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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE SENSORES ELETROQUIMICOS BASEADOS EM
NANOMATERIAIS DE CARBONO PARA DETECQAO DE DIQUAT EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS E TADALAFILA EM AMOSTRAS FARMACEUTICAS. Neste trabalhado de
mestrado foram propostos dois sensores eletroquimicos baseados em nanomateriais de carbono
para deteccdo de diquat e tadalafila. Para isso, foi proposta uma modificacdo na superficie de
um eletrodo de carbono vitreo com fécula de mandioca e nanodiamantes bem como a fabricacéo
de um eletrodo a base de um filme de nanotubos de carbono verticalmente alinhados em uma
placa de cobre. O primeiro eletrodo foi caracterizado a partir de seus aspectos eletroquimicos e
morfoldgicos através de técnicas como voltametria ciclica, microscopia eletronica de varredura,
microscopia eletronica de transmisséo, espectroscopia de infravermelho com transformadas de
Fourier e difracdo de raio-x, para compreender o comportamento eletroquimico do filme.
Diferentes técnicas voltamétricas foram analisadas para entender o comportamento e
quantificar diquat, entretanto, a técnica que apresentou maior corrente de pico foi a de
voltametria de onda quadrada. Apos otimizagdo de parametros quimicos e eletroquimicos, foi
construida a curva analitica com faixa linear compreendendo concentragdes entre 5,0x1077 a
4,6x107° mol L™!. O limite de detecc&o foi de 1,1x10~ " mol L. Foram analisadas amostras de
aguas superficiais e aguas de abastecimento fortificadas com o diquat. Em comparacdo com
outros trabalhos, o eletrodo de carbono vitreo modificado com nanodiamantes e fécula de
mandioca apresentou uma boa faixa linear e um baixo limite de deteccdo. Para o segundo
eletrodo optou-se por caracterizagcbes morfologicas através de imagens obtidas por microscépio
eletrénico de varredura, bem como de transmissao; além de caracterizacbes eletroquimicas
adquiridas por voltametria ciclica a partir da mistura equimolar de ferri/ferro-cianeto de
potassio e como sonda redox. Para estudar a eletroquimica da molécula de tadalafila, técnicas
de voltametria ciclica, varredura linear, pulso diferencial e onda quadrada foram analisadas,
com destaque para a voltametria de varredura linear no qual o dispositivo atingiu a maior
corrente de pico anddica. Otimizados os parametros, a determinacdo analitica compreendeu
uma faixa de concentracéo linear entre 0,85x107° a 8,9x10°® mol L™* onde o limite de deteccéo
foi de 7,8x1078 mol L. As amostras escolhidas para validagio do dispositivo foram farmacos

obtidos em farmécias da cidade de Araras sendo um medicamento genérico e outro manipulado.

Palavras-chave: Sensores eletroquimicos. Nanomateriais de carbono. Diquat. Tadalafila.






ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL SENSORS BASED ON CARBON
NANOMATERIALS FOR DETECTION OF DIQUAT IN ENVIRONMENTAL SAMPLES
AND TADALAFIL IN PHARMACEUTICAL SAMPLES. In this work two electrochemical
sensors were proposed based on carbon nanomaterials for detection of diquat and tadalafil. For
the first was proposed a surface modification of glassy carbon electrode with manioc starch and
nanodiamonds dispersion. The other sensor was based on a film of vertically aligned carbon
nanotubes with a copper plate like substrate. The glassy carbon electrode modified with
nanodiamonds and manioc starch film was characterized electrochemical and morphological
characteristics through techniques such as cyclic voltammetry, scanning electron microscopy,
transmission electron microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy and Xx-ray
diffraction to understand the electrochemical behavior of the film. Many techniques were
analyzed regarding the behavior and quantification of diquat, however, the technique that
presented the highest peak current was the square wave voltammetry. After the choice of
chemical and electrochemical parameters, was constructed an analytical curve with a linear
range of 5.0x1077 to 4.6x10°° mol L !. The limit of detection was 1.1x10~" mol L™ 1. Water
samples fortified with diquat were analyzed. In comparison to the works, the glassy carbon
electrode modified with nanodiamonds and manioc starch film has a good linear range and a
low limit of detection. For the second electrode was chosen for morphological characterization
through images obtained by scanning electron microscopy, as well as transmission; in addition
to electrochemical characterizations acquired by cyclic voltammetry from the potassium
ferri/ferro-cyanide like redox probe. In order to study the electrochemistry of tadalafil were
analyzed some voltammetric techniques like cyclic voltammetry, linear sweep voltammetry,
differential pulse voltammetry and square wave voltammetry, especially the linear sweep
voltammetry in which the device reached the highest anodic peak current. Optimizing the
parameters, the analytical determination of tadalafil comprised a linear concentration range of
0.85 to 8.9x10°® mol L™ where the limit of detection was 7.8x10°8 mol L™t. The samples
selected for validation of the device were drugs obtained from pharmacies in the city of Araras
being a generic and a manipulated drug.

Keywords: Electrochemical sensor. Carbon nanomaterials. Diquat. Tadalafil.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1- Representagdo estrutural A) amilose e B) amilopecting............cccoevevviieiniennnnn, 31
Figura 1.2: MOIECUIa de DQ .....c.eoiiieiiieiieie ettt 33
Figura 1.3: MOIECUIA 08 TD ..ottt 36
Figura 3.1: Preparo do eletrodo ND-MS/GCE. A) Preparo da disperséo de MS. B) Preparo da
dispersdo de fécula com ND. C) Modificacdo do GCE. D) Medidas voltamétricas ............... 42
Figura 3.2: Espectros de infravermelho para () MS, (¢) NDe () ND e MS........cccceenneane. 44
Figura 3.3: Espectros de difracdo de raio X para (e) MS, () ND e () NDe MS................. 44
Figura 3.4: Imagem de TEM dOS ND. .....ccuiiiiiiiiiiiieiee e 45
Figura 3.5: Imagem de SEM de A) MS, By ND e C) ND e MS. ......cccoiiiiiiiiiiiiiiciie e 46
Figura 3.6: Imagem de SEM do ND e MS em escala ampliada. ...........cccocevieiiiiieiiinnnnn, 47

Figura 3.7: A) CVs obtidos para ND-MS/GCE na presenca de 1,0x10~3 mol L™ da sonda redox
[Fe(CN)s]* ™ e KCI 0,10 mol L para as velocidades de varredura de 10, 25, 50, 100, 160,
200, 250, 300, 350, 400, 450 € 500 MV s 1. B) Grafico 1 VS VY2, ........ccceveeiiieieieiceeee, 48
Figura 3.8: A) CVs obtidos para GCE na presenca de 1,0x10°° mol L™ da sonda redox
[Fe(CN)s]*™* e KCI 0,10 mol L™ para as velocidades de varredura de 10, 25, 50, 100, 160,
200, 250, 300, 350, 400, 450 € 500 MV s, B) Grafico 1 VS VY2, ........cccoeveieieecieiiceee, 48
Figura 3.9: CVs obtidos para (e) GCE e () ND-MS/GCE na presenca de 1,0x1073 mol L™* da
sonda redox [Fe(CN)s]** e KCI1 0,10 mol L™* na velocidade de varredura de 250 mV s*... 50
Figura 3.10: CVs obtidos para (e) GCE e (¢) ND-MS/GCE na presenca de DQ 5,0x10°® mol
L~ em tampéo acetato 0,10 mol L™* (pH 4,5) na velocidade de varredura de 100 mV s%..... 51
Figura 3.11: Mecanismo proposto para a reducdo do DQ (DE FIGUEIREDO-FILHO et al.,
2007 ). ettt ettt Rt Rttt et e Rt e Ee e te e be et e reeareenreere e 51
Figura 3.12: A) Voltamogramas obtidos para () DPV (com s = 5,0 mV, a = 25 mV, tmp= 50
ms, e tempo de pré-concentracdo = 180 s) e () SWV (coms =5,0mV, a=20mV, f = 25 Hz
e tempo de pré-concentragdo = 180 s) na presenca de 5,0x10°mol L™t de DQ e solugéo tampé&o
acetato 0,10 mol L™* (pH 4,5). B) SWVs obtidos utilizando (e) GCE e () ND-MS/GCE na
presenca de 5,0x10°mol L™ de DQ e solugio tamp&o acetato 0,10 mol L™t (pH 4,5) com f =
60 HZ,a=70mMV, S=5MV BT =180 S. ..ot 52
Figura 3.13: SWVs de ND-MS/GCE na presenca de 5,0x10°° mol L™ de DQ para diferentes
eletrolitos suporte: (@) tampao fosfato 0,10 mol L™ (pH 4,5) e (o) tampao acetato 0,10 mol L™
(PH4,5) f=60Hz,a=70mV,s=5mV et =180S. ...cccccceiiiirieeiiiiete e 53
Figura 3.14: A) SWVs de ND-MS/GCE na presenca de 5,0x10°° mol L™ de DQ e solugio



