 10* mol L™!. Os
voltamogramas ciclicos obtidos sob estas condigdes utilizando o GCE nao
modificado e o CB-DHP/GCE proposto sdo apresentados na Figura 6.4. Em
ambos os casos, um processo de oxidagao foi verificado durante a varredura de
potenciais anddica, com auséncia de processos de redugao apos a inversao do
sentido da varredura de potenciais. Estes resultados sugerem que a molécula de
RAM sofreu uma reacdo de oxidacdo irreversivel. Comparativamente, ficou
evidente, a partir dos voltamogramas ciclicos da Figura 6.4, que a modificacao
da superficie do GCE com um filme de DHP contendo CB nanoestruturado
provocou uma melhora bastante significativa da resposta voltamétrica do
composto RAM. O uso do CB-DHP/GCE promoveu o deslocamento do
potencial de pico (£,) de +1,37 V para +1,17 V e a corrente de pico anddica (7p)
passou de 1,9 pA para 10,6 pA, isto é, o E, for 200 mV menos positivo € a
corrente de pico aumentou 5,6 vezes. Este conjunto de resultados demonstrou o
efeito eletrocatalitico das nanoparticulas de CB sobre a eletrooxida¢do do RAM,
e a potencialidade do CB-DHP/GCE proposto para realizar a deteccao
voltamétrica de RAM.

107



Capitulo 6
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FIGURA 6.4 — Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo de tampao fosfato
0,2 mol L™! (pH = 5,0) contendo RAM 2,0 x 10~* mol L™! usando um GCE nio
modificado e o CB-DHP/GCE proposto. v =50 mV s !. (Reproduzido de!*® com
permissao da The Royal Society of Chemistry).

6.3.3 Efeito do pH

A influéncia do pH sobre a resposta voltamétrica do RAM foi
estudada usando solug¢des de tampdo fosfato 0,2 mol L' em diferentes valores
de pH como eletrdlito suporte. Na Figura 6.5 (a) sdo apresentados os
voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢des de tampao fosfato 0,2 mol L™! com
pH variando entre 2,0 e 10,0, e contendo RAM 2,0 x 10~* mol L™!. Analisando-
se os voltamogramas da Figura 6.5 (a), pode-se inferir que a concentracao
hidrogenidnica afetou diretamente a resposta voltamétrica da molécula de RAM.
Em relagdo aos valores de [, obtidos nas diferentes condi¢des de pH (Figura 6.5
(b), eixo secunddrio: grafico de I, vs. pH), o sinal analitico mais intenso foi
verificado em pH = 3,0, respectivamente. Consequentemente, foi decidido
selecionar o pH = 3,0 para os estudos seguintes. Ainda sobre o efeito do pH, o
potencial de pico variou com o pH (Figura 6.5 (b), eixo primario: grafico de E,

vs. pH). O potencial de pico variou linearmente em duas faixas de pH, entre 2,0
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e 5,0 e, posteriormente, entre 5,0 e 8,0. Tais curvas lineares apresentaram uma
intersec¢do em pH = 5,2 (valor do pK, condicional (pK,"), o qual estd em
consonancia com o pK, termodinamico reportado para a molécula de RAM (pK,

— 5’7)157.

50
(a) pH |
40127 10,0 2,0 (b) 115
15
12<
3.
9 =
[ )
) s
G0 . ® T }3
0,8 1,0 1,2 1,4 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(E vs. Ag/AgCl) / V pH
FIGURA 6.5 — (a) Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢do de tampao
fosfato 0,2 mol L' em diferentes pHs (2,0 — 10,0) contendo RAM 2,0 x 107*
mol L™! usando o CB-DHP/GCE proposto. v: 50 mV s™'. (b) Graficos de E, vs.
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pH e I, vs. pH. (Reproduzido de™>® com permissdo da The Royal Society of

Chemistry).

6.3.4 Efeito da velocidade de varredura e numero de elétrons (n)

Na Figura 6.6 encontram-se os voltamogramas ciclicos registrados
em diferentes velocidades de varredura (10 — 400 mV s™!) em solugdo de tampao
fosfato 0,2 mol L™! (pH = 3,0) contendo RAM 2,0 x 10™* mol L™!. Considerando
o coeficiente angular obtido para a curva de log v versus log 7, (0,77) (inserto da
Figura 6.6), pode-se concluir que o processo de oxidagdo verificado para o RAM
foi governado pela mistura dos processos de difusdo e adsor¢do. Isto foi
confirmado pela nio linearidade entre I, e v (tipico para um processo
controlado por difusdo) e I, vs. v (tipico para um processo controlado por

adsor¢ao).

109



Capitulo 6

A teoria da voltametria ciclica estabelece a seguinte relagdao entre
potencial de pico (E,) e potencial de meia-onda (E;,) para processos redox

irreversiveis, Eq. 6.1:

Ep — E1/2 = 47,7 / an Eq 6.1

Aplicando-se a Eq. 6.1 aos resultados de voltametria ciclica em
diferentes velocidades de varredura (Figura 6.6), o seguinte valor médio de on
foi obtido: 0,54 £+ 0,07. Considerando a = 0,5, o nimero de elétrons para a
eletrooxidacdao da molécula de RAM foi determinado como sendo 1,08 (n = 1,0).
Outra abordagem foi adotada para o calculo do nimero de elétrons. Utilizando-
se a teoria da voltametria de onda quadrada para processos irreversiveis, tem-se
que o potencial de pico ¢ linecarmente dependente do logaritmo decimal da

frequéncia de aplicagdo de pulsos (log f), Eq. 6.2:

E, = (2,3 RT/onF)log f Eq. 6.2

onde f ¢ a frequéncia de aplicagao dos pulsos de potencial e os demais termos
tem seus significados usuais. Portanto, a partir de um grafico de E, versus log o
numero de elétrons envolvidos no processo pode ser calculado utilizando-se o
coeficiente angular deste grafico. A frequéncia foi variada de 10 a 40 Hz, e a

partir disso, a seguinte relacdo linear entre £, e log f fo1 obtida, Eq. 6.3:

E,=1,16+0,113log f, »=0,992 Eq. 6.3

Comparando-se os valores de coeficiente angular das Egs. 6.2 € 6.3,
um valor de an igual a 0,52 foi obtido. Assumindo novamente oo como sendo
igual a 0,5, o nimero de elétrons pdode ser previsto como 1,04 (n = 1,0), em

concordancia com o mesmo resultado encontrado empregando-se a Eq. 6.1 no
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estudo de velocidade de varredura de potencial. Considerando-se estes
resultados, uma possivel reacao de eletrooxidagdo foi proposta para o ramipril
(Figura 6.7) envolvendo a oxidagao do grupo amina secundaria com a perda de
um elétron, inspirada na eletrooxidacdo da molécula de enalapril reportada na

literatura'>%1>?,

-4,0
150 i
12 44 13
~
g .50
S100 =
2 2,0 -1,6 -1,2 -08 -04
~ logv/log (V sfl)
50+
1
0_

08 10 12 14 16

(Evs. Ag/AgCl)/V
FIGURA 6.6 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de
varredura (1: 20 mV s™! — 13: 400 mV s ) em solugdo de tampio fosfato 0,2
mol L™! contendo RAM 2,0 x 10 mol L™! usando o CB-DHP/GCE proposto.

Inserto: Grafico de log v vs. log I,. (Reproduzido de'>® com permissdo da The

Royal Society of Chemistry).
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FIGURA 6.7 — Possivel reacao de eletrooxidagdo proposta para a molécula de

RAM. (Reproduzido de'*® com permissdo da The Royal Society of Chemistry).

6.3.5 Parametros analiticos

A determinag¢do voltamétrica de RAM foi realizada utilizando
SWAJASV. Assim, os pardmetros experimentais desta técnica foram
sistematicamente otimizados. Os ensaios de otimizacdo foram conduzidos para
uma concentracio de RAM igual a 5,0 x 107 mol L™!. Primeiramente, foi
avaliada a influéncia do potencial e do tempo de pré-concentracdo. Na Figura
6.8 (a) sdo graficados os valores de corrente de pico em fung¢do do potencial de
pré-concentragdo. Este parametro foi variado de —0,5 V a+ 0,5 V e, como pode
ser visto, a aplicagdo de um potencial de pré-concentragcdo diferente de zero
(positivo ou negativo) nao resultou em incrementos significados de corrente de
pico. Consequentemente, decidiu-se realizar a etapa de pré-concentragdo sem a
aplicagdo de um potencial. Em seguida, variou-se o tempo de pré-concentracao
entre 10 e 150 s. A variagdo da corrente de pico em fung¢do do tempo de pré-
concentragdo ¢ mostrada no grafico da Figura 6.8 (b). O sinal analitico
aumentou até 90 s e, apOs este valor, manteve-se praticamente constante,
indicando que a superficie do eletrodo de trabalho foi saturada pelas moléculas
do analito. Considerando este resultado, o tempo de pré-concentragdo de 90 s foi
selecionado para os estudos posteriores. Na Tabela 6.1 encontram-se

organizados os resultados obtidos para a otimizagdo dos parametros da
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voltametria de onda quadrada. Mais uma vez, os valores Otimos foram

selecionados levando-se em conta a obtengdo da maior corrente de pico.

" “ @ )

o] ¢ . o ¢
] 5 } < b ¢
:‘l% E :Q 6 E

6{ ¢ 7 E

T04 02 00 02 04 0 30 60 9 120 150
Potencial de pré-concentragao / V Tempo de pré-concentragdo / s
FIGURA 6.8 — Efeito do (a) potencial de pré-concentracao e (b) tempo de pré-
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concentragdo sobre a resposta voltamétrica do RAM. (Reproduzido de om

permissdo da The Royal Society of Chemistry).

TABELA 6.1 — Parametros da técnica de SWV submetidos a otimizacao e

respectivos valores 6timos

Parametro Faixa Selecionado
Frequéncia, f (Hz) 10— 100 30
Amplitude, 4 (mV) 10-100 70
Incremento de potencial, AE; (mV) 1-20 10

Sob as condi¢des experimentais otimizadas, a curva analitica para
RAM foi construida. Os voltamogramas de SWAdJAS obtidos em diferentes
concentracdes de RAM sdo mostrados na Figura 6.9, e a curva analitica
resultante no inserto da Figura 6.9. A curva analitica foi linear no intervalo de
concentragdes de 1,98 x 107°a 2,42 x 107> mol L™! (coeficiente de correlagdo de
0,998), com um LOD de 4,25 x 1077 mol L™!. Os pardmetros de desempenho
analitico dos métodos eletroanaliticos dedicados a determinagdo de RAM
encontram-se listados na Tabela 6.2. A faixa linear e o LOD obtidos usando o
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eletrodo proposto e SWAdASV foram similares aqueles reportados
empregandos um eletrodo gotejante de mercuario (dropping mercury electrode) €
diferentes métodos polarograficos®®®’, bem como usando-se um eletrodo de
BDD?®. Enfatizamos, entretanto, que o método voltamétrico proposto € uma
alternativa adequada aos métodos polagraficos e voltamétrico propostos até o
momento, visto que o sensor modificado foi preparado com um nanomaterial de

carbono de baixissimo custo.

121 12
I< 8
:"“4, 9
8_
< Ole®
3. 0 4 8 12 16 29 24
: [RAM] / umol L
4_
O_ - T - T - T T
0,8 1,0 1,2 1,4 1.6

(Evs. Ag/AgCl)/V

FIGURA 6.9 — Voltamogramas de SWAdAS registrados em solugdo de tampao
fosfato 0,2 mol L™ (pH = 3,0) contendo diferentes niveis de concentra¢do de
RAM (1: 0,0; 2: 1,98 x 10°%; 3: 3,95 x 107 4: 591 x 107, 5: 7.87 x 107°; 6:
9,81 x 107%; 7: 1,47 x 1073; 8: 1,94 x 1075 € 9: 2,42 x 107> mol L") utilizando o
CB-DHP/GCE. Condigdes da técnica de SWAJASV: tempo de pré-
concentragdo = 90 s, f = 30 Hz, 4 = 60 mV e AE; = 10 mV. Inserto: Curva
analitica obtida para 0 RAM (7, vs. [RAM]). (Reproduzido de'*® com permissdo
da The Royal Society of Chemistry).
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TABELA 6.2 — Procedimentos eletroanaliticos dedicados a determinacdo de

RAM. (Reproduzido de'*® com permissdo da The Royal Society of Chemistry).

Eletrodo Técninca Faixa linear / mol L™! LOD / mol ! Ref.
DCi 2,4 % 107 — 1,2 x 1074 —
DME DPP 9,6 x 10°°— 9,6 x 107 - 86
AC, 3,8 % 1077 —2,9 x 1073 4,8 x 1078
DCi 4,8 x 106 — 7,2 X 107 —
DME 87
DPP 24%x107-48x% 107 2,88 x10°%
BDD SWV 1,96 x 106 — 3,67 x 1073 2,7 % 1078 88
CB- Este
SWAJASV 1,98 x 10°°— 2,42 x 1073 4,27 x 1077
DHP/GCE trabalho

AC:: alternating current polarography; BDD: boron-doped diamond; DC::
direct current polarography; DPP: differential pulse polarography.

A seletividade do procedimento voltamétrico em relacdo a alguns
dos principais compostos excipientes tipicamente encontrados em amostras de
formulagdes farmacéuticas de RAM foi testada. Para tanto, comparou-se o sinal
analitico registrado para uma solugdo de RAM 2,0 x 107 mol L™! na auséncia e
presen¢a de cada um dos excipientes em uma razao analito:excipiente de 1:10.
Na Tabela 6.3 encontram-se os valores de RSD obtidos para o sinal analitico na
presencga dos seguintes excipientes: polividona, estearato de magnésio, celulose
microcristalina, lactose mono-hidratada, dioxido de silicio ¢ amido. Baixos
valores de RSD foram obtidos em todos os casos, indicando que estas

substancias nao interferiram significativamente na determinacao de RAM.

115



Capitulo 6

TABELA 6.3 — Efeito de possiveis interferentes encontrados em formulagdes

farmacéuticas sobre a determinagao voltamétrica de RAM

Excipiente RSD (%)
Polividona -5,0
Estearato de magnésio —0,34
Celulose microcristalina +2,3
Lactose mono-hidratada +0,74
Dioxido de silicio +5,1
Amido —6,8

6.3.6 Aplicaciao analitica

O analito alvo RAM foi quantificado em amostras de formulagdes
farmac€uticas e amostras de fluidos bioldgicos sintéticos utilizando o
procedimento de SWAdASYV proposto. Na Tabela 6.4 encontram-se organizados
os resultados obtidos para a analise de duas amostras farmacéuticas comercias
de RAM utilizando o procedimento voltamétrico € um procedimento
comparativo espectrofotométrico. Em ambos os casos, os valores do teor de
RAM/comprimido foram proximos aos valores indicados nos respectivos
rotulos, com valores de RSD de +1,0% e —2,0% para a comparacao entre o valor
rotulado e o valor determinado pelo procedimento voltamétrico.
Comparativamente, pode-se também observar uma excelente similaridade entre
os resultados obtidos pelos procedimentos proposto € comparativo, com baixos
valores de RSD (+2,1% e +1,0%). Além disso, os resultados obtidos pelos dois
procedimentos foram estatisticamente comparados aplicando-se o teste-¢
pareado a um nivel de confianga de 95%. Fazendo isto, 0 fexperimentat (0,71) foi
menor que o valor de #esrico (12,71) €, consequentemente, pode-se concluir que
ndo houve diferenca estatistica entre os resultados obtidos pelos dois

procedimentos de anélise.
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TABELA 6.4 — Resultados obtidos para a determinacdo de RAM em amostras
de formulagdes farmacéuticas utilizando-se o procedimento voltamétrico

proposto € o procedimento comparativo espectrofotométrico UV-Vis

156

(Reproduzido de™>® com permissao da The Royal Society of Chemistry)

Teor de RAM / mg comprimido™!
RSD*  RSD;**

Amostra Valor Procedimento Procedimento

(%) (%)
rotulado comparativo proposto
A 5,0 4,8+0,2 4,9+0,3 —2,0 +2,1%
B 10,0 101 10,1 +0,4 +1,0 +1,0%

*RSD, = [(Proposto — Valor rotulado) / (Valor rotulado)] x 100%
**RSD, = [(Proposto — Comparativo) / (Comparativo)] x 100%.

Por fim, as amostras sintéticas de urina ¢ soro humano fortificadas
com RAM em dois niveis diferentes de concentra¢do (8,0 x 10 *mol L' e 2,0 x
107 mol L") foram diretamente analisadas pelo procedimento voltamétrico
proposto. Na Tabela 6.5 sdo reportados os valores de porcentagem de
recuperacdo previstos para andlise de ambas as amostras. Analisando-se os
dados da Tabela 6.5, verifica-se que excelentes porcentagens de recuperagao
foram alcancadas (variando de 91,2 a 102,5%), demonstrando a aplicabilidade
do procedimento voltamétrico proposto para a quantificacgdo de RAM em

amostras biologicas.
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TABELA 6.5 — Resultados obtidos para a determinagdo de RAM em amostras

156

biologicas sintéticas de urina e soro humano (Reproduzido de’>® com permissao

da The Royal Society of Chemistry)

Concentracio de RAM / umol L™!

Amostra Recuperacao (%)
Adicionado Encontrado
8,0 7,3+0,4 91,2
Urina
20,0 19.3+0,3 96,5
8,0 8,2+0,4 102,5

Soro humano
20,0 19,2+0,2 96

6.4 Conclusoes parciais

CB de baixo custo apresentou um destacado desempenho
eletroquimico quando foi1 empregado imobilizado em um filme de DHP sobre a
superficie de um GCE, sendo assim possivel desenvolver um procedimento
voltamétrico alternativo para a determinacdo de Ramipril. A modificagdo do
GCE com o filme de CB-DHP assegurou uma melhora significativa da resposta
voltamétrica do analito RAM, com um deslocamento do potencial de pico para
um valor 200 mV menos positivo € um aumento da intensidade de corrente de
pico (5,6 vezes) em comparacdo com o eletrodo de GCE ndo-modificado.
Explorando este efeito, o eletrodo modificado foi aplicado no estudo do
comportamento eletroquimico da molécula de RAM, e uma possivel reagdo de
eletrooxidag¢do para esta molécula foi proposta. Sob condi¢des Otimas, a curva
analitica para RAM foi construida por SWAdJASYV, e a curva obtida foi linear na
faixa de concentra¢des de 1,98 x 10°a 2,42 x 107 mol L™!, com um limite de
detecgdo de 4,27 x 107" mol L™!. A aplicabilidade do procedimento voltamétrico
proposto foi testada na determinagdo de RAM em formulagdes farmacéuticas

comerciais e fluidos corporais sintéticos (urina e soro).
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7.1 Objetivos especificos

Considerando-se a relevancia da determinacdo de substancias
adicionadas em produtos alimenticios com o intuito de conferir cor, aroma e
sabor, nesta etapa do trabalho, decidiu-se avaliar a possibilidade do uso de
nanoparticulas de CB combinadas com um liquido i6nico no desenvolvimento

de um sensor voltamétrico para a determinagao do corante Allura red (AR).

7.2 Experimental

7.2.1 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes quimicos utilizados neste trabalho foram de
grau analitico e utilizados como recebido dos respectivos fornecedores. Padrao
do corante AR, liquidos i6nicos (cloreto de 1-butil-3-metilimidazol, cloreto de
1-etil-3-metilimidazol e tetrafluoroborato de  1-butil-3-metilimidazol),
biopolimero quitosana (baixa massa molar e grau de desacetilagdo de pelo
menos 80%) e epicloridrina (ECH, do inglés ‘“epichlorohydrin”) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. P6 de CB tipo VULCAN®VXC72R foi
gentilmente fornecido pela companhia Cabot Corporation. Todas as solugdes
aquosas foram preparadas com dagua ultrapura obtida em um sistema de
purificagdo de agua Milli-Q (Millipore®, Bedford, MA) com resistividade
elétrica nao menor que 18,2 MQ cm. Uma solugdo-estoque de CTS 1,0% (m/v)
foi preparada em solugdo de acido acético 1,0% (m/v) e a solugdo-estoque de
ECH 2,5% (m/v) foi preparada em solugdo de NaOH 0,01 mol L™'. Ambas as
solucdes foram estocadas em refrigerador. CTS foi empregada como matriz
polimérica e ECH como agente reticulante da CTS nas etapas de modificagao da

superficie do GCE, descritas nas se¢des subsequentes. A solucdo-estoque do
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analito de interesse (AR 1,0 x 1072 mol L) foi diariamente preparada em agua

ultrapura.

7.2.2 Preparo de amostras

Amostras de refresco em pod contendo o corante AR foram
adquiridas no comércio local de Sdo Carlos, SP, Brasil. Para andlise pelo
método voltamétrico desenvolvido, 1,0 g da amostra em pd foi acuradamente
pesado e transferido para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume
completado com agua ultrapura. As solugdes-estoque de amostra assim obtidas
foram submetidas a ultrassonicagdo por 5 min para a completa extragdo do
corante hidrossoluvel AR. Finalmente, aliquotas especificas das respectivas
solucdes-estoque de amostra foram diluidas em eletrolito suporte ou agua
ultrapura para analises empregando-se 0 método voltamétrico proposto ou o

método espectrofotométrico comparativo.

7.2.3 Instrumentacao

Para ambos os ensaios voltamétricos e impedimétricos, uma cé¢lula
eletroquimica de trés eletrodos e compartimento Unico foi utilizada. O sistema
de trés eletrodos foi composto pelo GCE modificado como eletrodo de trabalho,
um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™!) e uma folha de Pt
como eletrodo auxiliar. As medidas voltamétricas foram conduzidas em um
potenciostato/galvanostato pAutolab Tipo III (EcoChemie, Holanda) gerenciado
pelo software GPES. No caso das medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS, do inglés “Electrochemical Impedance Spectroscopy”), foi
utilizado um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT-30 (EcoChemie,
Holanda) equipado com o modulo de impedancia FRA e controlado pelo

software NOVA 2.0. As medidas de pH foram feitas empregando-se um
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pHmetro Orion Expandable Ion Analyzer (modelo EA-940, EUA), equipado
com um eletrodo combinado de vidro (eletrodo de referéncia externo de
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™!)). A analise morfologica dos filmes obtidos foi
realizada por microscopia eletronica de varredura (MEV) usando um
microscopio eletronico de varredura com emissdo de campo Magellan 400 L.
Para a andlise das amostras de refrescos em po pelo método comparativo foi
utilizado um espectrofotometro Shimadzu UV-2550 equipado com uma cubeta

de quartzo de 1 cm.

7.2.4 Preparacao do sensor eletroquimico

O eletrodo base utilizado neste trabalho foi um GCE com diametro
de 3,0 mm. Antes da modificagdo da superficie do GCE, esta foi
cuidadosamente polida com pasta de alumina 0,05 um e exaustivamente
enxaguada com agua ultrapura. Em seguida, o procedimento de limpeza do
eletrodo base foi finalizado pela ultrassonificagdo da superficie do GCE em
cloroférmio por 2 min e finalmente em agua ultrapura por mais 2 min.

A superficie do GCE foi modificada com uma dispersao aquosa de
IL, CB e CTS reticulada, preparada de acordo com as etapas mostradas no
esquema da Figura 7.1. Esta dispersao foi preparada a partir da mistura de 1,0
mg de CB, IL (1,0, 2,5, 5,0 ou 10,0 mg), 400 pL de CTS 0,1% (m/v) (obtida a
partir da dilui¢do da solugdo-estoque de CTS 1,0% (m/v) em acido acético 1,0%
(m/v)) e 600 uL de ECH 0,25% (m/v) (obtida a partir da dilui¢do da solugao-
estoque de ECH 2,5% (m/v) em NaOH 0,01 mol L™'). Para homogeneizagio,
esta mistura foi colocada em banho de ultrassom por 60 min. Apds este periodo,
dispersdes homogéneas e estaveis contendo CB 1,0 mg mL™' e IL em diferentes
concentragdes (1,0, 2,5, 5,0 ou 10,0 mg mL ") foram obtidas. Para a modifica¢do
do GCE, 8,0 uL da dispersao foi gotejada com o auxilio de uma micropipeta

sobre a superficie do GCE, e o solvente evaporado em 20-25 min sob
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aquecimento brando provido por uma lampada de infravermelho (IV). Cada

eletrodo modificado obtido foi nomeado como IL-CB-CTS-ECH/GCE.
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-
Carbon black + CTS* + ECH* + IL**

(1 mg)
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g

Ultrassons, 60 min

*400 L de CTS 0,1% (m/v)
**600 uL de ECH 0,25% (m/v)
**+4 0, 2,5, 5,0 ou 10,0 mg de IL

2

8 uL Secagem, 20-25 min
GCE GCE modificado
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g Quitosana
Carbon black IL: tetrafluoroborato reticulada

de 1-butil-3-
metilimidazol

FIGURA 7.1 — Esquema de preparagao do eletrodo modificado a base de CB, IL e CTS reticulada.
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7.3 Resultados e Discussao

7.3.1 Analise morfologica

Neste trabalho, foi proposto a preparacdo de um eletrodo de
carbono vitreo modificado com particulas de CB e liquido i6nico imobilizado
em uma matriz polimérica de quitosana reticulada. CB e IL foram selecionados
como agentes modificadores devido as vantagens analiticas e eletroquimicas que
tém sido reportadas a partir do uso destes materiais, como aumento de sinal
analitico ¢ sensibilidade analitica, obtencdo de baixos limites de deteccdo e
diminui¢ao do potencial de trabalho. Objetivando-se obter um filme robusto de
CB e IL sobre a superficie do GCE, foi selecionado CTS reticulada para
imobilizagdo destes materiais, uma vez que CTS possui a habilidade de formar
filmes homogéneos e bem aderentes sobre GCE. Por esta razdo, diversos
sensores eletroquimicos tém sido apresentados na literatura consistindo de GCE
modificado com filmes de CTS contendo nanomateriais de carbono
(principalmente grafeno e nanotubos de carbono) e nanoparticulas
metalicas®>160-162,

A anilise morfologica dos filmes preparados segundo o
procedimento experimental descrito no esquema da Figura 7.1 foi conduzida por
MEV. Nas Figuras 7.2 (a-f) sio mostradas as imagens de MEV obtidas para CB,
IL-CB e IL-CB-CTS sobre GCE. Desta forma, foi possivel verificar as
caracteristicas morfologicas das particulas de CB antes e apos a inclusdao dos
agentes modificadores adicionais, IL e CTS. Inicialmente, observando-se as
Figuras 7.2 (a) e (b), o perfil morfoldgico tipico do CB ¢ verificado, consistindo
de nanoparticulas de carbono com didmetro variavel entre 10 e 50 nm que se
aglomeram formando agregados de tamanho superior. Apos a inclusao do IL, as
particulas de CB previamente observadas sdao completamente envolvidas por

uma camada de IL (Figuras 7.2 (c) e (d)). Finalmente, nas Figuras 7.2 (e) e (f)
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sdo apresentadas as imagens de MEV coletadas para o filme de CTS reticulada
contendo CB e IL. Confrontando-se estas imagens com aquelas das Figuras 7.2
(a-d), uma fase adicional de material continua e homogénea pode ser claramente
distinguida. Esta fase adicional pode ser atribuida a matriz polimérica de CTS
reticulada incluida sobre a superficie do GCE. Outro aspecto interessante, o qual
pode ser mais claramente notado na imagem de MEV da Figura 7.2 (f), ¢ que as
nanoparticulas de CB sdao mantidas recobertas pelo filme de CTS reticulada.
Com isso, as nanoparticulas modificadoras permaneceram confinadas sob o
filme proposto, resultando em um eletrodo modificado de excelente robustez
fisica e estabilidade de resposta voltamétrica, devido a baixa perda de material
para a solucdo aquosa de eletrolito suporte. Este aspecto ¢ demonstrado nas
se¢Oes posteriores dedicadas ao estudo da estabilidade do sinal do sensor

eletroquimico proposto.
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Lo LT

FIGURA 7.2 — Imagens de MEV ob
IL-CB-CTS.

e 2 iy

tidas para (a, b) CB, (c, d) IL-CB ¢ (e, f)

7.3.2 Caracterizacio eletroquimica
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Dando sequéncia aos estudos de caracterizagdo da modificacao
proposta, estudos do comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados
foram realizados utilizando-se a sonda redox de hexacianoferrato (III) de
potassio. Para tanto, experimentos de voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica foram conduzidos em solugdo de KCI 0,1 mol L™
contendo K;Fe(CN)s 2,44 x 1073 mol L™!'. Apresenta-se na Figura 7.3 (a) os

1

voltamogramas ciclicos obtidos a 50 mV s utilizando-se como eletrodos de

trabalho o GCE nao-modificado e os eletrodos modificados CB-CTS-ECH/GCE
e IL-CB-CTS-ECH/GCE. Na caracterizagao eletroquimica, a ideia foi
diagnosticar possiveis melhorias do comportamento eletroquimico do eletrodo
base apds modificagdo apenas com CB, como uma modificacdo parcial e,
posteriormente, com CB e IL. A partir disso, foi possivel verificar a contribuigao
de cada componente modificador (CB e IL). Em todos os casos, picos anddico e
catddico relacionados a oxirreducgio reversivel do par redox Fe(CN)g*7# foram
observados. Entretanto, diferencas significativas em termos de intensidade de
corrente e separacdo de picos (AE,) puderam ser facilmente discriminadas
quando os diferentes eletrodos de trabalho foram utilizados. Comparativamente,
apos a modificacao do eletrodo de trabalho GCE com o filme de CTS reticulada
contendo CB, as correntes de pico anodica (/) € catddica (/) aumentaram em
aproximadamente 35% e o valor de AE, diminui em 25 mV. O aumento das
correntes de pico bem como a diminui¢do da separacdo dos potenciais de pico
anddico e catddico podem ser atribuidos ao aumento da area eletroativa e
melhoria da taxa de transferéncia de carga provida pelas nanoparticulas de CB.
Ap0s a inclusdo do IL tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazol na estrutura
do filme, um valor de AE, ligeiramente inferior aquele verificado para o CB-
CTS-ECH/GCE foi notado ¢ um aumento adicional das correntes de pico de
45% foi observado, demonstrando a contribui¢ao do IL no incremento da area

eletroativa do eletrodo modificado.
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Em seguida, de forma a explorar em mais detalhes as melhorias
providas pelas nanoparticulas de CB bem como o IL utilizado, medidas de EIS e
experimentos de voltametria ciclica em diferentes velocidades de varredura de
potencial foram conduzidos. Na Figura 7.3 (b) sdo mostrados os diagramas de
Nyquist obtidos para o eletrodo de GCE nao-modificado bem como os
diferentes eletrodos modificados. Os espectros de EIS foram obtidos na faixa de
frequéncia de 0,01 Hz a 100 kHz. Nos diagramas de Nyquist, a regido de alta
frequéncia esta relacionada ao processo de transferéncia de carga na interface
eletrodo/solucdao. Desta forma, geralmente um semi-circulo ¢ observado nesta
regido, onde o seu diametro equivale a resisténcia de transferéncia de carga (R).
Comparando-se os resultados de EIS obtidos para os diferentes eletrodos, um
semi-circulo claramente definido foi notado apenas no caso do GCE nao-
modificado. Entretanto, ap6s a modificagdo do eletrodo de GCE com filme de
CTS reticulada contendo CB ou IL-CB, uma diminui¢do significativa do
diametro do arco foi notada. Na verdade, o mesmo semi-circulo nao foi
observado nesta regido no caso dos eletrodos CB-CTS-ECH/GCE e IL-CB-
CTS-ECH/GCE, demonstrando que a R foi praticamente zero para estes
eletrodos como um resultado da excelente transferéncia de carga sobre estes

eletrodos.
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FIGURA 7.3 — (a) Voltamogramas ciclicos obtidos usando GCE nao-
modificado, CB-CTS-ECH/GCE e IL-CB-CTS-ECH/GCE para K;Fe(CN)g 2,44
x 107 mol L' em KCI 0,1 mol L. v =50 mV s!. (b) Diagramas de Nyquist
obtidos usando GCE nao-modificado, CB-CTS-ECH/GCE e IL-CB-CTS-
ECH/GCE para K3;Fe(CN)s 2,44 x 103 mol L' em KC1 0,1 mol L.