tamp&o acetato 0,10 mol L™* para os seguintes pHs: 3,8; 4,1; 4,4; 4,7; 5,0 e 5,5 com f = 60 Hz,
a=70mV,s=5mVet=180s. B) Grafico I/HA VS PH. .....ccooiiiiiiiiiie e 54
Figura 3.15: A) SWVs para ND-MS/GCE na presenca de 5,0x107° mol L' de DQ e solugio
tamp&o acetato 0,10 mol L™ (pH 5,0) para as seguintes frequéncias: 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70;
80; 90; 100; 110; 120; 130; 140 e 150 Hzcoma =70 mV, s=5mV e t = 180 s. B) Gréfico
/A VS FIEQUENCIAIHZ. ...ttt 55
Figura 3.16: A) SWVs para ND-MS/GCE na presenca de 5,0x10°mol L™t de DQ e solugdo
tampao acetato 0,10 mol L™* (pH 5,0) para as seguintes amplitudes: 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70;
80; 90 e 100 mV com f =100 Hz, s=5mV e t = 180 s. B) Gréfico I/pA vs Amplitude/mV. 55
Figura 3.17: A) SWVs para ND-MS/GCE na presenca de 5,0x10° mol L™ de DQ e solugdo
tampao acetato 0,10 mol L™ (pH 5,0) para os seguintes steps: 1; 2; 3; 4;5;6; 7; 8; 9 e 10 mV
comf=100Hz,a=90mV et =180 s. B) Grafico I/HA vs Step/mV. .......cccceevvrriiiiininnnnn, 56
Figura 3.18: A) SWVs para ND-MS/GCE na presenca de 5,0x107° mol L' de DQ e solugio
tampao acetato 0,10 mol L™* (pH 5,0) para os seguintes tempos de pré-concentragio: 30; 60;
90; 120; 150; 180; 210; 240; 270; 300; 330 e 360 scom f =100 Hz,a= 90 mV e s =8 mV. B)
Grafico I/WA vs TemMpPO Pré-CONCENTIAGAOD/S. ...ovvveeiereeeirieeesieeesteeeateeeasreeessaeeesraeeesnaeeeaneees 57
Figura 3.19: A) SWVs para ND-MS/GCE na presenca das seguintes concentracdes de DQ: 0;
5,0x1077; 1,5x107%; 3,0x10°%; 5,4x10°%; 7,9x10°%; 1,0x10°%; 1,3x10°°; 2,4x107° e 4,6x10° mol
L~!e solucio tamp&o acetato 0,10 mol L™ (pH 5,0) com f = 100 Hz, a= 90mV,s=8mV et
= 60s. B) Grafico I/pA vs [DQ]/umol L. C) Grafico —I/uA vs log[DQ]/umol L1.............. 59
Figura 4.1: Preparo do Eletrodo VACNT nas etapas de fixacdo do filme de VACNT, selagem
do eletrodo, secagem da resina epoxi e aplicacao eletroquimica. .........ccccveevvvveevieeeciieee s, 68
Figura 4.2: Imagens VACNT A) TEM €B) SEM.....coooiiiiiiiie e 70
Figura 4.3: A) CVs obtidos para VACNT na presenca de 1,0x10~2 mol L da sonda redox
[Fe(CN)s]*™* e KCI 0,10 mol L™ para as velocidades de varredura de 10, 25, 50, 100, 160,
200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 mV s 1. B) Grafico | vs vi? para as correntes de (®) oxidagio
S O IR0 10 To: Lo TSP PSPPSRSO 71
Figura 4.4: CV obtido para VACNT em solugdo de KCI 0,10 mol L™! na auséncia (e) e na

presenca () de 1,0x1073 mol L™ da sonda redox [Fe(CN)s]*>7*~ para velocidade de varredura

Figura 4.5: A) CVs obtidos através de VACNT (e) na auséncia ¢ (®) na presenga de TD
5,0x10°® mol L™, em tampéo fosfato 0,10 mol L™* (pH 5,3) na velocidade de varredura de 100
mV s tet=180s. B) Voltamogramas aproxXimados .............c.cceceeverereerereereiesreiesreiesresesneenans 73

Figura 4.6: Mecanismo proposto para oxidacdo da TD (DEMIR et al., 2014). ..........cceeenneee. 73



Figura 4.7: Voltamogramas do sensor VACNT em potenciais compreendendo de 0,20 a 1,0 V
na presenca de TD 5,0x10°® mol L™ em tampao fosfato 0,10 mol L ™! (pH 5,3) para: (e) DPV
(s=5mV;a=25mV; tmp 50 ms), (¢) LSV (v=100 mV s 1) e (e) SWV (s=5mV; a =20
mV e f =25 Hz). Sendo o tempo de pré-concentracdo de 180 s para todas as técnicas
TS 016 2o TSRS PSPPRTN 74
Figura 4.8: LSVs para VACNT na presenca de 5,0x10° mol L™ de TD para diferentes
eletrolitos suporte: (o) tampdo fosfato 0,10 mol L™ (pH 5,0) e (e) tampé&o acetato 0,10 mol L™
(PH5,0) parav =100 MV S 1 @t =180 S...cvceiiiiiririiciceeeee e 75
Figura 4.9: A) LSVs para VACNT na presenca de 5,0x10°° mol L' de TD em tampé&o fosfato
0,10 mol L™ para os pHs 4,3; 5,0; 5,6; 6,4; 7,0; 8,6 € 9,1 emv = 100 mV s—1 e t = 180 s. B)
GIAFICO 1 (LA) VS PH. ettt ne e 76
Figura 4.10: A) LSVs do sensor VACNT na presenca de 5,0x10® mol L™t de TD em tamp&o
fosfato 0,10 mol L™ pH 5,0 para velocidades de varredura de 10, 25, 50, 100, 150, 200 e 250
mV s tet=180s. B) Gréfico I/pA vs Velocidade de varredura/V s ™.........cooveveeeveeevennane. 77
Figura 4.11: A) LSVs para o sensor VACNT na presenca de 5,0x10® mol L™*de TD e solugdo
tampao fosfato 0,10 mol L™ (pH 5,0) para os seguintes tempos de pré-concentragdo: 30; 60; 90;
120; 150; 180; 210 e 240 s com v= 100 mV st B) Gréfico I/[uA vs Tempo pré-
010 To=T 1 = To%: 10 £SO SP 78
Figura 4.12: A) LSVs para VACNT na presenca das seguintes concentracdes de TD: 0;
8,5x1077; 1,7x10°%; 2,6x10°°; 3,8x10°%; 5,9x10°° 7,6x10°° e 8,9x10°° mol L™! em solucéo
tampao fosfato 0,10 mol L! (pH 5,0) com v = 150 mV st e t = 240 s. B) Grafico I/pA vs
LI 101 I R RRRRRRRR 79






LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1: Parametros experimentais estudados para a técnica de SWV e os respectivos valores
selecionados para a deteCGao de DQ. .....couiiiiieiiieiiie e 57

Tabela 3.2: Estudo de adigdo e recuperacdo de DQ em aguas de abastecimento (A) e aguas

SUPEITICTAIS (B). ..ttt b ettt ne e 60
Tabela 3.3: Interferentes e porcentagem de interferéncia para uma concentragio de 5,4x107°
0010 I o - 1 TS 61
Tabela 3.4: Comparacéo do eletrodo ND-MS/GCE e outros descritos na literatura. .............. 63

Tabela 4.1: Parametros experimentais estudados e os respectivos valores selecionados para a
deteccdo de TD por voltametria NBAT. ..........oiuiiiiiiiie e 78
Tabela 4.2: Estudo de recuperagdo de TD em amostras farmacéuticas (A) genérica e (B)
0 AT 01U - o - VSRR 80

Tabela 4.3: Comparacdo do eletrodo VACNT e outros descritos na literatura. ...................... 81






cAMP
cGMP
CNT
CVv
DPV

DQ
FTIR

LOD
LSV
MS

MWCNT

MWCVD
ND
Sccm
SEM
SWCNT

SWvV
D

TEM

VACNT

LISTA DE ABREVEATURAS E SIMBOLOS

Monofosfato de adenosina ciclico (Cyclic adenosine monophosphate)
Monofosfato de guanosina ciclico (Cyclic guanosine monophosphate)
Nanotubos de carbono (carbon nanotubes)

Voltametria ciclica (cyclic voltammetry)

Voltamtria de pulso diferencial (diferential pulse voltammetry)

Diquat

Infravermelho com transformada de Fourier (Fourier-transform
infrared spectroscopy)

Limite de deteccdo (limit of detection)

Voltametria de varredura linear (Linear Sweep Voltammetry)

Fécula de mandioca (manioc starch)

Nanotubos de carbono de paredes mdaltiplas (Multi-Wall Carbon
Nanotubes)

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

Nanodiamantes

Centimetro cubico padréo por minuto (Standard cubic centimeters per
minute)

Microscopia eletrdnica de varredura (scanning electron microscopy)
Nanotubos de carbono de parede simples (Single-Wall Carbon
Nanotubes)

Voltametria de onda quadrada (Square Wave Voltammetry)

Tadalafila

Microscopia eletrdnica de transmissdo (Transmission Electron
Microscopy)

Nanotubos de carbono verticalmente alinhados (vertically aligned
carbon nanotubes)