Para determinacdo das areas eletroativas, voltamogramas ciclicos
para a mesma sonda redox foram obtidos na faixa de velocidades de varredura
de 10 a 400 mV s, e estes sdo mostrados nas Figuras 7.4 (a-c) para os eletrodos
GCE nao-modificado, CB-CTS-ECH/GCE e IL-CB-CTS-ECH/GCE,
respectivamente. Como esperado, as correntes de pico anoddica e catddica
sofreram incrementos sucessivos apoOs cada incremento de velocidade de
varredura de potencial. Estes incrementos foram perioddicos, de forma que as
correntes de pico anddica e catddica variaram linearmente com a raiz quadrada
da velocidade de varredura de potencial. O comportamento linear da corrente de
pico em fun¢do da raiz quadrada de velocidade de varredura ¢ previsto para
processos redox controlados apenas pelo transporte de massa de difusdo, e

matematicamente representado pela equagdo de Randles-Sevcik (Eq. 7.1):

I, = (2,69 x 109)1n324D"2Cy!? Eq. 7.1
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sendo I, a corrente de pico anddica ou catddica, » o nimero de elétrons
envolvidos no processo redox, A a area eletroativa do eletrodo, D o coeficiente
de difusdo, C a concentragdo da espécie eletroativa ¢ v'? a raiz quadrada da
velocidade de varredura. Considerando-se D=7,6 x 10 ®cm?s™!' 19 n=1e C=
2,44 x 10°® mol cm™, os valores de 4rea eletroativa foram calculados como
sendo 0,078, 1,5 e 2,1 ¢cm? para GCE, CB-CTS-ECH/GCE e IL-CB-CTS-
ECH/GCE, respectivamente. Portanto, a modificagdo do GCE com o filme
nanoestruturado baseado em CB e IL promoveu um aumento da area eletroativa
de 2,7 vezes. O aumento de area eletroativa ¢ altamente desejado na preparacao
de sensores eletroquimicos, uma vez que uma maior area eletroativa geralmente
resulta na obten¢do de sinais analiticos mais intensos e, possivelmente, maior
sensibilidade analitica e limites de detec¢do mais baixos. Previamente, o uso
associado de nanotubos de carbono e IL na preparacdo de sensores
eletroquimicos foi reportado. Nestes casos, a melhoria da resposta eletroquimica
a partir do uso combinado de nanotubos de carbono e IL foi atribuida as
interacOes do tipo cation-m entre o cation imidazol e os elétrons m dos grupos
funcionais oxigenados presentes na superficie dos nanotubos de carbono
funcionalizados, aumentando o numero de sitios ativos dos nanotubos de
carbono expostos para conduzir a transferéncia de elétrons a partir de um efeito

de ‘“desenrolamento” dos nanotubos®®-164165

. As nanoparticulas de CB tipo
VXC72-R sdo conhecidas por apresentar um teor de oxigénio relativamente
elevado. Em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, por meio de
analises de XPS foi diagnosticado que as nanoparticulas de CB VXC72-R sdo
compostas por 91,2% em C e 7,8% em O, demonstrando a presenca de uma
estrutura carbonacea oxigenada neste caso. Desta forma, acredita-se que uma
consideracdo similar aquela para o caso dos nanotubos de carbono pode ser
atribuida para o caso do CB, isto ¢, o cation imidazol do IL interage com

elétrons m de grupos funcionais oxigenados, tais como acido carboxilico e

cetona, presentes sobre a superficie das nanoparticulas de CB, resultando em
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uma melhor dispersibilidade das nanoparticulas de CB sobre a superficie do

eletrodo modificado.
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FIGURA 7.4 — Voltamogramas ciclicos obtidos usando (a) GCE, (b) CB-CTS-
ECH/GCE e (¢) IL-CB-CTS-ECH/GCE para K3Fe(CN)s 2,44 x 10 mol L™! em
KC1 0,1 mol L™! em diferentes velocidades de varredura (1: 10 mV s ' — 13: 400
mV s™). (d) Graficos de 1, vs. v!* obtidos para (A) GCE ndo-modificado, (®)
CB-CTS-ECH/GCE e (#) IL-CB-CTS-ECH/GCE.
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7.3.3 Resposta eletroquimica do corante allura red

A resposta eletroquimica do analito alvo deste trabalho, o corante
AR, foi explorada por voltametria ciclica utilizando-se como eletrolito suporte
solugdo de tampdo fosfato 0,2 mol L™! (pH 4,0) e uma concentragido de analito
de 5,0 x 107 mol L', Para fins de comparacdo, a resposta voltamétrica do
corante sob estudo foi acessada sobre o GCE nao-modificado e os eletrodos
modificados CB-CTS-ECH/GCE e IL-CB-CTS-ECH/GCE. Na Figura 7.5 sao

' na faixa de

organizados os voltamogramas ciclicos obtidos a 50 mV s~
potencias de +0,65 V a +1,1 V sob as condi¢des supramencionadas. Em todos os
casos, iniciando-se a varredura de potenciais no sentido anddico, um pico de
oxidagdo foi observado por volta de +0,9 V e, apds a inversdo da varredura de
potenciais, nenhum pico equivalente de redu¢do foi notado durante a varredura
catodica de potenciais. Este resultado indica que a molécula de AR sofreu um
processo de oxidagdo irreversivel na regido de potenciais utilizada.
Adicionalmente, as correntes de pico anodica verificadas sobre os eletrodos
modificados com CB ou IL-CB foram significativamente superiores aquelas
verificadas no caso do GCE nao-modificado. Em termos quantitativos, o sinal de
corrente anddica aumentou em 6 e 12 vezes utilizando-se os eletrodos CB-CTS-
ECH/GCE e IL-CB-CTS-ECH/GCE. O expressivo aumento de corrente
demonstrou a vantagem do uso combinado de CB e IL como modificadores na
elaboracdo de um eletrodo modificado para deteccdo do corante AR. Como ja
discutido, a obtengdo de picos de corrente elevados para uso como sinal
analitico ¢ desejado em eletroanalise pois, frequentemente, melhores parametros
analiticos podem ser alcangados a partir disso, como alta sensibilidade analitica

¢ baixos limites de deteccao.
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IL-CB-CTS-ECH/GCE
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FIGURA 7.5 — Voltamogramas ciclicos obtidos usando GCE (amplia¢do para
este caso ¢ mostrada no inserto), CB-CTS-ECH/GCE e IL-CB-CTS-ECH/GCE
para AR 5,0 x 107 mol L™! em solugdo de tampao fosfato 0,2 mol L™! (pH 4,0).

v =50 mV s!. Voltamogramas mostrados pela linha pontilhada sdo equivalentes

aos brancos (ou seja, somente eletrdlito suporte).

Ainda sobre o comportamento eletroquimico da molécula de
corante AR, utilizando-se o eletrodo modificado IL-CB-CTS-ECH/GCE foi
possivel detectar picos de oxidacdo e reducdo adicionais de mais baixa
intensidade quando a medida de voltametria ciclica foi realizada em uma faixa
de potenciais mais ampla (0,2 a +1,1 V). Nas Figuras 7.6 (a) ¢ (b) sdo
mostrados o primeiro ¢ segundo ciclos voltamogramas obtidos nesta janela de
potencial. Iniciando-se a varredura de potenciais no sentido anodico, apenas o
pico de oxidagdo previamente observado em aproximadamente +0,9 V foi
notado ¢ nomeado como pico Pj, € apds a inversdo da varredura, trés picos de
redugdo (picos P»’, P3’e P4”) foram detectados. No segundo ciclo de varredura de
potenciais, picos de oxidacdo durante a varredura anddica de potencias os quais
sdo acreditados ser equivalentes aos picos de redugdo verificados no primeiro

ciclo formando pares de oxirredugdo quase-reversiveis foram observados e,
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consequentemente, indexados como picos anddicos P,, P; e Ps. Ademais,
avaliando-se a varredura anodica durante o segundo ciclo voltamétrico, o pico
anddico irreversivel de mais alta intensidade P, praticamente desapareceu.
Entretanto, na varredura catddica, os picos de reducdo observados no primeiro
ciclo se mantiveram constantes. Estes resultados sugerem que a molécula de
allura red ¢ capaz de sofrer diferentes reagcdes redox em um complexo
mecanismo de oxirreducdo. O fato de os picos de oxidacao P,, P; e P4 terem sido
detectados apenas no segundo ciclo, apds os processos de reducdo, indica que
estas reagoes de oxidacao sdo dependentes das etapas prévias de reducao e, ndo
podem ser observadas diretamente. Ademais, o quase desaparecimento do pico
anoddico P, pode ser atribuido a adsor¢ao do(s) produto(s) de oxidagdao sobre a
superficie eletrodica. Para detecgdao/determinacdo do corante allura red foi
selecionado o pico de oxidacao irreversivel P;, devido a maior magnitude de
corrente deste pico e independéncia de qualquer outra reacdo previa de

oxidagdo-reducio.
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FIGURA 7.6 — (a) Primeiro e (b) segundo ciclos voltamétricos registrados
usando IL-CB-CTS-ECH/GCE para AR 5,0 x 10 mol L™! em solugdo de

tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 4,0). v=50 mV s '
7.3.4 Efeito do tipo e concentracio de IL

Como parte da otimizagdo da resposta do sensor modificado
proposto, foi avaliada a influéncia do tipo e concentragao de liquido i6nico
utilizado. As quantidades dos demais modificadores (CB, quitosana e agente
reticulante epicloridrina) foram otimizados em trabalhos anteriores'¢®.
Geralmente, o uso de uma massa de CB superior a 1 mg resulta em um filme
menos aderente e, portanto, com menor repetibilidade de resposta. O uso de 400
uL de CTS 0,1% (m/v) e 600 uL de ECH 0,25% (m/v) mostrou ser uma
composi¢ao 6tima em um trabalho anterior do nosso grupo para obtenc¢ao de um
filme de CTS reticulada contendo nanomateriais de carbono de excelente

aderéncia e menor corrente capacitiva'®e.

Em relacdo ao tipo de IL, foi
investigada a influéncia do comprimento da cadeia carbonica do substituinte

alquila do grupo metilimidazol constituindo o ion catiénico bem como a
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influéncia do ion anionico. Desta forma, foram aplicados os liquidos i06nicos
cloreto de 1-butil-3-metilimidazol (IL 1), cloreto de 1-etil-3-metilimidazol (IL 2)
e tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazol (IL 3). Neste estudo, as dispersdes
foram preparadas mantendo-se uma concentragdo fixa de IL igual a 1,0 mg
mL!. Na Figura 7.7 (a) sdo apresentadas as correntes de pico anddica obtidas a
partir de medidas de voltametria ciclica (v = 50 mV s™!) realizadas usando-se os
eletrodos modificados IL-CB-CTS-ECH/GCE preparados com os liquidos
idnicos (1), (2) e (3) para uma solucdo de allura red 5,0 x 107> mol L' em
tampdo fosfato 0,2 mol L' (pH 4,0). A partir da compara¢do dos sinais
analiticos obtidos com o uso dos liquidos 16nicos (1) e (2) pode-se avaliar o
efeito de se utilizar uma cadeia carbonica mais longa para o substituinte alquila
do grupo metilimidazol. Como pode ser observado no grafico da Figura 7 (a),
picos de corrente anddica muito similares foram obtidos com o uso dos liquidos
16nicos (1) e (2), evidenciando assim que o uso de um IL contendo -etil ou -butil
como substituinte alquila ndo influenciou significativamente a resposta do
sensor proposto. Todavia, mantendo-se a estrutura da parte cationica constante,
o uso de liquidos 16nicos contendo os anions cloreto (Cl") ou tetrafluoroborato
(BF4) exerceu maior influéncia sobre a resposta voltamétrica do corante allura
red. Utilizando-se o IL (3) baseado no anion BF,  uma corrente de pico
praticamente quatro vezes superior foi notada. O melhor desempenho analitico
dos eletrodos modificados com um IL a base de BF4~ comparativamente aqueles
contendo halogenetos também foi observada por Xiao et al. 2007, que
desenvolveu um sensor eletroquimico a base de nanotubos de carbono de
paredes simples, nanoparticulas de ouro e IL para determina¢do do antibiodtico

cloranfenicol '¢7,

Os autores atribuiram a melhor resposta do sensor a base de
BF4 devido ao maior carater hidrofébico deste anion, promovendo uma melhor
interacdo com o analito de interesse na interface eletrodo solugdo. Desta forma,
o IL (3) foi selecionado para os demais experimentos e, assim, o efeito da

concentragdo do IL na dispersdo utilizada para modificagdo do sensor proposto
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foi também estudada. Na Figura 7.7 (b) encontram-se os valores de sinal
analitico obtidos com o uso de eletrodos modificados preparados com o uso de
dispersdes com concentragdo de IL iguais a: 1,0; 2,5; 5,0 ¢ 10,0 mg mL™'. A
corrente de pico sofreu incrementos a partir do uso de solugdes 2,5 e 5,0 vezes
mais concentradas, com um valor maximo de corrente sendo verificado para
aquele caso da dispersdo contendo IL a 5,0 mg mL™!'. Além de prover o sinal
analitico mais elevado, uma boa repetibilidade das medidas também foi
observada neste caso (pequena barra de erro), sendo entdo esta concentracao de

IL selecionada para as etapas posteriores do trabalho.