Diametro






SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt ettt ettt n ettt en e 25
1.1 Sensores EIetrOqUIMICOS .......oooviiiiiiiiieieeie e 25
1.2 Nanomateriais de CarbON0 ..........oovvviiiiiiieeeeeee 27
1.2.1 NANOAIAMANTES.......cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 28
1.2.2 Nanotubos de CarbONO ..........oovviieieeeeeee 29
1.3 FECUIA 08 MANIOCA. ... ..eueeeiiieie ettt ettt e e e ettt e e e e e e e s s et e e e e e e e s e e eaarees 30
LA PESHICIAAS ... 32
LLA. L DIQUAL etttk ekttt s et e etk ne e b e 33
IR 111710 LR 33
151 Tadalafila......ccooooeiii 34
2 0BIETIVOS GERAIS ... ..ottt e e et r e e e e e e e e 37

3 DESENVOLVIMENTO DE SENSOR ELETROQUIMICO MODIFICADO COM
NANODIAMANTES E FECULA DE MANDIOCA PARA A DETECCAO DE DIQUAT

EM AMOSTRAS AMBIENTAIS ... 39

3.1 ODJELIVO ESPECITICO. ... veetiieiie ittt et 39
3.2 EXPEIIMENTAL.......oiiiiiiie ettt e et e et e et e et e e e e 39
3.2.1 REAQENTES € SOIUGOES ... .eeeieieeiiiee ettt ettt et e e e e e et e e st e e enaee e 39
3.2.2 INSEFUMENTAGAD ....eeivvtiie e ettt e e e itee e e e sttt e e e st e e e e st e e e e st b e e e e e bt e e e e s snbb e e e e e anbbeaaeeansaneeeens 40
3.2.3 Preparo do eletrodo ND-MS/GCE .........coveiiiieiie et 41
3.2.4 Procedimentos eletroanalitiCos ..........oovvivieiiiiiie i 42
3.2.5 Preparo das @mMOSIIAS ........cciuureiiieeeiieeesiteeesiee e st e e s staeeateeeastaeesssaeeesraeeesnaeeeanteeeanseeeanns 43
3.3 RESUIAAOS € QISCUSSAOD .....eeuvviiiiieiiiiesiie ettt ettt sttt sttt nae e 43
3.3.1 Caracterizacdo morfologica do filme de ND cCOMMS ..........cccooviiiiiie i, 43
3.3.2 Caracterizacao eletroquimica do sensor ND-MS/GCE ..........cccccocvveiviieeiiie e, 47
3.3.3 Comportamento eletroquimico da molécula de diquat..............cccccveeviieeiiie e, 50
3.3.4 Estudos do efeito do eletrOlito SUPOIE .......ccvvveiiieeiiiee e 52
3.3.5 EStudos do efeito o PH .......oeeoeiiecie e 53
3.3.6 Estudo dos parametros da tECnICa SWV .........occiiiiiiiiiei e 54
3.3.7 Estudo do tempo de Pré-CoONCENEIAGAD. ... ...ccvureiirreiiieecitie e e siie e e e s e e aee e 56
3.3.8 Determinacéo de diquat pela técnica de SWV ........coovveiiiiiiiiec e 58
3.3.9 Determinacéo de diquat em aguas de abastecimento e aguas superficiais.................... 59
3.3.10 EStUTOS de INTEITEIENTES ... ..iieiiiieiie ettt 60
3.3.11 Estudo de repetibilidade e reprodutibilidade ..............cccoveiiieiiii e 61
3.3.12 Comparacao dos parametros obtidos neste trabalho com o de outros trabalhos descritos
0 W LT LT - OSSPSR 62

3.4 Conclusdes para ND-MS/GCE .........cccuuiiiiiieiie et 63

4 DESENVOLVIMENTO DE SENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM NANOTUBOS
DE CARBONO VERTICALMENTE ALINHADOS PARA DETECCAO DE

TADALAFILA EM AMOSTRAS FARMACEUTICAS ......ovviieieieeer e 65
O @ o] [=1 {10 OO OUPPPP 65
4.2 EXPEIIMENTAL......iiiiie it e e s e e e s e e e e e 65

4.2.1 REAGENTES € SOIUGDES ...ttt ettt e e anaee s 65



4.2.2 INSEIUMENTAGEAD ...ttt etttk b ekttt et e et e e e eennee s 65
4.2.3 Sintese do compdsito de nanotubos de carbono verticalmente alinhados e Oxido de

GFATENO. ..ottt 66
4.2.4 Montagem do eletrodo de trabalho com o filme de nanotubos de carbono verticalmente

AIINNATOS. ... e e e er et e e eraenrens 67
4.2.5 Procedimentos eletroanalitiCos ...........cocviiieiiie i 68
4.2.6 Preparo das aMOSIIAS .......ooveeiiieieeaiie st e sttt ettt ettt ettt sttt e et e b e et 69
4.3 RESUIAAOS € TISCUSSAD ....ecuveeeeieieeiiiieesiiie sttt e st e et e et e e et e e snte e e st e e snaeeeanteeeanneee s 69
4.3.1 Caracterizagd0 morfologica doS VACNT ......ccviiiiiiie e 69
4.3.2 Caracterizacdo eletroquimica do sensor VACNT .......ooiiiiiiiiiiecie e sea e 70
4.3.3 Comportamento eletroquimico da molécula de tadalafila................cc.ccooveviiiiiiinennnn, 72
4.3.4 Estudos do efeito do eletrOlito SUPOITE .........eoiiiiiieie e 74
4.3.5 EStudos d0 €FEIT0 0O PH.......oiiiiiiiiiiie e 75
4.3.6 Estudo da velocidade de VarreUIa...........ccueeiiiiiieiieeiie e 76
4.3.7 Estudo do tempo de Pré-CoONCENTIAGAD. .........ueiueereaieaiiesieesieerieeeeeiee st see e sree e neeas 77
4.3.8 Determinacéo de tadalafila pela técnica de voltametria de varredura linear .................. 78
4.3.9 Determinacéo de tadalafila em amostras farmac@uticas...........ccccccoveeviveeiiieeiiiee s 79
4.3.10 Repetibilidade e reprodutibilidade .............cooviiiiiiiiiie 80
4.3.11 Comparacdo dos parametros obtidos neste trabalho com o de outros trabalhos descritos

4 1] LT - PSSRSO SRS 80
4.4 CoNCIUSDES PAra VACNT ...oeieeie ettt e e e e et e et e e snte e e ataeeaneeeas 82
5 CONCLUSOES GERALS ......coviieiieiicee ettt 83
6 TRABALHOS FUTURODS ...ttt 85

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........coiiviiieeetcee ettt 87



25
1 INTRODUCAO

1.1. Sensores Eletroquimicos

Sensores sdo dispositivos capazes de transformar determinada caracteristica de um
material em respostas mensuraveis. Os beneficios pela utilizacdo dos mesmos sdo respostas
rapidas e precisas para determinacdo de compostos prejudiciais ao ser humano e ao meio
ambiente. Estes dispositivos denominados sensores podem envolver diversas caracteristicas
como colorimetria (PIRIYA V.S et al., 2017), atividade optica (MCDONAGH; BURKE;
MACCRAITH, 2008), umidade (CHEN; LU, 2005), magnetismo (LENZ, 1990) entre outras.
O presente trabalho destaca a utilizacdo de sensores eletroquimicos.

Neste caso, 0s sensores eletroquimicos sdo capazes de traduzir as informacgdes quimicas
de determinados analitos em sinais elétricos mensuraveis (STRADIOTTO; YAMANAKA,;
ZANONI, 2003; KIMMEL et al., 2012). Estes dispositivos podem apresentar alta sensibilidade,
sdo de facil preparo e baixo custo relativo. Podem se caracterizar também pela versatilidade,
visto que é possivel analisar moléculas de interesse ambiental (SVORC; RIEVAJ; BUSTIN,
2013), alimenticio (PACHECO et al., 2015), farmacéutico (EROGUL et al., 2015) ou biolégico
(LI, H.-H. et al., 2016).

Diversos sdo os tipos de sensores eletroquimicos dentre os quais destacam-se 0S
potenciométricos, voltamétricos, amperomeétricos e condutimétricos. Os sensores
potenciométricos, como sugere o nome, funcionam a partir da medida do potencial da solucdo,
sem que haja qualquer perturbacéo no sistema. Sua constitui¢ao se da através de dois eletrodos:
o de trabalho (um eletrodo ion seletivo, por exemplo) e o de referéncia. Os potenciais aferidos
sdo proporcionais as concentracGes dos ions presentes em solugdo. O tipo mais comum de

sensor potenciométrico é o sensor de pH (THEVENOT et al., 2001).

Um recente estudo mostrou um dispositivo potenciométrico criado para deteccdo de
Escherichia coli em sucos de laranja. Para tal utilizou-se hidrogel de nanofibras com poli
(alcool vinilico)/poli (4cido acrilico) com sensibilidade para alteracdo de pH. A detec¢do deu-
se através da acidificacdo provocada pela E. coli, sendo os resultados obtidos em torno de 1h
(SHAIBANI et al., 2018).