»{(a) " 10.(b) - [T =
24 30/ T
< g
=167 =20+
84 E 104
O T T T O T T T T
IL 1 IL 2 IL 3 1,0 2,5 5,0 10,0
Tipo de IL Concentragdo de IL / mg mL™
(c)
(1) (2) 3)
Legenda:
> (1) cloreto de 1-butil-3-metilimidazol

N N N (2) cloreto de 1-etil-3-metilimidazol
(—@ CI- Q_ZJ,C' Q—@ BF,” (3) tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazol
N AN N

FIGURA 7.7 — (a) Variacao da corrente de pico em fung¢do do tipo de liquido
10nico utilizado na preparacao do sensor proposto. (b) Variacdo da corrente de
pico em funcdo da concentragdo de liquido idnico na dispersio de CB. (c)

Estruturas quimicas dos ILs.
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7.3.5 Efeito do pH e composicao do eletrolito suporte

Um fator importante para trabalhos envolvendo medidas
eletroquimicas € a natureza (composi¢ao) ¢ pH do eletrdlito suporte. Desta
forma, foi considerado o estudo da influéncia do pH e composic¢ao do eletrdlito
suporte sobre a resposta voltamétrica do corante AR. Inicialmente, o efeito do
pH foi acessado utilizando-se como eletrdlito suporte solucdes de tampao
fosfato 0,2 mol L™ com pH variando de 2,0 a 10,0. Os voltamogramas ciclicos
obtidos nas diferentes condi¢des de pH sdo mostrados na Figura 7.8 (a). A partir
dos voltamogramas ciclicos coletados, os graficos de corrente de pico (/) €
potencial de pico (£,) em funcdo do pH foram construidos, e estes sdo
apresentados no inserto da Figura 7.8 (a). O fator decisivo na selecdo do melhor
pH de trabalho foi a intensidade de corrente de pico. Com isso, uma vez que a
maior intensidade de /, fo1 alcancada com o emprego da solugdo de pH 4,0, este
foi o pH selecionado para os demais experimentos. Continuando a avaliacdo do
efeito do pH sobre a resposta voltamétrica do corante allura red, outro aspecto
interessante foi que o potencial de pico variou linearmente ¢ de forma inversa
com o pH, isto ¢, um incremento do valor de pH resultou em um deslocamento
do potencial de pico para valores menos positivos, caracterizando assim em um
tipico comportamento Nernstiano. A relacdo linear entre £, e pH mostrada no
grafico inserido da Figura 7.8 (a) apresentou um coeficiente angular igual a —33
mV pH!. De acordo com a equa¢do de Nernst, um coeficiente angular igual a
—29,6 mV pH™!' é esperado para processos redox envolvendo um ntimero de
elétrons duas vezes maior ao de protons. Consequentemente, o valor de
coeficiente angular experimental da curva de E, vs. pH foi muito proximo deste
valor teodrico, € sugere uma razao entre numero de elétrons/protons de 2 para
esta reagao de eletrooxidacao.

Uma vez determinado o melhor pH, diferentes composi¢des de

tampao com pH = 4,0 também foram investigadas como eletrolito suporte, sendo
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estas: tampdo fosfato 0,2 mol L™! (pH = 4,0), tampdo BR 0,2 mol L™! (pH = 4,0)
e tamp@o acetato 0,2 mol L™! (pH = 4,0)). Os voltamogramas ciclicos resultantes
do uso dos diferentes eletrolitos suporte sdo organizados na Figura 7.8 (b). As
correntes de pico registradas foram lancadas em grafico em funcdo do tipo de
eletrolito suporte no inserto da Figura 8 (b). Como pode ser constatado, a maior
intensidade de corrente foi obtida utilizando-se o tampao fosfato e,
consequentemente, este foi o eletrdlito suporte escolhido para a condugdo dos

estudos eletroquimicos e analiticos posteriores.

1/ uA
~
e

00 02 04 06 08 10
(Evs. Ag/AgCl)/V

BR Acetato
Eletrolito suporte

0 Tampao fosfato (pH 4,0)
1 = = - Tampio BR (pH 4,0)
1 Tampio acetato (pH 4,0)

00 02 04 06 08 1.0
(E vs. Ag/AgCl) / V
FIGURA 7.8 — (a) Voltamogramas ciclicos obtidos usando IL-CB-CTS-
ECH/GCE para AR 5,0 x 10° mol L™! em solug¢des de tampio fosfato 0,2 mol
L' com diferentes pHs (2,0 a 10,0). Inserto: Graficos de I, vs. pH e E, vs. pH. v
= 50 mV s!. (b) Voltamogramas ciclicos obtidos usando IL-CB-CTS-

ECH/GCE para AR 5,0 x 10 mol L' em diferentes solu¢des de eletrolito
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suporte (tampdo fosfato 0,2 mol L™ (pH = 4,0), tampdo BR 0,2 mol L™! (pH =
4,0) e tampdo acetato 0,2 mol L' (pH = 4,0)). Inserto: Grafico de I, vs.

Eletrolito suporte. v =50 mV s ..

7.3.6 Efeito da velocidade de varredura

O efeito da velocidade de varredura de potencial sobre a resposta do
corante AR foi estudado a partir da varia¢do deste parAmetro de 10 a 400 mV s
em diferentes experimentos de voltametria ciclica. Os voltamogramas ciclicos
obtidos na faixa de velocidades de varredura supramencionada sdo apresentados
na Figura 7.9. Um aumento da velocidade de varredura de potencial
proporcionou um aumento das correntes. No inserto (i) da Figura 7.9 apresenta-
se o grafico de log I, vs. log v obtido para este caso. O coeficiente angular da
curva de log I, vs. log v foi igual a 0,82, indicando assim que a reacdo de
oxidagdo irreversivel do analito foi governada pelos processos de difusdo e
adsorcdo. Este resultado foi confirmado pela auséncia de linearidade para os
graficos de I, vs. v'? (inserto (ii)) e I, vs. v (inserto (iii)) que correspondem,
respectivamente, a processos controlados predominantemente por difusdo e

adsorcao.
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FIGURA 7.9 — Voltamograma ciclico obtido usando IL-CB-CTS-ECH/GCE
para AR 5,0 x 107 mol L™! em solug¢do de tampio fosfato 0,2 mol L™! (pH 4,0)
em diferentes velocidades de varredura (1: 10 a 13: 400 mV s™!). Insertos: (i)

Grafico de log I, vs. log v, (ii) 1, vs. v € (iii) I, vs. v.
7.3.7 Efeito do tempo e potencial de pré-concentracio

Neste trabalho, o corante AR foi determinado por voltametria
adsorptiva de redissolugdo anddica, que implicou na aplicagdo de uma etapa de
pré-concentragdo do analito de interesse sobre a superficie -eletrodica
anteriormente a medida voltamétrica. Sendo assim, os parametros relacionados a
etapa de pré-concentracdo, potencial e tempo de pré-concentragdo, foram
sujeitos a otimizagdo. Na Figura 7.10 (a) encontram-se as correntes de pico
obtidas por SWAdASV em solugdo de AR 1,0 x 107> mol L™! variando-se o
potencial de pré-concentragdo de —0,1 V a +0,5 V e mantendo-se o tempo de
pré-concentragao fixo e igual a 60 s. Como pode ser observado, a aplicacdo de
um potencial de pré-concentragdo diferente de 0,0 V (positivo ou negativo) nao

resultou em ganhos significativos de corrente. Desta forma, ndo se aplicou um

142



Capitulo 7

potencial na etapa de pré-concentracdo, trabalhando-se em circuito aberto. Em
seguida, fixou-se o potencial de pré-concentracdo em zero, sendo entdo estudado
o efeito do tempo de pré-concentracao na faixa de 10 a 240 s. Assim como para
o caso do potencial de pré-concentragdo, as correntes de pico registradas neste
estudo foram graficadas em funcdo do tempo de pré-concentragdo (Figura 7.10
(b)). Notavelmente, o uso de tempos de pré-concentragdo superiores resultou em
correntes de pico cada vez maiores. Entretanto, a corrente de pico tendeu a
assumir um valor constante a partir de 180 s, indicando a saturacdo da superficie
do eletrodo pelas moléculas de analito. Por conta disso, o tempo de 180 s foi

fixado como tempo de pré-concentragcao 6timo.

.
(a) 3. (b) .
124 ®
. ¢
241 L
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\Q ® [ ] \1 16 L J
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-0,1 0,0 0,1 0,2 03 04 0,5 0 50 100 150 200 250
Potencial de pré-concentracdo / V Tempo de pré-concentragao / s

FIGURA 7.10 — Efeito do (a) potencial e (b) do tempo de pré-concentracao.

7.3.5 Determinacio de allura red por SWAdJASYV

ApoOs a otimizacdo dos parametros de pré-concentracdo, antes de
realizar a constru¢do das curvas analiticas, foi avaliada a influéncia dos
parametros da técnica de voltametria de onda quadrada, aplicada na etapa de
redissolucdo anddica do analito de interesse. Os parametros técnicos sujeitos a
otimizacao foram frequéncia, amplitude e tempo de modulagdo. Na Tabela 7.1
encontram-se as faixas estudadas bem como os respectivos valores Otimos
obtidos. Os valores 6timos reportados na Tabela 7.1 foram selecionados tendo-
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se em conta a obtencdo de um sinal analitico de maior magnitude e, a0 mesmo
tempo, um perfil voltamétrico bem definido. Neste estudo, uma concentracao de

AR 1,0 x 107° mol L™! foi empregada.

TABELA 7.1 — Otimizacao dos parametros de SWAdJASV para determinagdo
de AR 1,0 x 10° mol L.

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
Frequéncia, Hz 10 a 100 10
Amplitude, mV 10290 70

Incremento de potencial, mV 2a?20 10

Na sequéncia, empregando-se os parametros otimizados a partir de
todos os estudos discutidos anteriormente, a curva analitica para o corante AR
foi construida em triplicata utilizando-se o eletrodo modificado IL-CB-CTS-
ECH/GCE e a técnica voltamétrica de SWAdASV. Na Figura 7.11 sdo
mostrados os voltamogramas de SWAJAS obtidos para diferentes concentracoes
de AR em solugido de tampdo fosfato 0,2 mol L™! (pH 4,0). As diferentes
concentracoes de AR foram obtidas na célula eletroquimica contendo um
volume inicial de eletrélito suporte de 10 mL a partir de injecdes de pequenas
aliquotas de uma solugdo-estoque de AR preparada no mesmo eletrélito suporte.
A concentracdo de AR foi variada de 3,98 x 107%a 9,09 x 107" mol L' e, uma
dependéncia linear entre corrente de pico e concentragdo de AR foi verificada
nesta faixa de concentragdo. Portanto, esta foi a faixa linear do sensor proposto,
e a curva analitica obtida encontra-se apresentada no inserto da Figura 7.11. A

curva analitica seguiu a seguinte equagao de regressao linear (Eq. 7.2):

I, (pA) = —0,429 + 28,0 [AR] (umol L), r = 0,998 Eq.7.2
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Portanto, uma elevada sensibilidade analitica de 28 pA pmol™ L foi
obtida. Utilizando-se esta sensibilidade analitica, ¢ a relagdo 3 x (6 / m), o limite
de detec¢do para AR foi calculado como sendo igual a 9,21 x 1071° mol L™
(0,92 nmol L™"). Assim, um limite de detec¢do inédito na ordem de sub-
nanomolar foi obtido utilizando-se o sensor proposto combinando-se

nanoparticulas de CB, IL e um filme de CTS reticulada.

25
251
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FIGURA 7. 11 — Voltamogramas de SWAdAS obtidos utilizando-se o IL-CB-
CTS-ECH/GCE em tampdo fosfato 0,2 mol L' (pH 4,0) contendo diferentes
concentragdes do corante AR: (1) 0,00 (solu¢do de branco), (2) 3,98 x 1078, (3)
9,90 x 107%,(4) 1,96 x 1077, (5) 2,91 x 1077, (6) 4,76 x 1077, (7) 6,54 x 1077 ¢ (8)
9,09 x 1077 mol L™". Pardmetros: Ep. = 0,0 V, t,c = 180 s, f= 10 Hz,a =70 mV e
AE, =10 mV. Inserto: Curva analitica obtida para o corante AR (/, vs. [AR]).

A precisdo de medidas do sensor proposto foi estudada por meio de
experimentos de repetibilidade intra- e inter-dias. No caso da repetibilidade
intra-dia, a resposta voltamétrica do sensor proposto foi monitorada ao longo de
10 medidas sucessivas de SWAASV realizadas para trés diferentes

concentragdes de padrao de AR inseridas na faixa linear da curva analitica. Para
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a repetibilidade inter-dias, a resposta analitica obtida utilizando-se sensores
modificados preparados em trés diferentes dias foi comparada. Na Tabela 7.2 os
valores de desvio-padrao relativo (RSD, do inglés “Relative Standard
Deviation”) obtidos em ambos estudos sdo reportados. Como pode ser visto,
RSDs na faixa de 3,5 a 11,1 foram obtidos, os quais sdao valores aceitaveis de

RSD e indicam a boa precisao de medidas do sensor voltamétrico proposto.

TABELA 7.2 — Resultados obtidos para os estudos de repetibilidade intra- e
inter-dias utilizando-se o sensor de IL-CB-CTS-ECH/GCE ¢ SWAdASV

RSD (%)
[AR] / mol L™! Repetibilidade intra-dia Repetibilidade inter-dias
(n=10) (n=23)
6,00 x 107% 4,4 7,6
1,00 x 1077 3,5 11,1
5,00 x 1077 6,7 8,9

7.3.7 Estudos de interferéncia e recuperacio

O sensor proposto neste trabalho foi destinado a analise de amostras
alimenticias, mais especificamente, amostras de refrescos em po. Diante disso, a
seletividade do eletrodo modificado foi estudada em dois tipos de experimentos.
O primeiro consistiu em comparar o sinal analitico registrado para uma
determinada concentracdo de AR na auséncia e presenca de possiveis
interferentes, os quais foram substancias tipicamente encontradas
(concomitantes) naquele tipo de amostras supramencionado. A concentracao de
AR empregada nestes estudos foi 3,0 x 107" mol L™! e a possivel interferéncia
das  substancias  concomitantes foi  testada  utilizando-se  razdes
analito:interferente 1:1 e 1:10. Na Tabela 7.3 sdo mostrados os valores de RSD

obtidos neste estudo, considerando-se como possiveis interferentes as seguintes
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substancias: 4cido ascorbico, acido citrico, citrato de sodio, aspartame,
acesulfame-K e sacarina sddica. Como pode ser observado, valores de RSD
menores que +/— 7,1% foram obtidos, indicando assim um efeito de matriz da

amostra ndo muito importante.

TABELA 7.3 — RSDs obtidos para o sinal de corrente anodica do corante AR
(3,0 x 1077 mol L") na presenca de substincias tipicamente encontradas em

amostras de refresco em po

Possivel interferente Razao analito:interferente RSD* (%)
. 1:1 +0,74
Acido ascorbico
1:10 +7,1
, 1:1 +2,0
Acido citrico
1:10 -5,9
1:1 -2,1
Citrato de sodio
1:10 +2,5
I:1 +4.,0
Aspartame
1:10 —4,3
1:1 -3,2
Acesulfame-K
1:10 —5,6
I1:1 +3,6
Sacarina sodica
1:10 —5,0

*RSD = [(Sinal allura redpresenca — Sinal allura redausencia) / Sinal allura redausencial

x 100%.

Na sequéncia, o segundo tipo de experimento realizado para avaliar
a seletividade do sensor de IL-CB-CTS-ECH/GCE foram ensaios de adicado e
recuperacdo em amostras comerciais de refresco em po6. Trés amostras
comerciais de refresco em p6 foram adquiridas em comércio local e submetidas
ao tratamento de amostra mencionado na se¢ao “7.2.2. Preparo de amostras”.
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Apds o tratamento de amostra, todas as amostras foram fortificadas com
concentragdes conhecidas do padrao de AR, especificamente, em trés diferentes
niveis de concentracdo: 6,0 x 10 ¥mol L', 2,0 x 107" mol L' ¢ 4,0 x 10~" mol
L™!. Na Tabela 7.4 as porcentagens de recuperagdo obtidas em todas as
concentragdes utilizadas sao mostradas. Assim, porcentagens de recuperacdo por
volta de 100% foram alcancadas em todos os casos mostrando assim, como

discutido anteriormente, que ndo houve efeito de matriz significativo.

TABELA 7.4 — Resultados obtidos para os ensaios de adigdo/recuperacdo em
amostras de refresco em po6 diluidas em solugdo de eletrolito suporte

[AR] (mol L)

Amostra Recuperac¢ao® (%)
Adicionado Encontrado
6,0 x 1078 (6,5+0,1)x 1078 108
Ay 2,0x 1077 (2,04 £0,07) x 1077 102
4,0 x 1077 (3,6 +£0,1)x 1077 90
6,0 x 1078 (5,7+£0,8) x 1077 95
A, 2,0x 1077 (2,0+£0,2) x 1077 100
4,0 x 1077 (3,7+0,5) x 1077 92,5
6,0 x 1078 (5,.9+0,4) %108 98,3
As 2,0x 1077 (2,01 £0,07) x 1077 100
4,0 x 1077 (3,5+0,1) x 1077 87,5

*Porcentagem de recuperagdo = ([Encontrado] / [Adicionado]) < 100%.

7.3.8 Analise de amostras

Finalmente, a aplicabilidade do sensor voltamétrico proposto foi
testada para a quantificacdo de AR em amostras comerciais de refresco em po
adquiridas no comércio local de Sao Carlos. Para fins comparativos, as amostras
foram analisadas pelo método voltamétrico proposto e, também, por um método
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espectrofotométrico. Na Tabela 7.5 sdo organizados os resultados de
quantificacdo obtidos empregando-se ambos os métodos. Assim, pode-se notar
que os teores de AR encontrados empregando-se os dois métodos foram bastante
proximos. Comparativamente, valores de RSD menores do que +/— 7,9% foram
previstos, indicando a boa concordancia dos dados de quantificacdo os quais
estiveram na ordem 1 pg mg ! nas amostras analisadas. Os dados obtidos
empregando-se os dois métodos analiticos também foram estatisticamente
comparados pela aplicacdo do teste z-pareado a um nivel de confidéncia de 95%.
O valor de Zaiculado = 0,22 foi menor que o valor de fiesrico (Valor critico) = 3,18
(95%, 2), indicando que os resultados obtidos nos métodos proposto e
comparativo foram estatisticamente equivalentes. Este conjunto de dados
demonstrou a excelente exatidio do método voltamétrico proposto utilizando o
sensor IL-CB-CTS-ECH/GCE e SWAdASYV, e a potencialidade da arquitetura

de sensor proposta para futuras aplicacoes eletroanaliticas.

TABELA 7.5 — Resultados obtidos para a analise de amostras comerciais de

refresco em po pelo método voltamétrico proposto e espectrofotomeétrico

comparativo
Teor de AR (png/ 100 mg) RSD* (%)
Amostra
Método comparativo Método proposto
A 126,2 + 0,5 119+4 =57
A; 81£1 84 £2 +3,7
As 89 +2 96 +3 +7,9

*RSD = [(M¢étodo proposto) — (Método comparativo) / (Método comparativo)] x
100%.

7.4 Conclusodes parciais
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Neste trabalho, uma nova arquitetura de sensor eletroquimico foi
proposta, baseada em um eletrodo de GCE modificado com CTS reticulada
contendo nanoparticulas de CB e IL. As caracteristicas morfologicas e
eletroquimicas dos diferentes eletrodos modificados foram exploradas. Quando
explorado para a determinagdo do corante AR, o uso combinado de CB e IL
promoveu um aumento extraordindrio da corrente de pico anodica obtida para
este analito. Sob condicOes experimentais Otimas, a técnica de SWAJASV
proveu uma faixa linear de resposta de 3,98 x 1072 9,09 x 107" mol L' ¢ um
limite de detec¢do na ordem de concentracao sub-nanomolar foi verificado, 9,1
x 107 mol L' (0,91 nmol L™!). O sensor proposto apresentou boa precisdo e
seletividade como mostrado a partir de estudos de repetibilidade, possiveis
interferentes e ensaios de adi¢do e recuperagdo. Finalmente, a exatidao do
procedimento voltamétrico proposto para a determinagdo de AR foi avaliada por

meio da determinagdo deste composto em amostras comerciais de refrescos em

po.
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Sintese de nanoparticulas de platina estabilizadas em quitosana e
combinacio com negro de fumo no desenvolvimento de um sensor
eletroquimico para determinacio do interferente enddcrino

bisfenol A
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8.1 Objetivos especificos

Conhecendo-se as excelentes propriedades da quitosana como filme
para imobilizacdo de nanomateriais sobre a superficie de carbono vitreo, e a
disponibilidade de grupos funcionais passiveis de serem explorados na
estabilizagdo de nanoparticulas metélicas, objetivou-se nesta etapa do trabalho
investigar a sintese de nanoparticulas de platina estabilizadas em quitosana (Ch-
PtNPs, do inglés “chitosan-stabilized platinum nanoparticles”). Apds
sintetizadas as Ch-PtNPs, estas foram empregadas juntamente com
nanoparticulas de CB para o desenvolvimento de um sensor voltamétrico para a

determinacao do interferente endocrino bisfenol A (BPA).

8.2 Experimental

8.2.1 Materiais, reagentes e solucoes

O padraio de BPA, 4acido hexacloroplatinico hexahidratato
(H2PtCl6.6H,0), borohidreto de sédio (NaBH4), CTS de baixa massa molar e
grau de desacetilacdo de pelo menos de 80% e ECH foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. P6 de CB tipo VULCAN®VXC72R foi gentilmente fornecido pela
companhia Cabot Corporation. Todas as solucdes aquosas foram preparadas
com agua ultrapura obtida por um sistema de purificagdo de agua Milli-Q
(Millipore®, Bedford, MA) com resistividade elétrica ndo menor que 18,0 MQ
cm. Uma solugdo de CTS 0,2% (m/v) foi preparada em solucao de acido acético
1,0% (m/v) e a solugdo-estoque de ECH 2,5% (m/v) foi preparada em solucao
de NaOH 0,01 mol L™!. Ambas as solugdes foram estocadas em refrigerador. A
solugdo-estoque de BPA 1,0 x 1072 mol L™! foi diariamente preparada em agua

ultrapura.

152



Capitulo 8

8.2.2 Sintese das nanoparticulas de platina

Para sintese das nanoparticulas de platina estabilizadas em
quitosana (Ch-PtNPs), foi seguido o protocolo proposto recentemente por Deng
et al.'®, envolvendo a reducdo de H,PtCls na presenga de CTS empregando-se
NaBH4 como agente redutor. Um esquema do procedimento de sintese das Ch-
PtNPs ¢ apresentado na Figura 8.1. Assim, inicialmente, 47 mL da solugdo de
CTS 0,2 % (m/v) preparada em acido acético 1,0 % (v/v) foram misturados com
2 mL de uma solu¢do de HoPtClg 1,0 x 102 mol L!, e a mistura obtida foi
mantida sob agitacdo por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, 1 mL de
uma solucdo de NaBH4 0,2 mol L™! foi adicionado a mistura de HoPtCls e CTS
gota-a-gota. Finalmente, a mistura reacional foi mantida sob agitacdo por mais
90 min. Apds este intervalo de tempo, a suspensdo coloidal de PtNPs

estabilizadas em CTS foi armazenada em frasco ambar.

47 mL 0,2 %

= =
CTS (miv) \ i { i
2 2mLHPCl 1mLNaBH, |

1,0 x 1072 mol L™ | 0,2 mol L™

§ &‘ﬁ

FIGURA 8.1 — Esquema do procedimento de sintese das nanoparticulas de

platina estabilizadas em quitosana.

8.2.3 Preparacio do sensor eletroquimico
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O cletrodo base utilizado foi um GCE com didmetro de 3,0 mm.
Antes da modificacdo do GCE sua superficie foi cuidadosamente polida com
pasta de alumina 0,05 um e exaustivamente enxaguada com agua ultrapura. Em
seguida, o procedimento de limpeza do eletrodo base foi finalizado pela
ultrassonificacdo da superficie do GCE em cloroférmio por 2 min e, finalmente,
em agua ultrapura por mais 2 min.

As etapas de preparagdo do eletrodo modificado encontram-se
organizadas na Figura 8.2. A superficie do GCE foi modificada com uma
dispersao aquosa contendo CB e as Ch-PtNPs. Para preparagao desta dispersao,
1,0 mg de CB foi pesado e transferido para um microtubo de 2 mL, seguido da
adicao de 400 pL da suspensdo de Ch-PtNPs preparada previamente e 600 puL de
ECH 0,25% (m/v) (obtida a partir da diluicao da solucao-estoque de ECH 2,5%
(m/v) em NaOH 0,01 mol L™"). A ECH agiu como agente reticulante do
biopolimero de quitosana. Para homogeneizacao, esta mistura foi colocada em
banho de ultrassom por 60 min. Apos este periodo, uma dispersao homogénea e
estavel contendo CB e Ch-PtNPs foi obtida. Para a modificagdo do GCE, 8,0 uL
desta dispersao foi gotejada com o auxilio de uma micropipeta sobre a superficie
do GCE, e o solvente evaporado em 20-25 min sob aquecimento brando provido
por uma lampada de infravermelho (IV). Cada eletrodo modificado obtido foi
nomeado como CB-Ch-PtNPs/GCE. Para efeitos de comparacao, uma dispersao
de CB e quitosana foi preparada (auséncia de PtNPs) empregando-se 1,0 mg de
CB, 400 uL da solugao de CTS 0,2% (m/v) e 600 uL. de ECH 0,25% (m/v), € o
eletrodo modificado assim obtido denominado CB-Ch/GCE.
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FIGURA 8.2 — Esquema de preparagao do eletrodo Ch-PtNPs-CB/GCE.
8.2.4 Instrumentacao

Os ensaios eletroquimicos foram realizados em uma célula
eletroquimica de trés eletrodos e compartimento unico. Os trés eletrodos foram o
GCE modificado como eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia de
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") e uma folha de Pt como eletrodo auxiliar. As
medidas voltamétricas e amperométricas foram conduzidas em um
potenciostato/galvanostato pAutolab Tipo III (EcoChemie, Holanda) gerenciado
pelo software NOVA 2.1. As medidas de pH foram feitas empregando-se um
pHmetro Orion Expandable Ion Analyzer (modelo EA-940, EUA), equipado
com um eletrodo combinado de vidro (eletrodo de referéncia externo de
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™)). A analise morfologica das Ch-PtNPs foi realizada
por microscopia eletronica de transmissdao (TEM, do inglés “Transmission
Electron Microscopy”) usando um microscéopio eletronico de transmissao FEI
Tecnai G2F20. Para a andlise das Ch-PtNPs por espectroscopia UV-Vis foi
utilizado um espectrofotometro Shimadzu UV-2550 equipado com uma cubeta

de quartzo de 1 cm.

8.2.5 Etapas analiticas
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Inicialmente, a efetividade da preparagao das Ch-PtNPs foi avaliada
em termos eletroquimicos realizando-se medidas de voltametria ciclica para o
eletrodo CB-Ch-PtNPs/GCE em meio de H,SO4 0,1 mol L™! e para solugdes de
H,O, preparadas em solugio de tampio fosfato 0,2 mol L™! (pH = 7,0). O intuito
foi verificar a presenca dos picos caracteristicos da platina em meio dcido bem
como as propriedades eletrocataliticas das Ch-PtNPs em relagdo a reducdo do
peroxido de hidrogénio. Em seguida, ainda por voltametria ciclica, foi estudada
a resposta voltamétrica do analito BPA sobre os eletrodos de GCE nao-
modificado, CB-Ch/GCE e CB-Ch-PtNPs/GCE. A partir da confirmagdo do
melhor desempenho eletroquimico do eletrodo modificado CB-Ch-PtNPs/GCE
em relagdo a oxidacdo do BPA, experimentos adicionais de voltametria ciclica
foram realizados para explorar a influéncia do eletrolito suporte (pH e
composicao) e da velocidade de varredura de potencial. Neste estudo, foi
empregada a voltametria adsortiva de redissolucao anddica por pulso diferencial
(DPAdASV, do inglés “Differential Pulse Adsorptive Anodic Stripping
Voltammetry”) para a determinagdo do analito BPA. Sendo assim, otimizou-se
os valores de potencial e tempo de pré-concentracio bem como os parametros
técnicos da voltametria de pulso diferencial, sendo estes: velocidade de
varredura, amplitude e tempo de modulagdo. Sob as condi¢gdes Otimas, os
estudos analiticos seguintes consistiram da construcdo da curva analitica para
BPA, estudos de repetibilidade (intra- e inter-dias), estudo de potenciais
interferentes e andlise de amostras de 4guas naturais, sendo estas ultimas
coletadas e preparadas de acordo com o procedimento relatado na proxima

sec¢ao.

8.2.6 Preparo das amostras de aguas naturais

Amostras de aguas naturais foram coletadas em trés pontos

diferentes da represa da Universidade Federal de Sao Carlos e armazenadas em
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frascos ambar. No laboratorio, as trés amostras de aguas naturais foram filtradas
¢ fortificadas com BPA, de forma a obter trés niveis diferentes de concentracao
de BPA. As amostras foram em seguida analisadas pelo método voltamétrico
proposto, e os resultados reportados em termos de porcentagem de recuperagao

das concentracdes de fortificacao.