Por sua vez, 0s sensores voltamétricos sdo caracterizados pela determinacéo da corrente

obtida através de uma janela de potencial aplicada ao sistema, diferentemente dos sensores
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amperométricos no qual a corrente é medida aplicando-se apenas um Unico potencial. Ambos
0s tipos de sensores utilizam geralmente um sistema de trés eletrodos para garantir maior
controle na célula, sendo o eletrodo de trabalho, onde havera a transferéncia de elétrons do ou
para o analito, eletrodo de referéncia que fornece um potencial estavel para a solucéo e o contra
eletrodo que auxilia no controle da corrente presente no meio (STRADIOTTO; YAMANAKA,;
ZANONI, 2003).

Pesquisadores elaboraram um sensor potenciométrico baseado em nanoparticulas de
polimeros molecularmente impressos para detectar cocaina, inclusive em soro humano. Os
mostraram-se lineares compreendendo uma variagdo de concentragéo de 1 nmol L a 1 mmol

L~ (SMOLINSKA-KEMPISTY et al., 2017).

Orzari e colaboradores (2018) utilizaram materiais como o grafite encontrado em lapis
e papeldo para elaborarem um sensor voltamétrico capaz de detectar catecol em uma faixa de
concentragéo que variou de 0,05 mmol L a 1,1 mmol L. O limite de detecgéo calculado para
tal dispositivo foi de 0,01 mmol L1, mostrando que o mesmo possui boa performance e um
baixo custo relativo (ORZARI et al., 2018).

Os sensores condutimétricos operam a partir da variagdo da condutancia na solucao
provocada pela diferenca na concentracdo de cargas elétricas e tratam-se de métodos nao
seletivos. Os sinais obtidos por esse tipo de dispositivo sdo resultados das mudancas na
condutividade a partir da interagdo com o analito (STOYTCHEVA, 2011).

Braiek e colaboradores (2016) desenvolveram um sensor para detectar potéssio no
sangue a partir de eletrodos de ouro interdigitados fundidos com uma membrana de
valinomicina, dioctil ftalato e cloreto de polivinila. A partir dos estudos realizados obteve-se
bons resultados com limite de deteccio de 0,01 mmol L™! para medidas realizadas em tampao
fosfato e 0,03 mmol L™! para medidas realizadas em tamp&o fosfato com solugéo de sucrose
sendo as faixas hidrodindmicas compreendidas entre 0,1 mmol Lt a 16 mmol L-* e 0,1 mmol

L~ a 8 mmol L, respectivamente (BRAIEK et al., 2016).

Deduz-se, portanto, que 0s sensores eletroquimicos sao capazes de abranger diferentes
tipos de materiais para o estudo de uma infinidade de analitos, além de produzirem resultados
satisfatorios em pouco tempo. Por essa razdo, optou-se por desenvolver e estudar dois sensores

voltamétricos baseados em nanomateriais de carbono para moléculas com finalidades distintas.
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1.2. Nanomateriais de carbono

Diversos sdo os materiais desenvolvidos com o intuito de detectar ou quantificar
moléculas de variados interesses, entretanto, nanomateriais de carbono despertam a atencédo
devido sua versatilidade na aplicacdo em sensores e biossensores. Sua versatilidade se encontra
nas possibilidades do carbono hibridizar-se sp, sp? e sp°, permitindo assim que esses
nanomateriais sejam utilizados em diversos tipos de compostos, inclusive bioldgicos
(ADHIKARI; GOVINDHAN; CHEN, 2015). Ademais, apresentam variedades nas suas
propriedades estruturais e podem ser classificados em relacdo ao ndmero dimensdes
(BAPTISTA et al., 2015).

Nanomateriais de carbono usualmente apresentam baixa solubilidade em &gua e tendem
a se agregar devido as interacGes hidrofdbicas, diante disso, sdo promovidas funcionaliza¢des
na superficie dos mesmos a fim de aumentar a solubilidade e melhorar a disperséo em solventes
aquosos melhorando assim a utilizacdo em sensores (BAPTISTA et al., 2015). Sdo excelentes
materiais para sensores eletroquimicos devido suas propriedades eletrénicas sendo que cada

nanomaterial possui suas proprias caracteristicas (JARIWALA et al., 2013).

A literatura apresenta uma série de trabalhos que envolvem a utilizacdo de nanomateriais
de carbono em sensores. Rather e Wael fabricaram um sensor baseado em Fulereno (Ceo) para
a deteccdo de Bisfenol A. Para tanto foi proposta uma modificacao na superficie de um eletrodo
de carbono vitreo (GCE - do inglés Glassy Carbon Electrode) com Fulereno Ceo). O sensor
obteve um limite de deteccdo (LOD — do inglés Limit of detection) de 3,7x10° mol L™ e foi
validado em amostras de aguas residuais (RATHER; DE WAEL, 2013).

Wong e colaboradores (2018) utilizaram a combinacdo de carbon black e 6xido de
grafeno em conjunto com nanoparticulas de cobre e material polimérico, a fim de detectar
simultaneamente isoproterenol, acetaminofeno, vitamina B9 e cafeina em urina sintética e
serum humano. Os potenciais de pico apresentaram uma diferenca de mais de 150 mV
indicando que nenhum dos analitos interferiram entre si, além de apresentar limites de detec¢édo
variando entre 0,18 a 3,4x10 ®mol L™* (WONG et al., 2018).

Pb Il foi detectado por Vicentini e colaboradores em &guas naturais coletadas em
diferentes pontos da Universidade Federal de Sdo Carlos — campus S&o Carlos a partir da

modificagdo de um eletrodo de pasta de nanotubos de carbono modificado com quitosana
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reticulada com glutaraldeido. O sensor obteve uma resposta linear em concentra¢6es do analito
compreendidas entre 9,9x10 ® a 2,0x10°® mol L ™! e LOD de 5,7x10 8 (VICENTINI et al.,
2014).

1.2.1. Nanodiamantes

Os nanodiamantes (ND) sdo nanomateriais de carbono de corpo esférico com cerca de
5,0 nm de diametro. A sua obtencdo se da& por varios processos de sintese como ondas de
choque, deposicdo de vapor quimico e sintese por detonacdo (KRUEGER, 2008). Esta ultima
consiste na mistura de explosivos tanto como fonte de energia quanto como fonte de atomos de
carbono. A fuligem resultante da explosdo contém cerca de 75% em peso de ND (MOCHALIN
et al., 2011). Esses ND, por sua vez, além de possuirem a&tomos de carbono sdo constituidos por
uma pequena porcentagem de oxigénio, hidrogénio, nitrogénio e residuo ndo combustivel em
sua composicdo (KRUEGER, 2008). Devido a heterogeneidade de atomos ha uma pequena
fraco de carbonos sp? na superficie (KRUEGER, 2008). Essa hibridizagio ¢ importante ja que
faz com que o nanomaterial, diferentemente do diamante, seja condutor elétrico (CARLISLE;
AUCIELLO, 2003; MOCHALIN et al., 2011). Outras propriedades como biocompatibilidade
e fluorescéncia também podem ser atribuidas aos ND (MOCHALIN et al., 2011).

Os ND podem ser aplicados como drug delivery no tratamento de cancer (LI, L. et al.,
2016) e como catalisadores em processos de oxidacao do monoxido de carbono (PASTRANA-
MARTINEZ et al., 2013), além de estarem associados a um sensor eletroquimico para deteccio
de antibioticos em amostras ambientais. Neste contexto Simioni e colaboradores (2017)
apresentaram um novo sensor com base em ND capaz de detectar o antibi6tico pirazinamida.
Os ND foram dispersos apenas em agua purificada e gotejados com o intuito de modificar a
superficie de um GCE. Devido a esta modificacdo, o sensor apresentou linearidade na resposta
em uma ampla faixa de concentracdo além de ser eficaz na deteccdo de pirazinamida em
amostras biologicas (SIMIONI et al., 2017).

Saeed e Niloufar (2013) determinaram o farmaco tioridazina por meio da modificacdo
de um eletrodo de grafite pirolitico com ND decorados com nanoparticulas de Ag em amostras
tanto farmacéutica quanto de soro de sangue humano (SAEED; NILOUFAR, 2013). O presente

projeto utiliza ND no desenvolvimento de sensores eletroquimicos.
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Camargo e colaboradores (2018) desenvolveram uma matriz de ND e fécula de
mandioca a fim de imobilizar a enzima tirosinase para deteccéo de catecol em amostras de &gua
de rio e distribuicdo. No trabalho a matriz se mostrou biocompativel com a enzima melhorando
o sinal analitico do sistema e catalisando a hidroxilagdo do composto fendlico a ser analisado.
Com isso 0s autores conseguiram uma faixa linear de concentracio entre 5,0x107° a 7,4x10*

com limite de deteccéo de 3,9x10" (CAMARGO et al., 2018).

1.2.2. Nanotubos de carbono

O controle da sintese dos primeiros nanotubos de carbono (CNTs, do inglés “Carbon
Nanotubes”) foram descritos para a comunidade cientifica no inicio da década de 90,
despertando, desde entdo, grande interesse acerca deste material (11JIMA, 1991). Por serem
bastante versateis, essas estruturas constituidas de carbono possibilitam trabalhar com a
nanociéncia e nanotecnologia em diversas areas do conhecimento (SOUZA FILHO; FAGAN,
2007; ZARBIN; OLIVEIRA, 2013). Os CNTs séo concebidos a partir de uma ou mais folhas
de grafeno enroladas de forma concéntrica (ZARBIN; OLIVEIRA, 2013), sendo classificados
de acordo com o nimero de camadas presentes em sua estrutura. Os nanotubos de paredes
multiplas (MWCNTs, do inglés “Multi-Wall Carbon Nanotubes’) consistem em varias folhas
de grafeno, distantes entre si, enroladas em torno de um mesmo eixo. Ja 0s hanotubos de paredes
simples (SWCNTs, do inglés “Single-Wall Carbon Nanotubes ) consistem de apenas uma Gnica
folha de grafeno cilindrica (SOUZA FILHO; FAGAN, 2007; ZARBIN; OLIVEIRA, 2013).

A versatilidade dos CNTs provém de suas exclusivas propriedades oOpticas, eletronicas
e mecanicas, gerando assim aplicacbes em potencial nas diversas areas (SOUZA FILHO;
FAGAN, 2007; ZARBIN; OLIVEIRA, 2013). Aléem do mais, 0s CNTs podem ser empregados
na obtencdo de compositos condutores ou de alta resisténcia mecanica, sensores, suporte para
processos cataliticos e dispositivos semicondutores de escala nanométrica (HERBST,;
MACEDO; ROCCO, 2004).

Por derivarem de atomos de carbono, tais nanotubos apresentam alta hidrofobicidade
sendo necessario um tratamento para a inser¢do de grupos funcionais contendo oxigénio,
aumentando a afinidade dos mesmos por meios aquosos (SILVA, T. A. et al., 2014). Outro

aspecto relevante é a orientacdo na qual os CNTs se encontram, visto que a eletroquimica é
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diferente para cada caso. Os CNTs alinhados verticalmente apresentam uma diferenca de
potencial menor entre os picos de oxidacgdo e reducdo se comparado aos que estdo dispostos de
forma aleatéria, apresentando maior reversibilidade para estudos com a espécie KsFe(CN)eg
(CHOU et al., 2005). Silva e colaboradores (2014) demonstram que é possivel a incorporacdo
de materiais como o oxido de grafeno através de um reator de plasma pulsado com fluxo de
oxigénio, uma vez que esse equipamento é responsavel por fazer a esfoliacdo do material e
inserir as espécies oxigenadas. Quando estdo verticalmente alinhados, os nanotubos
funcionalizados com grupos oxigenados demonstram uma rapida cinética na transferéncia de
elétrons (SILVA, T. A. et al., 2014). Tais espécies oxigenadas presentes nas extremidades
podem sofrer reacOes de reducdo contribuindo para a eletroquimica dos nanotubos, visto que
ha indicios de acidos carboxilicos antes presentes nas extremidades sendo reduzidos em outras
espécies como OH (LUO et al., 2001).

Os CNTs foram utilizados eletroquimicamente pela primeira vez em um dispositivo que
estudava a oxidacdo da dopamina. Observou-se que no dispositivo com nanotubos de carbono
a eletroquimica da dopamina se dava reversivelmente em baixos potenciais e com uma rapida

taxa de transferéncia de elétrons se comparada com eletrodos de grafite (CHOU et al., 2005).

Devido a notavel propriedade catalitica do material, é possivel verificar na literatura que
0os CNTs modificados sdo capazes de interagir com 0s centros redox de importantes
biomoléculas e proteinas, podendo aumentar as propriedades eletroquimicas e favorecer
reacdes de transferéncia de elétrons (GOODING et al., 2003; WANG, 2005). A deteccédo de
alvos em dispositivos com CNTs pode vir a ser em nanoescala, demonstrando uma boa
sensibilidade e condutividade do material (WANG, 2005).

1.3. Fécula de mandioca

A mandioca é uma cultura muito presente em todo o territorio brasileiro. Inclusive,
durante o século XIX a mesma foi frequentemente cultivada no estado de Sao Paulo e,
juntamente com outras culturas, como algoddo e milho, foi, por exemplo, uma das bases
econbmicas da cidade de Séo Carlos (SILVA, H. A. D.; MURRIETA, 2014). A fécula é um
dos subprodutos retirados dessa raiz. Sua granulagdo dispde de uma morfologia arredondada/
oval truncada que varia de 4 a 35um (HOOVER, 2001; JOBLING, 2004). A composic¢éo da



31

fécula de mandioca (MS) se d& pela mistura de dois polissacarideos: a amilopectina e a amilose.
A amilopectina € o componente de maior porcentagem, enquanto a amilose se faz presente em
cerca de 18 a 24% da fécula. Lipidios e elementos como o fosforo, por exemplo, estdo presentes
1999; HOOVER, 2001). Propriedades
como gelatinizacdo e retrogradacdo estdo associadas com a quantidade de amilose e
amilopectina (JANE et al., 1999).

em pequena quantidade (menor que 1%) (JANE et al.,

A amilose trata-se de um biopolimero no linear (CURA; JANSSON; KRISMAN,
1995) de cadeias longas e ndo ramificadas no qual os residuos de D-glicose sdo unidos através
de ligacdes (alfa 1-4) (Figura 1.1 A) (NELSON; COX, 2014). Em comparacéo, a amilopectina
€ um biopolimero altamente ramificado onde os residuos de D-glicose se conectam tanto em
ligacOes (alfa 1-4) quanto em ligacOes (alfa 1-6), que geralmente aparecem entre 24 a 30
residuos de agucar (Figura 1.1 B) (NELSON; COX, 2014).

Figura 1.1- Representagéo estrutural A) amilose e B) amilopectina
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Fonte: Elaborada pelo autor
A fabricacdo da fécula e da farinha de mandioca pode gerar residuos para producdo de
2000),

portanto, a utilizacdo da mandioca e seus derivados ndo esté restrita apenas a alimentagdo. Outra

compostos aromaticos, cogumelos e producdo de &cidos organicos (PANDEY et al.,

possivel aplicacdo para a MS ¢ a utilizagdo da mesma na elaboracdo de sensores eletroquimicos
capazes de identificar e quantificar moléculas nocivas ao meio ambiente e aos organismos.

Apesar da escassez literaria sobre esse assunto, outros tipos de biofilmes foram reportados.
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Niveis de estradiol foram detectados a partir de um sensor eletroquimico composto por tapioca,
nanoparticulas de diéxido de titdnio dopadas com nitrogénio (OLIVEIRA et al., 2017),
enquanto o estriol foi detectado em um sensor baseado em fécula de batata, 6xido de grafeno
reduzido e nanoparticulas de ouro (JODAR et al., 2018). A partir destes trabalhos, estuda-se a
possibilidade da aplicacdo da MS na area eletroquimica.

1.4. Pesticidas

Um dos problemas encontrados por parte dos agricultores esta relacionado com o
controle de espécies nocivas que danificam a lavoura em todo o seu desenvolvimento, ou seja,
da fase de plantio até o consumidor final. A solucéo adotada por muitos produtores rurais € a
utilizacdo de pesticidas. S&o considerados pesticidas uma ou mais substancias que séo capazes
de prevenir, destruir ou conter qualquer especie que prejudique os processos de producéo,

armazenamento ou transporte de produtos derivados da agricultura (HOLLAND, 1996).

Registros sobre 0 uso de pesticidas datam desde a antiguidade. Com o passar dos anos,
0 aumento da atividade agricola e da diversidade de culturas acarretou na formulacdo de novos
pesticidas mais eficazes. Em 2006, foram retratados por volta de 600 ingredientes ativos
utilizados como pesticidas na agricultura. Deste total, um pouco mais da metade dessas
substancias participam da formulacdo de 98% dos pesticidas mais utilizados no mundo (GALLI
et al., 2006).

Apesar de ter como finalidade proteger contra espécies nocivas, 0 uso indiscriminado
de pesticidas na agricultura pode afetar o meio ambiente devido a sua mobilidade no solo, como
no processo de lixiviagdo, por exemplo. Os recursos hidricos, sejam superficiais ou
subterraneos, sdo o destino final para grande parte dessas substancias e, portanto, 0s mais
afetados (RIBEIRO et al., 2007). Os pesticidas presentes tanto nos recursos hidricos quanto nos
solos podem ser absorvidos pelas plantas, ingeridos por seres humanos e animais, causando

uma vasta contaminagdo.
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1.4.1. Diquat

Com peso molecular igual a 344,06 g mol2, o dibrometo de diquat (DQ) trata-se de um
herbicida de contato nio seletivo. E um composto bipiridilico (Figura 1.2) utilizado para
controle de ervas daninhas presentes tanto na agua quanto no cultivo de frutas e vegetais, além
de ser utilizado na pré-colheita de algumas sementes e forragens de plantas como o arroz,
girassol (JONES; VALE, 2000) e soja (ZAGONEL, 2005), por exemplo. Tal molécula possui
um poderoso mecanismo de oxirreducdo no qual sdo gerados radicais peréxido (O2®) que por
sua vez originam perdxido de hidrogénio (H20.) e este por fim se converte em radicais hidroxila
(OH®) (JONES; VALE, 2000). Tais radicais podem causar estresse oxidativo provocando
les@es irreversiveis e até a morte celular (HALLIWELL, 1994). Segundo Olson (2014) a dose
letal em macacos varia na faixa entre 100 a 300 mg kg! (OLSON, 2014). De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a ingestdo diaria aceitavel é de cerca de
0,002 mg kg de peso corporal (indice Monografico - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), 20186).