8.3 Resultados e Discussao

8.3.1 Caracterizacao das Ch-PtNPs

O biopolimero de quitosana foi explorado neste trabalho como
agente de estabilizagdo das Ch-PtNPs e, mais tarde, como filme polimérico
modificado com PtNPs para incorpora¢do de nanoparticulas de CB sobre a
superficie do eletrodo de carbono vitreo. A capacidade de estabilizagdo de
nanoparticulas metdlicas pela quitosana, se deve a interacao dos grupos amino e
hidroxila presentes ao longo da estrutura da quitosana com as PtNPs. Este
modelo de interagdo e estabilizacdo das PtNPs encontra-se representado no
esquema mostrado na Figura 8.3. A estabilidade das PtNPs promovida pela
quitosana pode ser observada nas imagens apresentadas na Figura 8.4. Na Figura
8.4 (a) encontra-se a fotografia das PtNPs preparadas pela reducdo do sal de
Pt(IV) na auséncia de quitosana. Neste caso, logo apos o término da reagdo e a
agitacdo cessada, as PtNPs rapidamente se depositaram no fundo do recipiente,
demonstrando a falta de estabilidade devido a auséncia de um agente de
estabiliza¢do apropriado. Entretanto, quando a mesma sintese foi conduzida na
presenga de quitosana, o aspecto da solucdo ao final da reacdo foi totalmente
diferente. Como pode ser observado na fotografia da Figura 8.4 (b), uma solucao
de coloracdo escura foi obtida neste caso, significando que as Ch-PtNPs
permaneceram estabilizadas no meio. A estabilidade das Ch-PtNPs frente a

centrifuga¢do foi avaliada a 10000 rpm, e como pode ser observado pela Figura
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8.4 (c), as mesmas mantiveram-se estaveis mesmo ap6s 5 min de centrifugacao.
As Ch-PtNPs foram estaveis por um longo periodo, apresentando o aspecto

fisico mostrado na Figura 8.4 (b) por pelo menos 6 meses.

Quitosana OH
OH oH OH

OH OH © o ©
0 0 o 0
o 0~ S : \ NH; HO”  NH, HO
4 H

HO NH: Ho Q

1 “OH
/&’ A)-:\A/O
H, H,O H, e

OH o
N
HQ N

y
\

PtNPs

FIGURA 8.3 — Representagdo esquemadtica da interacdo entre o biopolimero

quitosana e as nanoparticulas de platina (Adaptado de Deng et al.!%%).

- (c)

FIGURA 8.4 — Fotografia das PtNPs sintetizadas na (a) auséncia e (b) presenca
de quitosana. (¢) Fotografia das Ch-PtNPs apds centrifugagao a 10000 rpm (5

min).

A efetividade da reducdo do centro metalico de Pt(IV) para Pt° pelo

agente redutor borohidreto durante a preparagdo das Ch-PtNPs pode ser

158



Capitulo 8

inicialmente confirmada pela andlise da solucdo de partida de H,PtCls e da
dispersdo coloidal de PtNPs obtida por espectroscopia UV-Vis. Na Figura 8.5
encontram-se os espectros UV-Vis obtidos para as solucdes de H,PtCls e Ch-
PtNPs na faixa de comprimentos de onda de 200 a 600 nm. Para a coleta do
espectro UV-Vis das Ch-PtNPs, a solucdo de CTS 0,2% (m/v) foi utilizada
como solugdo de branco (background). Para a solugao de partida, foi obtido um
pico de absor¢do em 260 nm, correspondente a transferéncia de carga metal-
ligante para o complexo [PtClg]*>” '®. Apds a completa redugdo deste ion-
complexo, a sua banda caracteristica de absorcdo deixou de existir,

demonstrando a efetividade da reagdo de redugado pelo agente de borohidreto.

2,0
i —— Ch-PtNPs
p 1,5- '|| ""HZP'[C16
3)
<§ I| ‘\
‘e 190_ \ II \
3 vy
) \
<0,5- .
\
0,0_ N v—r_fl_—_ﬁ—-

200 300 400 500 600
Comprimento de onda / nm
FIGURA 8.5 — Espectros de UV-Vis obtidos para a solu¢do de partida de

H,PtCl¢ e para a dispersao coloidal de Ch-PtNPs.

O conjunto de imagens de TEM coletadas em diferentes ampliagdes
apresentadas nas Figuras 8.6 (a-c) mostra a boa dispersibilidade das Ch-PtNPs.
A partir das diferentes imagens de TEM, a contagem dos didmetros das Ch-
PtNPs foi realizada e utilizada na constru¢ao do histograma de distribuicao de

diametros apresentado na Figura 8.6 (d). Portanto, as Ch-PtNPs apresentaram
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um pequeno didmetro médio de 2,7 nm. As Figuras 8.7 (a-c) consistem de
imagens de TEM obtidas em alta resolucdo (HR-TEM), a partir das quais foi
possivel observar a morfologia esférica das Ch-PtNPs. Algumas das Ch-PtNPs
encontram-se marcadas, com didmetros medidos préximo ao valor médio de 2,7
nm. Ainda, a partir das imagens de HR-TEM, verifica-se a existéncia de linhas
continuas sobre a extensdo das Ch-PtNPs, cujo espacamento foi determinado
empregando-se o software Digital Micrograph. Os perfis apresentados na Figura
8.6 (d) equivalem as nanoparticulas 1 e 2 marcadas na imagem de HR-TEM da
Figura 8.6 (c), sendo o espacamento entre linhas continuas obtido pela distancia
entre os picos de maximo. Fazendo-se isto, um espacamento médio de 0,21 +
0,01 nm foi obtido, sendo este equivalente ao espacamento entre os planos

cristalograficos (200) da platina metalica'®.
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FIGURA 8.6 — (a-c) Imagens de TEM obtidas para as Ch-PtNPs em diferentes

=

ampliacdes. (d) Histograma de distribuicdo de didmetros obtido para as Ch-

PtNPs com destaque para o didmetro médio das Ch-PtNPs.
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FIGURA 8.7 — (a-c¢) Imagens de HR-TEM obtidas para as Ch-PtNPs. (d) Perfil

de espagamento entre planos das Ch-PtNPs 1 e 2 marcadas em (c).

8.3.2 Comportamento eletroquimico das Ch-PtNPs

Para explorar o comportamento eletroquimico das Ch-PtNPs
preparadas, foram realizados experimentos eletroquimicos tipicos no qual a
atividade eletroquimica de nanoparticulas de platina ou mesmo platina metélica
¢ conhecida. Neste sentido, foram preparados eletrodos modificados com CB na

auséncia e presenca das Ch-PtNPs, e conduzidas medidas de voltametria ciclica
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para verificacdo da reducao eletroquimica do peroxido de hidrogénio (H,O,) e
perfil voltamétrico dos eletrodos em meio de H,SO4 0,1 mol L.

Encontra-se bem fundamentado na literatura que eletrodos a base
de platina sao capazes de promover a reacdo de redugdo eletroquimica do
H,0,'7%17! Assim, a avaliagdo da resposta eletroquimica desta molécula sobre o
eletrodo modificado com as Ch-PtNPs serviria como um indicador
eletroquimico da eficiente sintese das mesmas. Na Figura 8.8 (a) sdo
apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos na auséncia e presenca de H,O,
empregando-se 0 CB-Ch-PtNPs/GCE como eletrodo de trabalho. A solucao de
eletrolito suporte foi desaerada com fluxo de N, e, consequentemente, nenhum
pico faradaico associado a reacdo de redugdo do oxigénio (ORR, do inglés
“Oxygen Reduction Reaction) dissolvido foi notado. Apds a adi¢ao de H,0,,
com concentra¢do final em cela de 1,0 x 107> mol L™!, um claro pico catddico
foi observado. Para comparacao, os voltamogramas ciclicos obtidos para H,0,
empregando-se os eletrodos CB-Ch/GCE e CB-Ch-PtNPs/GCE sao
apresentados conjuntamente na Figura 8.8 (b). O emprego das Ch-PtNPs como
modificador além das particulas de CB forneceu um pico catdédico para H,O,
mais pronunciado, ocorrendo em um potencial de pico catddico menos negativo
e com corrente de pico catodica aproximadamente 3 vezes mais intensa,
evidenciando assim a atividade eletrocatalitica das Ch-PtNPs sintetizadas. Além
disso, para constatar a utilidade das nanoparticulas de CB, foi construido um
eletrodo modificado com as Ch-PtNPs e grafite como material carbonaceo. Os
voltamogramas obtidos para H,O, empregando-se os eletrodos de Ch-PtNPs a
base de CB e grafite encontram-se na Figura 8.8 (c¢). Assim, ficou evidente que a
resposta eletroquimica do H,O, foi significativamente dependente do tipo de
material de carbono empregado na preparacao do filme de Ch-PtNPs. De fato, o
desempenho do eletrodo a base de CB foi muito superior aquele do eletrodo a
base de grafite, demonstrando que o tamanho nanométrico das particulas de CB

e alta area superficial foram essenciais para garantir maior contato elétrico das
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Ch-PtNPs com o eletrodo base. A sensibilidade do eletrodo CB-Ch-PtNPs/GCE
em rela¢do a reducao de H,O, também foi investigada a partir da construgao de
uma curva analitica para este analito empregando-se cronoamperometria. Na
Figura 8.8 (d) s3o apresentados os cronoamperogramas obtidos frente a
diferentes concentragdes de H,0O,, a partir dos quais a curva analitica foi
construida (ver inserto). A resposta do eletrodo CB-Ch-PtNPs/GCE foi linear na
faixa de concentragdes de 5,0 x 107 a 5,0 x 10 mol L™!, com sensibilidade

analitica de 3,8 uA mmol ™ L e limite de detec¢do de 1,0 x 10> mol L.
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FIGURA 8.8 — (a) Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢do de tampao
fosfato 0,2 mol L™! (pH = 7,0) na auséncia (linha pontilhada) e presenca de H,O,
1,0 x 102 mol L' (linha continua) empregando-se o eletrodo CB-Ch-
PtNPs/GCE. v = 50 mV s!'. (b) Comparagdo dos voltamogramas ciclicos
obtidos para H,O, 1,0 x 1073 mol L™! empregando-se os eletrodos CB-Ch/GCE ¢
CB-Ch-PtNPs/GCE. v = 50 mV s !. (¢) Comparacdo dos voltamogramas ciclicos
obtidos para H,O, 1,0 x 107 mol L™! empregando-se os eletrodos Grafite-Ch-
PtNPs/GCE e CB-Ch-PtNPs/GCE. v = 50 mV s !'. (d) Cronoamperogramas
obtidos utilizando-se o eletrodo CB-Ch-PtNPs/GCE em tampao fosfato 0,2 mol
L™ (pH = 7,0) contendo diferentes concentra¢des de H,O, (1: 0,0; 2: 5,0 x 10°°
mol L7';3: 1,0 x 10*mol L!; 4: 2,0 x 10*mol L™!; 5: 5,0 x 10* mol LY; 6:
70x10*mol L', 7: 1,0 x 102 mol L™'; 8: 2,0 x 10> mol L!; 9: 3,0 x 1073
mol L' 10: 4,0 x 1073 mol L' ¢ 11: 5,0 x 107 mol L™"). Inserto: Curva
analitica obtida para HyO, (I vs. [H,0,]) v=50 mV s,
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Na Figura 8.9 (a) sao mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos
empregando-se os eletrodos GCE nao-modificado, CB-Ch/GCE e CB-Ch-
PtNPs/GCE em solu¢ido de KC1 0,1 mol L ™! na janela de potenciais de 0,0 a +0,4
V. Como esperado, nenhum processo Faradaico foi observado na janela de
potenciais empregada e voltamogramas ciclicos com forma retangular tipica
foram obtidos, representando o comportamento puramente capacitivo dos

eletrodos!”?

. A corrente capacitiva obtida para o eletrodo modificado com CB e
Ch-PtNPs foi maior que a observada para o GCE nao-modificado e CB-
Ch/GCE, consistente com uma maior 4area superficial provida pelas
nanoparticulas de platina. Finalmente, para evidenciar a presenga de
nanoparticulas metélicas de platina, o comportamento redox dos trés eletrodos
foi avaliado em solugdo de H,SO; 0,1 mol L™!. Os voltamogramas ciclicos
registrados para GCE nao-modificado, CB-Ch/GCE e CB-Ch-PtNPs/GCE sob
esta condigdo de eletrolito suporte na faixa de potenciais de —0,25 a +1,20 V sao
mostrados na Figura 8.9 (b). Na Figura 8.9 (c) ¢ mostrada a resposta de um
eletrodo de Pt, cujo perfil voltamétrico conhecido em solucdo de H,SO, foi
verificado consistindo de varios picos voltamétricos que podem ser distribuidos
em trés regides: regido A abaixo de +0,2 V devido a adsorcao/dessor¢dao de
hidrogénio; regido B entre +0,2 a +1,3 V devido a reacdes relacionadas ao
oxigénio e regido C acima de +1,3 V correspondente a evolucdo de oxigénio
durante a varredura anddica de potenciais'’”®. No caso dos voltamogramas
ciclicos apresentados na Figura 8.9 (b), € possivel discriminar picos nas regioes
de adsor¢ao/dessor¢ao de hidrogénio e reacdes envolvendo oxigénio no caso do
eletrodo CB-Ch-PtNPs/GCE, os quais ndo se encontraram presentes no caso dos
eletrodos inteiramente carbonaceos (GCE e CB-Ch/GCE). Embora os picos nao
tenham sido bem definidos como no caso de Pt pura, a discriminagao dos picos

observados pode ser atribuida a presenga de Pt metalica.
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FIGURA 8.9 — (a) Voltamogramas ciclicos obtidos para os eletrodos GCE (—),
CB-Ch/GCE (----) ¢ CB-Ch-PtNPs/GCE (—) em solu¢do de KC1 0,1 mol L' na
janela de potenciais de 0,0 a +0,4 V. v = 100 mV s™!. (b) Voltamogramas
ciclicos obtidos para os eletrodos GCE (—), CB-Ch/GCE (----) ¢ CB-Ch-

PtNPs/GCE ( ) em solu¢do de H,SO4 0,1 mol L. v = 50 mV s . (¢)

Voltamograma ciclico obtido para um eletrodo de Pt em solucdo de H,SO4 0,1

molL ™. v=50mV s

8.3.3 Comportamento eletroquimico do BPA

A aplicabilidade eletroanalitica das Ch-PtNPs combinadas com
nanoparticulas de CB foi estudada na preparacao de um sensor voltamétrico para
a determinacdo do interferente endocrino BPA. Neste sentido, a resposta
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voltamétrica deste analito foi inicialmente avaliada por voltametria ciclica sobre
um eletrodo de GCE ndo-modificado, GCE modificado com quitosana ¢ CB
(eletrodo CB-Ch/GCE) ¢ GCE modificado com CB imobilizado no filme de Ch-
PtNPs (eletrodo CB-Ch-PtNPs/GCE) viabilizando, assim, uma analise
comparativa da resposta do BPA. Nas Figuras 8.10 (a-c) sdo apresentados os
voltamogramas ciclicos obtidos para estes eletrodos em solugdo de tampao
fosfato 0,2 mol L™! (pH = 7,0) na auséncia e presenga de BPA 1,0 x 10™* mol
L!. Na auséncia do analito de interesse, apenas o comportamento capacitivo foi
verificado, sem a ocorréncia de qualquer processo faradaico, como desejado.
Apos a adi¢ao da solugdo-estoque de BPA de forma a obter uma concentragao
na cela de 1,0 x 10™* mol L™!, um nitido pico de oxidag¢do foi observado durante
a varredura anddica de potenciais (no sentido de +0,2 a +0,8 V), e quando o
sentido da varredura de potenciais foi invertido, nenhum pico correspondente de
reducdo foi notado. O mesmo comportamento foi obtido sobre todos os
eletrodos de trabalho, indicando que a molécula de BPA sofreu um processo de
oxidagdo irreversivel sob as condi¢cdes empregadas. Este resultado encontra-se
em total concorddncia com o comportamento eletroquimico reportado na
literatura para o BPA!74176,