Figura 1.2: Molécula de DQ

Fonte: Elaborada pelo autor

Diversos sdo 0s sensores eletroquimicos encontrados na literatura para a deteccdo de
DQ. Figueiredo-Filho e colaboradores (2017) elaboraram um sensor descartavel para DQ no
qual o eletrodo de trabalho consiste em um eletrodo de bismuto, pseudo-referéncia de prata e
contra eletrodo de cobre (DE FIGUEIREDO-FILHO et al., 2017). Shawish e colaboradores
(2012) utilizaram um eletrodo de pasta de carbono para detec¢do de DQ em amostras de agua
e urina (ABU SHAWISH et al., 2012).

1.5. Farmacos
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A busca do ser humano pela longevidade reflete no desenvolvimento de pesquisas para
elaboracdo de novos medicamentos capazes de curar e auxiliar na saude e no bem-estar do
individuo. E notdria a evolugao dos farmacos visto que o primeiro registro medicinal consta no
chamado papiro de Ebers, escrito ha milhares de anos. Este papiro contém a prescricdo de
diversas doencgas além de mencionar centenas de substancias de origem animal, vegetal e

mineral que ajudavam no tratamento dessas enfermidades (VON KLEIN, 1905).

Milhares de anos se passaram e com isso foram surgindo outras preocupacgdes. Se o foco
antes era na descoberta e producéo de novos medicamentos com o desenvolvimento de doencas,
atualmente também ha uma preocupacédo quanto a qualidade dos farmacos prescritos. Diversas
sdo os procedimentos analiticos que podem ser empregados para determinacdo do principio
ativo na amostra farmacéutica (SIDDIQUI; ALOTHMAN; RAHMAN, 2017). A cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés- High performance liquid chromatography) € uma
das técnicas utilizadas para analise, podendo ser empregada inclusive para detec¢do simultanea
de dois compostos (RAZZAQ et al, 2017). Apesar de oferecer resultados de grande
confiabilidade seu relativo alto custo acaba encarecendo ainda mais a producdo de farmacos.
Outra alternativa de alta confiabilidade e relativo baixo custo acaba sendo a utilizacdo de

métodos eletroanaliticos.

Beitollahi e Mostafavi criaram um dispositivo que detecta eletroquimicamente
Levodopa e Carbidopa, utilizados para tratamento de Parkinson, em amostra farmacéutica e
urina. Em conjunto, ambos medicamentos exercem o equilibrio da concentracdo de dopamina
no organismo. Todas a analises voltamétricas foram feitas apenas com o Levodopa e para isso
foi utilizado um eletrodo de base nanoestruturada contendo uma mistura de 5-Amino-2’-ethyl-
biphenyl-2-ol, p6 de grafite e nanotubos de carbono. O estudo apresentou uma boa faixa linear
compreendendo concentragdes entre 2,5x1077 e 2,0x10* mol L™ com limite de deteccdo de
9,0x10°® mol L. O dispositivo mostrou-se capaz de detectar simultaneamente tais farmacos,
inclusive em amostras reais (BEITOLLAHI; MOSTAFAVI, 2014), revelando assim a eficacia

de métodos eletroanaliticos.

1.5.1. Tadalafila
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A molécula de Tadalafila (TD) (Figura 1.3) foi resultado de uma pesquisa iniciada em
meados de 1990 para descoberta de novos inibidores da fosfodiesterase tipo 5 (DAUGAN et
al., 2003). As enzimas de fosfodiesterases sdo responsaveis por acelerar o processo de hidrolise
do cAMP (monofosfato de adenosina ciclico) e cGMP (monofosfato de guanosina ciclico),
sendo estas, importantes moléculas sinalizadoras presentes dentro das células. A fosfodiesterase
do tipo 5 trata-se de um subtipo especifico de cGMP distribuido vastamente ao longo do
musculo liso. Por causar o relaxamento do muasculo liso vascular e consequentemente aumentar
o fluxo sanguineo, estudou-se compostos que auxiliavam na ndo degradacdo do cGMP como
forma de auxiliar no tratamento de doengas como hipertensdo e angina. Tais compostos nao
alcancaram os resultados desejados com relacdo as doencas cardiovasculares, no entanto,
pacientes relataram aumento na funcéo erétil o que levou em 1998 a aprovacéo da utilizacdo de
inibidores da fosfodiesterase 5 para tratamento da disfuncdo erétii (NEUMEYER,;
KIRKPATRICK, 2004).

A disfuncdo erétil € uma condicao que afeta muitos homens principalmente apds os 40
anos de idade (VENHUIS; DE KASTE, 2012). Também é uma condicdo frequente em homens
com doencas vasculares ou com fatores de risco cardiovasculares (ROSANO et al., 2005).
Vérios sdo os medicamentos que auxiliam na abordagem terapéutica da disfuncao erétil,
entretanto em virtude de sua eficacia em longos periodos (podendo chegar até 36 h), o
tratamento com TD é um dos mais comumente utilizados (PORST et al., 2003; VENHUIS; DE
KASTE, 2012). Devido sua facil obtencdo, a maioria dos homens adquirem o medicamento
sem avaliacdo médica, o que pode acarretar na obtencao de farmacos analogos ndo autorizados

pelas agéncias de satde além de causar riscos ao individuo (SCHNETZLER et al., 2010).

Sartori e colaboradores utilizaram um eletrodo de diamante dopado com boro para
determinar TD em amostras farmacéuticas. Para isso, foram feitos estudos anteriores com o
intuito de aprimorar a técnica de voltametria de onda quadrada. Os estudos analiticos mostraram
que o dispositivo possui resposta linear em concentragdes que variam entre 0,150 a 1,28x107°
mol L%, com limite de deteccio 42, 3x107° mol L™1. Para analise em amostras reais, o trabalho
comparou os resultados obtidos em uma anéalise espectrofotométrica com os obtidos em uma
andlise eletroquimica, no qual os resultados obtidos pelo método eletroquimico (proposto pelo

trabalho) mostraram-se tdo precisos e satisfatorios quanto o outro (SARTORI et al., 2017).
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Figura 1.3: Molécula de TD

Fonte: Elaborada pelo autor
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2. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo geral desenvolver dois sensores eletroquimicos
para deteccdo de analitos de interesse ambiental e farmacéutico. Para isso foram propostos dois
tipos de eletrodos baseados em diferentes nanomateriais de carbono: nanodiamantes e
nanotubos de carbono verticalmente alinhados para deteccdo de diquat e tadalafila,

respectivamente.
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3. DESENVOLVIMENTO DE SENSOR ELETROQUIMICO
MODIFICADO COM NANODIAMANTES E FECULA DE
MANDIOCA PARA A DETECCAO DE DIQUAT EM AMOSTRAS
AMBIENTAIS

3.1. Objetivo especifico

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e caracterizacdo de um
sensor eletroquimico a partir de um eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés Glassy Carbon
Electrode) modificado com ND e MS (ND-MS/GCE) para deteccdo de DQ em amostras

ambientais.

3.2. Experimental

3.2.1. Reagentes e solucdes

O DQ (grau analitico), ND (tamanho da particula < 10 nm) e acetato de Sodio (grau de
pureza > 99%) foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich. O &acido acético glacial (P.A -
ACS) foi adquirido da empresa Dindmica Quimica Contemporanea Ltda. Todos o0s outros
reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as solugcbes preparadas neste trabalho

utilizaram 4gua purificada (resistividade > 18 MQ cm) obtida a partir do sistema Megapurity.

As solucOes estoque de DQ 5,0x1072 mol Lt foram preparadas utilizando agua
purificada como solvente e armazenadas sob refrigeracdo em um refrigerador comum
(aproximadamente 5,0 °C). As solugBes de tampao acetato de forga i6nica 0,10 mol L™! com
pH variando de 3,8 a 5,5 foram preparadas a partir da diluicdo adequada de &cido acético P.A
e da dissolucdo de acetato de sodio. A MS utilizada em todas as etapas do trabalho foi comprada

a granel.
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3.2.2. Instrumentacao

Para aferir o pH das solugdes utilizou-se um pHmetro 827 pH Lab Methrom equipado
com um eletrodo de vidro combinado com um eletrodo de Ag/AgCI (KCI3,0 mol L™1). O banho
de ultrassom foi feito a partir de um equipamento da marca Crist6foli e todas as pesagens foram
feitas utilizando uma balanca semi-analitica BEL Enginering com preciséo de + 1,0 mg e uma
balanca analitica ED2245-E Sartorius com precisdo de = 0,1 mg.

Efetuaram-se as medidas eletroquimicas em um potenciostato/galvanostato PGSTAT
101 da empresa Autolab conduzido pelo Software NOVA 2.1. Utilizou-se um compartimento
de vidro com capacidade para 10 mL de eletrolito suporte. Os experimentos eletroquimicos
foram realizados em um sistema de trés eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho o sensor ND-
MS/GCE, o contra eletrodo uma placa de platina e o eletrodo de referéncia de Ag/AgCI (KClI
3,0 mol L™Y).

As andlises de caracterizacdo morfologica foram feitas através de um microscépio
eletronico de varredura (SEM — do inglés Scanning Electron Microscopy) XL- 30 FEG Philips®
instalado no Laboratorio de Caracterizacdo Estrutural (LCE) da UFSCar, S&o Carlos. Todas as
amostras para medida de SEM foram preparadas pelos técnicos do LCE. Os espectros de
infravermelho foram coletados a partir do equipamento Tensor Il — Bruker com modo de
absorbancia de 400 a 4000 cm™ através técnica de espectroscopia de infravermelho com
transformadas de Fourier (FTIR, do inglés Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) na
UFSCar, Araras. Os espectros foram coletados a partir de pastilhas de KBr, sem porcentagens
definidas do material analisado, a fim de caracterizar qualitativamente os grupos funcionais
presentes em cada amostra. Para andlises de difracdo de raio-x, as mesmas foram realizadas
através de um Difratbmetro de raio-x da marca Rigaku, modelo Miniflex Il com fonte de
radiacdo de CuKa (0,15406 nm), na faixa de 20 = 3° a 90° ¢ passo de 0,02° e tempo de scan
10° mint. As medidas foram feitas com nanodiamante em p6 e filmes de MS e MS com
nanodiamante. Para obtencdo dos filmes, as dispersdes foram preparadas de acordo com as
etapas A e B da Figura 3, sendo as mesmas dispostas em uma superficie lisa durante alguns dias
para completa secagem. Com relagéo a imagem de microscopia eletrdnica de transmissao (TEM
— do inglés Transmission Electron Microscopy) a mesma foi obtida em parceria com o Prof.
Dr. Hudson Zanin no laboratério nacional de nanotecnologia (LNNano) em um microscopio de

transmissdo eletronico de alta resolu¢do JEOL 2100 MSC.
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3.2.3. Preparo do eletrodo ND-MS/GCE

O preparo do eletrodo seguiu as etapas descritas a seguir e ilustradas na Figura 3.1.

A) Preparacéo da dispersdo de fécula de mandioca

Em uma balanca semi-analitica pesou-se 1,0 g de MS e adicionou-se a 100 mL de
solucdo de acido acético 5,0 % (v/v). A mistura foi aquecida sob agitacdo constante até atingir
a temperatura de 95 °C. Em seguida, deixou-se sob agitacdo e temperatura constante de 75 °C
durante 1 h, aferindo a temperatura a cada 5 minutos. Aguardou-se a dispersdo esfriar em
temperatura ambiente. O aquecimento acido auxilia para que haja rearranjo da amilose e
amilopectina, comportando, assim, mais moléculas de agua no meio das mesmas, aumentando
a solubilidade (SILVA, G. D. O. D. et al., 2006).

B) Preparo da dispersao de fécula de mandioca e nanodiamantes

Em uma balanca analitica pesou-se 1,0 mg de ND, adicionaram-se 500 pL de agua
ultrapura e 500 pL da dispersdo de MS. Em seguida a dispersao ficou imersa em um banho de
ultrassom por cerca de 2 h para homogeneizar a dispersao, visto que para tempos menores se

observou que os ND tendem a formar corpo de fundo.

C) Preparo do eletrodo ND-MS/GCE

A limpeza do GCE (@ = 3,0 mm) foi feita através do polimento do eletrodo em alumina
(particulas de 0,5 pm) com o auxilio de um tecido de veludo. Logo ap6s, gotejou-se 5 uL da
dispersdo contendo MS e ND na superficie do GCE. Aguardou-se a secagem durante 2 h a

temperatura ambiente para secagem completa do filme.
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Figura 3.1: Preparo do eletrodo ND-MS/GCE. A) Preparo da dispersdo de MS. B)

Preparo da dispersao de fecula com ND. C) Modificacdo do GCE. D) Medidas voltamétricas.

Nanodlamantes

;
Dlspersao de Agua y 4
purlf‘ cada . &
B) C)
Acido Acético
5% v/v
A) D)
1.000 g 1Y —— =
X .
29 \ i
I { 5 \ a!
| E.18 \
O X of
=27 ll‘-.. .'Il
-u- %35 05 0 02

Fonte: Elaborada pelo autor

3.2.4. Procedimentos eletroanaliticos

Primeiramente, fizeram-se as comparacGes entre as técnicas de Voltametria Ciclica
(CV- do inglés Cyclic Voltammetry), Voltametria de Pulso Diferencial (DPV- do inglés
Diferential Pulse Voltammetry) e Voltametria de Onda Quadrada (SWV- do inglés Square
Wave Voltammetry). Selecionou-se a técnica que apresentou melhor definicdo e maior corrente
de pico catodica. Em seguida estudou-se o melhor eletrélito suporte e a resposta do eletrodo em
relacdo ao pH do meio. Utilizaram-se os parametros programados automaticamente pelo
Software NOVA 2.1.2. Fixados esses fatores, fizeram-se ensaios para determinar os melhores
parametros envolvidos na técnica voltamétrica escolhida anteriormente, empregando o método
univariado. Ao mesmo modo, que se realizaram ensaios para determinar o tempo de pré-

concentracdo do analito na superficie do eletrodo.
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A partir das condicOes 6timas estipuladas previamente, construiu-se a curva analitica
para estudo de sensibilidade, faixa linear de concentracéo e o limite de deteccdo. Em seguida
analisaram-se amostras ambientais para comparacao da exatiddo dos resultados alcan¢ados em
relacdo aos obtidos com a curva analitica. Logo ap0s, estudou-se a interferéncia de alguns
compostos presentes nas amostras. Para finalizar, foram feitos estudos de repetibilidade e

reprodutibilidade a fim de conhecer o comportamento do sistema para tais fatores.

3.2.5. Preparo das amostras

No presente trabalho estudaram-se duas amostras diferentes: dguas de abastecimento e
aguas superficiais. As amostras de agua de abastecimento foram coletadas na UFSCar, Araras
(coordenadas geogréaficas: 22°18'54.3"S 47°22'50.1"W) enquanto as amostras de agua
superficial foram coletadas na UFSCar, S&o Carlos (coordenadas geograficas: 21°59'10.7"S
47°52'54.4"W).

Adicionou-se 15 pL da solugdo estoque de DQ com concentragdo de 5,0x102 mol L™t
em aliquotas de 1485 pL de cada amostra. A concentracdo de DQ em cada amostra foi de
5,0x10~* mol L™ para que fosse obtida uma faixa linear acrescentando pequenos volumes da
amostra. Para este processo de fortificacdo de amostra, as mesmas ndo receberam nenhum

tratamento prévio.

3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Caracterizacdo morfoldgica do filme de ND com MS

A principio, obtiveram-se 0s espectros de infravermelho de cada material bem como do
filme, a fim de analisar os grupos funcionais presentes em cada etapa do processo de

modificagéo. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 3.2.
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Figura 3.2: Espectros de infravermelho para (e) MS, (e) ND ¢ () ND ¢ MS.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Ao analisar os espectros de infravermelho identificaram-se alguns grupos funcionais
como éter (C-O-C, em 1159 cm™), proveniente das ligacdes glicosidicas entre os aglcares
(DEEYAI et al., 2013), ligagdes C=C (em 1642 cm™1), grupos hidroxila (OH, em 3450 cm™?),
ligagbes C-H (em 2932 cm™) presentes tanto na amilose quanto amilopectina e didxido de
carbono (CO2, em 2361 cm 1)(HUANG; CHANG, 2004; CHUNG et al., 2006; PAVIA et al.,
2008; MOCHALIN et al.,, 2011). A condutividade dos ND deve-se as ligagoes © (C=C)
presentes na superficie do nanomaterial. De acordo com o esperado, 0 espectro de ND + MS é

a sobreposicdo dos espectros unitarios de ambos 0s materiais.

Figura 3.3: Espectros de difracdo de raio X para () MS, () ND e (o) ND e MS.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Baseado no espectro de MS é possivel considerar que ha uma diminuicdo da
cristalinidade depois da formacédo do filme sendo o banho de ultrassom uma provavel causa
para essa diminuicdo (ALONSO-GOMEZ et al., 2016). Para o nanodiamante o espectro obtido
coincide com o disponibilizado pelo fabricante, sendo os picos em 44,2° e 75,8° referentes aos
planos sp® (111) e (220) (CUENCA et al., 2015).

A microscopia eletrbnica de transmissao (TEM, do inglés Trasmission Electron
Microscopy) foi feita para verificar a disposicdo dos ND, visto que 0S mesmos possuem
tamanhos médios de 5 nm. Como analisado através da Figura 3.4, os ND tendem a formar
aglomerados, no entanto, observou-se que para este trabalho o tamanho médio foi de cerca de
10 nm.

Figura 3.4: Imagem de TEM dos ND.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Utilizou-se a microscopia eletronica de varredura (SEM, do inglés Scanning Electron
Microscopy) para analisar a morfologia da superficie de cada dispersdo para posterior
comparacdo como observado na Figura 3.5. Foi possivel observar que a MS apresenta uma
superficie pouco porosa (Figura 3.5 A) e os ND tendem a formar aglomerados (Figura 3.5 B).
A dispersdo de fécula com ND (Figura 3.5 C) revela que em conjunto, 0s materiais interagem
entre si, revelando que a MS se mostrou um bom ancorador dos ND, visto que na formagéo do
filme ha uma maior dispersdo entre os mesmos. Também foi possivel observar que o filme se
trata de um material poroso, fazendo com que a area superficial seja maior. Atraves da imagem
com escala ampliada (Figura 3.6) confirmou-se que a jungdo de MS com os ND trata-se de uma

dispersdo homogénea com fissuras.