Os voltamogramas ciclicos registrados na presenca de BPA 1,0 x
10* mol L' utilizando-se os diferentes eletrodos de trabalho previamente
mencionados sdo apresentados conjuntamente na Figura 8.10 (d), a partir do
qual € possivel se comparar a resposta do analito alvo sobre as diferentes
superficies eletrodicas. Comparativamente, o pico de oxidacdo irreversivel do
BPA ocorreu praticamente na mesma posi¢do em termos de potencial de pico,
entretanto, um claro incremento de corrente de pico foi observado quando o
eletrodo de GCE foi modificado sucessivamente com CB e depois com CB e as
Ch-PtNPs. A corrente de pico foi igual a 3,64 pA empregando-se o GCE, 18,8
nA e 30,2 pA, empregando-se os eletrodos modificados CB/GCE e CB-Ch-

PtNPs/GCE, aumentando assim o sinal analitico de 5,2 e 8,3 vezes,
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respectivamente. Estas razdes de incrementos da corrente de pico demonstram a
contribuicdo das nanoparticulas de CB e Ch-PtNPs no provimento de um
eletrodo de alta area superficial e, consequentes, superiores correntes de pico
para o analito sob estudo. Tais resultados demostraram a potencialidade do
eletrodo modificado com CB e Ch-PtNPs, e demais estudos eletroquimicos e

analiticos para este analito foram conduzidos sobre o eletrodo CB-Ch-

PtNPs/GCE.
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FIGURA 8.10 — Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢ao de tampao fosfato

0,2 mol L™! (pH = 7,0) na auséncia (linhas pontilhadas) e presenca de BPA 1,0 x
10 mol L™ (linha continua) empregando-se o eletrodo (a) GCE, (b) CB-
Ch/GCE e (¢) CB-Ch-PtNPs/GCE. v = 50 mV s™!. (d) Compara¢do dos
voltamogramas ciclicos obtidos para BPA 1,0 x 10™* mol L™ empregando-se os

eletrodos GCE, CB-Ch/GCE e CB-Ch-PtNPs/GCE. v=50 mV s.
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8.3.4 Estudo do eletrolito suporte

Para o estudo do eletrolito suporte, foi considerado para efeitos de
otimizagao o efeito do pH e da composicao do eletrolito suporte. Para o estudo
do efeito do pH, medidas de voltametria ciclica foram realizadas em solugdes de
tampdo fosfato 0,2 mol L' com pH variando de 2,0 a 8,0 contendo o analito
BPA a uma concentragdo de 1,0 x 10™* mol L!. Os voltamogramas ciclicos
obtidos sob tais condigdes sdo apresentados na Figura 8.11 (a). A partir destes
voltamogramas, os valores de corrente de pico (/,) e potencial de pico (E,) para
BPA em cada valor de pH foram obtidos e langados em graficos em fun¢ao do
pH. As curvas de [, vs. pH e E, vs. pH obtidas em cada caso encontram-se
organizadas no grafico da Figura 8.11 (b). Em relagdo a corrente de pico, esta
apresentou maximos de corrente nos pHs iguais a 2,0 ¢ 5,0. Considerando-se
que o potencial de pico foi menos positivo quando o tampao com pH 5,0 foi
utilizado, este foi o pH selecionado para os demais experimentos. Ademais,
sobre o efeito do pH sobre a resposta voltamétrica do BPA, ficou claro
observando-se os voltamogramas ciclicos da Figura 8.11 (a), que com o
aumento do pH do eletrolito suporte, o potencial de pico anddico se deslocou
para valores menos positivos. Esta relagdo inversa entre £, e pH ocorreu de
forma linear, como pode ser verificado pela curva linear do grafico de E, vs. pH

da Figura 8.11 (b). Esta curva obedeceu a seguinte equagdo de regressao linear:
E,(V)=+0,943 V - 0,0545(V pH ") pH, = 0,996 Eq. 8.1
O coeficiente angular de —54,5 mV pH! esta de acordo com o
coeficiente Nernstiano de —59,2 mV pH™! observado para processos redox

envolvendo o mesmo nimero de protons e elétrons (ou seja, razdo entre o

numero de prétons e elétrons igual a 1). No caso da molécula de BPA, um
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mecanismo de eletrooxidacdo envolvendo 2 prétons e 2 elétrons tem sido

proposto!”"17 coerente com o observado no presente trabalho.
40
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FIGURA 8.11 — (a) Voltamogramas ciclicos obtidos para BPA 1,0 x 10™* mol
L™! em solugdes de tampdo fosfato 0,2 mol L™! com diferentes pHs (2,0 a 8,0)
empregando-se o eletrodo CB-Ch-PtNPs/GCE. v = 50 mV s !. (b) Graficos de
E,vs.pH e I, vs. pH.

Em seguida, foram conduzidos experimentos de voltametria ciclica
para BPA na mesma concentragio de 1,0 x 10 mol L' e utilizando-se
diferentes composi¢coes de tampao a pH = 5,0. Os voltamogramas ciclicos
registrados empregando-se como eletrolito suporte tampdo fosfato 0,2 mol L!
(pH = 5,0), tampdo Britton-Robinson (BR) 0,2 mol L' (pH = 5,0) e tampdo
acetato 0,2 mol L' (pH = 5,0) sdo apresentados na Figura 8.12. Em todos os
casos, o mesmo pico de oxidagdo irreversivel foi verificado e com a mesma
posi¢dao de potencial. Entretanto, variagdes significativas de corrente puderam
ser diagnosticadas e, assim, um grafico de [, vs. eletrolito (composi¢do) foi
organizado e esbo¢ado no inserto da Figura 8.12. Comparativamente, a corrente
registrada para BPA na solugdo de tampdo fosfato 0,2 mol L™ (pH = 5,0) foi
superior de forma consideravel. Esta constatacdo foi o motivo para a selegcdo da
solugdo de tampdo fosfato 0,2 mol L' (pH = 5,0) para condugio dos demais

experimentos eletroquimicos relacionados a determinagao voltamétrica de BPA.
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FIGURA 8.12 — Voltamogramas ciclicos obtidos para BPA 1,0 x 10™* mol L™!
em solugdes de tampdo fosfato 0,2 mol L™ (pH = 5,0), tampdo BR 0,2 mol L™
(pH = 5,0) e tampdo acetato 0,2 mol L' (pH = 5,0) empregando-se o eletrodo

CB-Ch-PtNPs/GCE. v =50 mV s™'. Inserto: Grafico de I, vs. eletrdlito (tipo).
8.3.5 Efeito da velocidade de varredura

Interessados na determinacao de caracteristicas adicionais sobre o
comportamento eletroquimico verificado previamente para a molécula de BPA,
uma série de experimentos de voltametria ciclica realizados no intervalo de
velocidades de 10 a 400 mV s™! foram realizados para BPA 1,0 x 10™* mol L™!
empregando-se a composi¢do de eletrdlito suporte determinada no estudo
anterior. Os voltamogramas ciclicos obtidos para a faixa de velocidades
mencionada podem ser encontrados na Figura 8.13. A partir das correntes de
pico obtidas ao longo das diferentes velocidades de varredura, um grafico de log
I, vs. log v foi inicialmente construido. Este grafico encontra-se apresentado no
inserto (i) da Figura 8.13. A relagdo entre log 7, e log v foi linear, de acordo com

a seguinte equagao de regressao linear:
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log I, =-3,72 + 0,730 log v, r = 0,998 Eq. 8.2

Tipicamente, um coeficiente angular igual a 0,5 ou 1,0 ¢ aguardado
para a curva de log I, vs. log v quando o processo redox ¢ controlado
exclusivamente pelo processo de difusdo ou adsorcdo. O coeficiente angular
obtido a partir dos experimentos realizados encontra-se entres estes valores,
indicando que o processo de oxidagdo de BPA sobre o eletrodo CB-Ch-

PtNPs/GCE foi controlado pela mistura de ambos os fendmenos.

1003 / 15
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8042 52
60 1 log v/long"
< |
=401
~N .
20+ 1
0-
=20 -

02 04 06 08 1,0

(Evs. Ag/AgCl)/V
FIGURA 8.13 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de
varredura para BPA 1,0 x 10™* mol L™! em solugdo de tampao fosfato 0,2 mol
L™ (pH = 5,0) empregando-se o eletrodo CB-Ch-PtNPs/GCE. v = 50 mV s

Inserto: Grafico log I, vs. log v.
8.3.6 Estudo do potencial e tempo de pré-concentracio

Para obtencdo de um procedimento voltamétrico de alta
sensibilidade e detectabilidade para BPA utilizando-se o sensor de CB-Ch-
PtNPs/GCE, foi decidido aplicar a técnica de DPAdJASV que envolve,
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consequentemente, uma etapa preliminar de pré-concentracdo do analito de
interesse. Os parametros técnicos envolvidos na etapa de pré-concentracao de
um analito sobre a superficie do eletrodo de trabalho incluem o potencial e o
tempo de pré-concentracdo. Assim, foram otimizados o potencial e tempo de
pré-concentragdo em diferentes medidas de DPAdASV para uma solugdo de
BPA 1,0 x 10~ mol L™ preparada em tampdo fosfato 0,2 mol L' (pH = 5,0).
Na Figura 8.14 (a) sdo apresentadas as correntes de pico em fun¢do do potencial
de pré-concentragdo aplicado, sendo este variado entre —0,5 e +0,5 V. Neste
estudo, o tempo de pré-concentragao foi fixado em 30 s. A partir do grafico da
Figura 8.14 (a) fica claro que a polariza¢do do eletrodo a potenciais positivos ou
negativos durante a pré-concentracdo do analito ndo resultou em melhorias do
sinal analito em termos de aumento de intensidade. Cabe ainda destacar que,
interessantemente, a aplicacdo de potenciais de pré-concentracao tdo negativos
quanto —0,3 e —0,5 V resultou em correntes de pico consideravelmente
inferiores. Uma possivel explica¢do para esta observagado ¢ a ocorréncia da ORR
a potenciais negativos devido a presenca de oxigénio dissolvido no eletrdlito
suporte e reconhecida atividade catalitica das Ch-PtNPs em relacdo a esta
reagdo. Com a ORR tomando lugar de forma significativa sobre o eletrodo
contendo as Ch-PtNPs durante a pré-concentracdo, ocorreu uma diminui¢do da
area superficial disponivel para a pré-concentragdo do analito. Considerando-se
os resultados obtidos, ndo foi considerada a aplicacdo de um potencial diferente
de zero nas demais etapas do trabalho.

Com o potencial de pré-concentracdo otimizado, avaliou-se a
influéncia do tempo de pré-concentracao sobre a resposta voltamétrica do sensor
CB-Ch-PtNPs/GCE para BPA. Na Figura 8.14 (b) ¢ mostrado o gréfico de I, vs.
tempo de pré-concentragdo. Avaliando-se este parametro de 10 a 150 s, a
corrente de pico apresentou um aumento até 90 s, a partir do qual o seu valor

tendeu a ser constante. O alcance de um patamar de corrente indica que a
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saturacao da superficie eletrodica ocorreu ja em 90 s e, assim, este foi o tempo

de pré-concentragdo considerado 6timo para os demais ensaios de DPAJASV.

10
4 S K ) 4 ~
7. \ = g . 90's
< = 0,0V <
~ ~ 7A
~ 6 ~ | -
I 6
=h 5; E
4 - T - T - T T T T T T 4 T T T T T T T T T T
-04 -02 0,0 02 04 0 30 60 90 120 150

Potencial de pré-concentracao / V

Tempo de pré-concentracdo / s

FIGURA 8.14 — Efeito do (a) potencial de pré-concentragdo (faixa de —0,5 V a
+0,5 V e tempo de pré-concentracdo fixado em 30 s) e (b) tempo de pré-
concentracao (faixa de 10 a 150 s e potencial de pré-concentracao fixado em 0,0
V) sobre a corrente pico obtida para BPA 1,0 x 107> mol L™ em solugdo de
tampdo fosfato 0,2 mol L' (pH = 5,0) empregando-se o eletrodo CB-Ch-
PtNPs/GCE e DPAJASV.v=10mV s™'; a =60 mV € tm = 50 ms.

8.3.7 Determinacido de BPA por DPAJASYV

Como parte final da otimizagdo das condigdes experimentais para
determinacao de BPA, os parametros técnicos da DPV empregada na etapa de
redissolu¢ao anodica da DPAJASV também foram otimizados. Na Tabela 8.1
pode ser encontrado as faixas estudadas e os respectivos valores selecionados
para os parametros velocidade de varredura, amplitude e tempo de modulagao.
Como em todos os procedimentos voltamétricos anteriores, selecionou-se

aqueles valores de cada parametro fornecendo a maxima corrente de pico.
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TABELA 8.1 — Otimizacao dos parametros da DPAJASV para a determinacao

de BPA
Parametro Faixa Valor 6timo
Velocidade de varredura, mV s 5,0a20 10
Amplitude, mV 10a 120 80
Tempo de modulagdo, ms 10a 100 50

Sob as condigdes Otimas, a curva analitica para BPA empregando-
se DPAdASYV e o sensor proposto CB-Ch-PtNPts/GCE foi construida. Na Figura
8.15 (a) encontram-se os voltamogramas de DPAdASV obtidos em solugdo de
tampdo fosfato 0,2 mol L™! (pH = 5,0) contendo diferentes concentragdes de
BPA, obtidas por meio de adicdes sucessivas de volumes conhecidos de
solugdes-estoque de BPA a cela eletroquimica. As correntes de pico apos cada
adicdo foram registradas, ¢ empregadas na constru¢gdo da curva analitica,
mostrada na Figura 8.15 (b). Como pode ser visto, a curva analitica para BPA
consistiu de duas regides lineares claramente definidas, nas regides de
concentracdo de 4,98 x 1078 a 5,91 x 107" mol L™! (regido I) e de 7,87 x 10" a
5,61 x 107 mol L™!(regido II), e um LOD igual a 7,29 x 10~° mol L™! foi obtido
para BPA. As equagdes de regressao linear correspondentes a cada regido linear

da curva analitica foram:

Regido I I, (nA) = —0,0514 pA + 3,68 (WA pmol ' L) [BPA] (umol L"), r=0,999  Eq.8.3
Regido II: I, (nA) = +1,63 pA + 1,50 (uA pmol ' L) [BPA] (umol L), r = 0,998 Eq. 8.4
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FIGURA 8.15 - (a) Voltamogramas de DPAdAS obtidos para diferentes
concentragdes de BPA (1: 0,0, 2: 4,98 x 1078, 3: 6,95 x 10°%, 4: 9,90 x 1078, 5:
1,98 x 107, 6: 3,95 x 1077, 7: 591 x 1077, 8: 7,87 x 1077, 9: 9,81 x 1077, 10:
1,46 x 1076, 11: 1,94 x 107, 12: 2,89 x 1076, 13: 3,81 x 1075, 14: 4,72 x 10 °¢
15: 5,61 x 107 mol L) em solugdo de tampio fosfato 0,2 mol L™! (pH = 5,0)
empregando-se o eletrodo CB-Ch-PtNPs/GCE. Condig¢des: E,c = 0,0 V, f,c = 90
s,v=10mV s!; a =80 mV e f, = 50 ms. (b) Curva analitica obtida para BPA

com duas regides lineares (/, vs. [BPA]).

8.3.8 Estudos de repetibilidade e possiveis interferentes

Para avaliar a precisdo de resposta do sensor a base de CB e Ch-
PtNPs, foram realizados estudos de repetibilidade intra- e inter-dias. Para o
estudo de repetibilidade intra-dia, foram determinados os valores de RSD da
resposta voltamétrica do sensor CB-Ch-PtNPs/GCE ao longo de dez medidas
sucessivas (n = 10) realizadas para BPA em trés niveis de concentragdo: 9,9 x
10°%,9,8 x 107 e 2,9 x 10°® mol L™!. No caso da repetibilidade inter-dias, a
resposta voltamétrica do sensor proposto também foi monitorada para estas trés
concentracdes de BPA, empregando-se eletrodos modificados preparados em
trés dias diferentes (n = 3). Na Tabela 8.2 sdao mostrados os valores de RSD

obtidos para cada caso sendo, assim, possivel observar que valores de RSD
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inferiores a 11,7% foram obtidos, indicando a boa precisao de resposta do sensor

proposto na detec¢ao de BPA.

TABELA 8.2 — Resultados de repetibilidade intra- e inter-dias obtidos para a
determinacao de BPA por DPAdJASV

Repetibilidade [BPA] (mol L) RSD (%)
9,9 %107 7,4

Intra-dia (n = 10) 9,8 x 1077 3,9
2,9 x107° 3,6
9,9 %107 11,7

Inter-dias (n = 3) 9,8 x 1077 10,2
2,9 x107° 6,7

Para avaliar a reprodutibilidade de preparagcdo do sensor CB-Ch-
PtNPs/GCE, foi comparada a resposta voltamétrica de 6 eletrodos modificados
preparados em diferentes momentos para a determinagdo de BPA 9,8 x 1077 mol
L™!. Na Figura 8.16 sdo organizadas as correntes de pico obtidas para cada
eletrodo, sendo obtido um valor de RSD 4,8% para a comparagao das correntes,
demonstrando a excelente repetibilidade de preparagdo do sensor proposto. Este

resultado se deve a facilidade de preparagao do eletrodo modificado.
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FIGURA 8.16 — Correntes de pico obtidas para BPA 9,8 x 1077 mol L™
empregando-se 6 diferentes eletrodos de CB-Ch-PtNPs/GCE.

O sensor proposto foi destinado a determinacdo de BPA em
amostras de dguas naturais. Desta forma, estudou-se a possivel interferéncia de
ions e espécies organicas tipicamente encontradas neste tipo de amostra. Na
Tabela 8.3 encontram-se organizados os valores de RSD obtidos para a
comparacdo do sinal de corrente de pico obtido para BPA 9,8 x 107" mol L™! na
auséncia e presenca de possiveis interferentes em razoes de concentracao
[BPA]:[Interferente] 1:10 e 1:100. Os possiveis interferentes foram céations
(Ca?*, Mg** e Ba?"), anions (COs>", NO3~ e SO4%"), hidroquinona, catecol, 4cido
htimico e vermicomposto. Realizando-se este estudo, como pode ser verificado a
partir dos valores de RSD obtidos, nenhum dos possiveis interferentes afetaram
de forma significativa a resposta do eletrodo modificado sendo este, portanto,
seletivo em relagdo as espécies avaliadas nos niveis de concentragao

empregados.
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TABELA 8.3 — Efeito de possiveis interferentes sobre a determinacdo de BPA
por DPAdASV empregando-se o sensor CB-Ch-PtNPs/GCE

Interferente Razao [BPA]:[Interferente] RSD (%)
1:10 -1,1
Cations (Ca*', Mg?" e Ba*)
1:100 +2,8
Anions (COs*, NOs™ e 1:10 +1,6
SO, 1:100 -3,0
1:10 —0,64
Hidroquinona
1:100 +5,2
1:10 +1,4
Catecol
1:100 —0,89
Acido humico --- =5,0
Vermicomposto - +2,5

8.3.9 Aplicacio na analise de amostras de aguas

Para avaliar a possivel aplicabilidade do sensor proposto, trés
amostras de aguas naturais foram coletadas na represa da UFSCar. Apos
submissdao ao processo de preparo de amostras discutido na secdo 8.2.6 as
amostras foram analisadas pelo método voltamétrico proposto. As
determinacdes foram realizadas em triplicata e para amostras fortificadas com
trés diferentes niveis de concentracdo de BPA, a saber: 5,9 x 1078, 6,9 x 1077 ¢
2,0 x 107 mol L. As porcentagens de recupera¢io, previstas pela compara¢do
das concentracoes de BPA obtidas experimentalmente (encontrado) com os
valores teoricos (adicionado), podem ser visualizadas no conjunto de dados da
Tabela 8.4. Uma porcentagem de recuperacdo ideal corresponde a um valor o
mais proximo possivel de 100%. Assim, os resultados da Tabela 8.4 indicam

que o sensor a base de CB e Ch-PtNPs foi capaz de prover boas porcentagens de

180



Capitulo 8

recuperacdo, indicando a sua susceptibilidade para determinacdes de BPA em

recursos hidricos.

TABELA 8.4 — Resultados de recuperagdo obtidos na andlise amostras de aguas

naturais fortificadas com BPA

[BPA] (mol L)

Amostra Adicionado Encontrado Recuperagao™ (%)
5,9 x 1078 (5,5+0,4) %1078 93,2
1 6,9 x 1077 (6,8+0,5) x 1077 98.6
2,0x10° (2,17 +£0,08) x 10 108.,5
5,9 x 1078 (6,0£0,5)x 1078 101,7
2 6,9 x 1077 (6,2+0,1) x 1077 89,9
2,0x107° (1,89 +£0,04) x 10°° 94,5
5,9 x 1078 (5,7+0,6) x 1078 96,6
3 6,9 x 1077 (7,2+0,4) x 1077 104,3
2,0x10° (22+0,1) x10°° 110

8.4 Conclusoes parciais

Nanoparticulas de platina estabilizadas em quitosana foram
sintetizadas por um procedimento simples e conduzido a temperatura ambiente.
As Ch-PtNPs sintetizadas foram caracterizadas por UV-Vis, TEM, HR-TEM e
eletroquimicamente. Segundo imagens de TEM e HR-TEM, as Ch-PtNPs
apresentaram morfologia esférica com didmetro médio de 2,7 nm e a sua
atividade eletroquimica em relagdo a reducdo de perdxido de hidrogénio

verificada por experimentos de voltametria ciclica e cronoamperometria. Filmes
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de Ch-PtNPs e CB foram preparados sobre a superficie de um GCE, e aplicados
no desenvolvimento de um novo procedimento voltamétrico para a
determinacao do interferente endocrino BPA. Por experimentos comparativos de
voltametria ciclica, foi possivel verificar uma melhoria significativa da resposta
voltamétrica do analito alvo sobre a superficie eletrédica modificada
simultaneamente por particulas de CB e Ch-PtNPs. Sob condi¢des 6timas, duas
faixas lineares foram verificadas para a curva analitica para BPA construida por
DPAdASYV, cobrindo duas décadas de concentracdo ¢ resultando em um limite
de detecgdo igual a 7,9 nmol L™'. O procedimento voltamétrico proposto foi
aplicado com sucesso na determinagdo de BPA em amostras de dguas naturais,

com porcentagens de recuperacdo proximas a 100%.
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9. Conclusoes Gerais e Perpectivas para Trabalhos Futuros

Durante o desenvolvimento deste trabalho de doutorado, focou-se
no estabelecimento de novos materiais de eletrodo de trabalho a serem
empregados como sensores eletroquimicos para aplicacoes eletroanaliticas.
Neste sentido, a classe dos nanomateriais de carbono foi principalmente
explorada, em duas vertentes: obten¢ao de filmes de DLC porosos e eletrodos de
carbono vitreo modificados com filmes contendo nanoparticulas de CB.

Em um primeiro momento, filmes de DLC porosos foram
sintetizados e suas potencialidades eletroquimicas e analiticas investigadas. Para
obteng¢do de filmes de DLC condutores e porosos, estes foram depositados sobre
um substrato de nanotubos de carbono verticalmente alinhados. Os VACNT
foram inicialmente sintetizados por deposi¢cdo quimica de vapor assistida por
microondas (MWCVD) e utilizados em seguida como substrato para a deposi¢ao
do filme de DLC. Os filmes de DLC foram depositados utilizando-se um reator
de deposi¢do quimica de vapor plasma-enhanced. A partir de imagens de MEV
obtidas para o filme de DLC:VACNT, foi possivel verificar que o revestimento
de DLC sobre os VACNT promoveu a formag¢do de ané€is a partir da
aglomeracao das pontas dos VACNT, dando origem a uma microestrutura do
tipo favos de mel (honeycomb). Apesar deste efeito aglomerativo, foi possivel
observar que os VACNT mantiveram seu alinhamento mesmo apds a cobertura
pelo filme de DLC. O espectro Raman obtido para o composito DLC:VACNT
consistiu de uma combinagdo das caracteristicas dos espectros Raman dos filmes
de DLC e VACNT, sugerindo que o filme de DLC nao substituiu os VACNT,
mas simplesmente recobriu os mesmos. Em termos eletroquimicos, o eletrodo
planar de DLC (amostra controle) mostrou comportamento predominantemente
1solante, como verificado pela auséncia de qualquer pico de oxidagdo-reducao
em medidas de voltametria ciclica realizadas para a sonda de hexacianoferrato

(ITII) de potassio (Ks3Fe(CN)g). Este resultado foi contrastado com aquele
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observado para o DLC:VACNT poroso, no qual um comportamento reversivel e
difusional foi obtido para esta mesma sonda eletroquimica. Além disso, o
desempenho eletroquimico do eletrodo de DLC:VACNT poroso também foi
estudado em relacdo a resposta voltamétrica das moléculas de paracetamol
(PAR), dopamina (DA) e epinefrina (EP). Empregando-se estas moléculas de
comportamento eletroquimico conhecido, foi possivel observar a qualidade
eletroquimica do eletrodo de DLC:VACNT poroso, fornecendo sensibilidades
analiticas e constantes de transferéncia heterogénea de elétrons comparaveis
aquelas obtidas com diferentes eletrodos modificados reportados na literatura e,
principalmente, uma boa precisdo de medidas, como verificado por intermédio
de estudos de repetibilidade. Com base nos resultados preliminares sobre o
desempenho eletroquimico do eletrodo de DLC:VACNT poroso, o trabalho foi,
em seguida, direcionado para o estabelecimento de dois procedimentos
eletroanaliticos empregando-se este como sensor eletroquimico. O desempenho
eletroanalitico desta nova arquitetura de eletrodo foi demonstrado utilizando-a
para determinar simultaneamente paracetamol, codeina e cafeina por voltametria
de onda quadrada, e na analise de hidroquinona em cremes dermatologicos por
analise por injecdo em fluxo acoplada a detec¢ao amperométrica

Na segunda parte do presente trabalho de doutorado, focou-se no
desenvolvimento de eletrodos modificados a base de CB. Trés arquiteturas de
sensores foram propostas empregando-se CB. Primeiramente, um eletrodo de
carbono vitreo foi modificado com um filme de DHP contendo nanoparticulas
de CB. O eletrodo modificado CB-DHP/GCE foi explorado na determinacao
voltamétrica do farmaco ramipril (RAM), indicado como anti-hipertensivo. Um
possivel mecanismo de eletrooxidagdao foi proposto para esta molécula. O
conjunto de resultados demonstrou o efeito eletrocatalitico das nanoparticulas de
CB sobre a eletrooxidacao irreversivel do RAM, e a potencialidade do CB-
DHP/GCE proposto para realizar a detec¢ao voltamétrica de RAM. Um sensor

eletroquimico dedicado a determinagdo do corante allura red (AR) foi também
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desenvolvido. Neste caso, as nanoparticulas de CB foram confinadas juntamente
com um liquido i6nico (IL) selecionado em um filme de quitosana reticulada. Os
filmes de CB e CB-IL foram devidamente caracterizados por MEV, voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica. A modificagdo do GCE
com CB e IL resultou em um aumento consideravel da area eletroativa e da
cinética de transferéncia de carga, como verificado nos experimentos de
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica conduzidos
para a sonda de Ks;Fe(CN)s. A partir da combinagdo de IL e CB no filme de
quitosana reticulada, uma resposta voltamétrica melhorada foi observada para o
corante AR, com um aumento de 12 vezes da magnitude de corrente de pico
anddica em relacdo ao GCE nao-modificado. Em termos de desempenho
analitico, foi possivel detectar o corante a niveis de tragco (LOD igual a 0,91
nmol L) foi estimado e o procedimento de SWAdASV desenvolvido foi
aplicado com sucesso na quantificagdo de AR em amostras de refrescos em po.
Finalmente, a capacidade do bio-polimero de quitosana para estabilizar
nanoparticulas metalicas foi explorada para preparar nanoparticulas de platina
(PtNPs), e as nanoparticulas de platina estabilizadas em quitosana (Ch-PtNPs)
obtidas foram combinadas com nanoparticulas de CB para preparagao de filmes
sobre a superficie do GCE. Imagens de TEM e HR-TEM registradas para as Ch-
PtNPs mostraram uma morfologia esférica com didmetro médio de 2,7 nm e boa
dispersibilidade. As Ch-PtNPs mostraram-se estaveis por um longo periodo de
tempo. A potencialidade eletroanalitica da nova arquitetura de eletrodo
modificado a base de Ch-PtNPs ¢ CB foi estudada frente a determina¢ao do
disruptor enddcrino bisfenol A.

O trabalho apresentado nesta tese ¢ passivel de desdobramentos
futuros de pesquisa. O eletrodo a base de VACNT e DLC (poroso) possui alta
area supeficial e, assim, poderia ser, por exemplo, empregado na incorporacao
de agentes bioldgicos para a confeccdo de biossensores eletroquimicos. O

sistema de andlise em fluxo também pode ser aplicado na quantificagdo de

186



Capitulo 9

analitos de interesse de forma simultdnea empregando-se amperometria multipla
de pulsos. As arquiteturas de sensores eletroquimicos a base de CB construidas
poderiam ser empregadas para a detec¢do dos mais diversos tipos de analitos de
interesse, e adaptadas para a modificacdo de outros materiais de eletrodo base,
incluindo dispositivos de eletrodos descartaveis. O fato de as Ch-PtNPs
combinadas com CB responderem a peroxido de hidrogénio também demonstra
a potencialidade do uso desta combinagdo de nanomateriais na concepcao de
biossensores eletroquimicos, visto que o peroxido de hidrogénio se encontra
envolvido em varios processos biocataliticos. A estratégia de preparacao de
nanoparticulas metélicas estabilizadas em quitosana pode ser estendida para
varios outros metais de interesse para fins eletroquimicos e eletroanaliticos,

como ouro (Au), prata (Ag), cobre (Cu), etc.
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