Figura 3.5: Imagem de SEM de A) MS, B) ND e C) ND e MS.



Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 3.6: Imagem de SEM do ND e MS em escala ampliada.
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3.3.2. Caracterizagéo eletroquimica do sensor ND-MS/GCE
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As caracterizaces eletroquimicas foram feitas na presenca de KCI 0,10 mol L™ como
eletrolito suporte e de [Fe(CN)g]>* 1,0x1073 mol L™ como sonda redox, em raz&o do perfil
bem definido. A técnica voltamétrica empregada para caracterizacdo eletroquimica foi CV
utilizando uma faixa de potencial de —0,40 V a 0,80 V bem como diferentes velocidades de
varreduras (Figuras 3.7 e 3.8).

Figura 3.7: A) CVs obtidos para ND-MS/GCE na presenca de 1,0x10~3 mol L™! da sonda
redox [Fe(CN)e]>’* e KCI 0,10 mol L para as velocidades de varredura de 10, 25, 50, 100,
160, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 mV s™1. B) Gréfico | vs v*2,
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 3.8: A) CVs obtidos para GCE na presenca de 1,0x1073 mol L™ da sonda redox

[Fe(CN)6]* " e KCI 0,10 mol L™ para as velocidades de varredura de 10, 25, 50, 100, 160,
200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 mV s™*. B) Gréfico | vs v*2,
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Observou-se um aumento das correntes de pico anddica e catddica com o0 aumento das
velocidades de varredura. Com os resultados obtidos pode-se notar que ha também linearidade
entre as correntes de pico e a raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando que se trata
de um processo difusional. Entéo, calculou-se a area eletroativa através da equacao de Randles-
Sevcik (Eq. 1),

Ip = 2,69x10°A C D¥2n¥2yY/2(1)

no qual Ip refere-se a corrente de pico (A), A trata-se da area eletroativa (cm?), C é a
concentracdo da sonda redox utilizada (mol L™), D ¢é o coeficiente de difusdo da molécula
(7,6x10°° cm?s 1), n é o nimero de elétrons envolvidos e v é a velocidade de varredura. As
areas eletroativas obtidas foram 0,068 e 0,078 cm? para o GCE e para o ND-MS/GCE,
respectivamente. Houve um aumento na area eletroativa de aproximadamente 15% do eletrodo

modificado em relacdo ao GCE.

Como demonstrado na Figura 3.9, foi perceptivel um aumento nas correntes de pico,
bem como a alteracdo dos potenciais onde ocorre a oxidagdo e a reducdo da espécie
[Fe(CN)s]* *". Entretanto os voltamogramas exibidos indicam uma diferenca de potencial
maior para o eletrodo modificado do que para o GCE. Tais resultados revelam uma repulsao
entre a sonda e a superficie do eletrodo modificado, ambas ani6nicas, o que dificulta a
transferéncia de elétrons e explicam a necessidade de potenciais redox mais afastados. Contudo,
ha um aumento da corrente anddica apresentada pelo ND-MS/GCE devido a porosidade em

consequéncia da modificacdo da superficie.
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Figura 3.9: CVs obtidos para () GCE e (¢) ND-MS/GCE na presenca de 1,0x10~3 mol
L da sonda redox [Fe(CN)s]**~ e KCI 0,10 mol L™ na velocidade de varredura de 250 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor
Através dos resultados comprova-se que mesmo a sonda redox apresentando pequenas
diferencas entre os eletrodos, a mesma ndo é a indicada para a utilizacdo no sistema ND-
MS/GCE visto que hd um aumento na irreversibilidade além de um alargamento nos potenciais

de oxidacéo e reducdo de [Fe(CN)s]> .

3.3.3. Comportamento eletroquimico da molécula de diquat para ND-MS/GCE e GCE

Estudou-se primeiramente o comportamento eletroquimico da molécula de DQ por meio
de CV utilizando os eletrodos GCE e ND-MS/GCE, sendo necessario um tempo de pré-
concentracdo de 180 s para confirmar a presenca do analito na superficie do eletrodo. Tal como
exibido na Figura 3.10, para ambos os eletrodos se observa um pico de redugdo em um potencial
de aproximadamente —0,50 V. Os voltamogramas indicam um processo irreversivel da reducéo
da espécie DQ?* para DQ* (MELO et al., 2009) (Figura 3.11). Ao comparar os resultados de
ambos o0s eletrodos, constatou-se um aumento da magnitude de corrente para o eletrodo

modificado, bem como uma pequena diferenca no potencial de reducéo.
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Figura 3.10: CVs obtidos para (e) GCE e (e) ND-MS/GCE na presenca de DQ 5,0x10°°

mol L™! em tamp&o acetato 0,10 mol L™ (pH 4,5) na velocidade de varredura de 100 mV s™2.
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Fonte: Elaborada pelo autor
Figura 3.11: Mecanismo proposto para a reducéo do DQ (DE FIGUEIREDO-FILHO et
al., 2017).

Fonte: Elaborada pelo autor

Assim como estudou-se 0 comportamento eletroquimico para a técnica CV, investigou-
se 0 comportamento eletroquimico do herbicida para outras duas técnicas voltamétricas: SWV
(com parametros como step (s), amplitude de potencial (a) e frequéncia (f) predefinidos) e DPV
(com amplitude de potencial (a), velocidade de varredura (v), e tempo de modulacéo do pulso
(tmp) também predefinidos) (Figura 3.12 A). Apesar de contribuir para a irreversibilidade do
sistema, a modificacdo da superficie do GCE com ND e MS exibiu um aumento da corrente de
pico catddica, visto que a porosidade do filme aumenta a quantidade de moléculas de DQ
proximas a superficie de reacdo e consequentemente revela uma corrente de pico maior.

Somente com técnicas mais sensiveis é comprovado a maior efetividade da modificacdo na
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quantificacdo do analito. Comparando-se as técnicas de pulso, descobriu-se que a reducdo do
DQ trata-se de um mecanismo de cinética rapida e por isso, a tecnica de SWV foi a que melhor
respondeu ao analito. Como mostra a Figura 3.12 B, 0s mesmos comportamentos para o
eletrodo modificado, como aumento da magnitude de corrente catodica e diferenga entre o
potencial de reducéo, foram observados novamente atraves do voltamograma resultante. Apesar
de um incremento de cerca de 78% na largura do voltamograma para o eletrodo ND-MS/GCE,

0 mesmo mostrou-se mais eficiente para a deteccdo de DQ em comparagédo ao GCE.

Figura 3.12: A) Voltamogramas obtidos para (e) DPV (com s = 5,0 mV, a =25 mV, tmp
=50 ms, e tempo de pré-concentracdo = 180 s) e (¢) SWV (coms=5,0mV,a=20 mV, f=25
Hz e tempo de pré-concentracio = 180 s) na presenca de 5,0x10°mol L™t de DQ e solugdo
tampao acetato 0,10 mol L™* (pH 4,5). B) SWVs obtidos utilizando () GCE e (o) ND-MS/GCE
na presenca de 5,0x10°mol L™t de DQ e solugio tamp&o acetato 0,10 mol L™ (pH 4,5) com f
=60Hz,a=70mV,s=5mVet=180s.
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.4. Estudos do efeito do eletrélito suporte

Analisou-se o efeito do eletrolito suporte no sistema eletroquimico a partir da
comparacdo entre os resultados obtidos tanto com o tampdo acetato descrito na literatura
(GEVAERD et al., 2016; DE FIGUEIREDO-FILHO et al., 2017), quanto com o tampao fosfato
eletrolito suporte paralelo na concentragdo 0,10 mol L™*e pH 4,5. Para tal fim utilizou-se como
parametros da técnica SWV: f de 60 Hz, a de 70 mV, s de 5,0 mV e tempo de pré-concentracdo

(t) de 180 s. Ambos eletrélitos suporte apresentaram pico de reducdo no mesmo potencial, 0
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que significa que a composicdo dos tampdes ndo altera a estabilidade do sistema. Porém o
tampao acetato apresentou maior densidade de corrente, provavelmente devido a interagéo entre
o filme de fécula de mandioca preparado em uma solucédo de &cido acético 5% (vol/vol) como

mostra a Figura 3.13, o qual foi selecionado para estudos subsequentes.

Figura 3.13: SWVs de ND-MS/GCE na presenca de 5,010 mol L™ de DQ para
diferentes eletrélitos suporte: () tampao fosfato 0,10 mol L™t (pH 4,5) e (o) tamp&o acetato
0,0 mol L' (pH 4,5 f=60Hz,a=70mV,s=5mV et=180s.
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.5. Estudos do efeito do pH

A presente analise foi feita através da variacdo de pH do tamp&o acetato 0,10 mol L2,
Tal variacdo compreendeu uma faixa de 3,8 a 5,5. Constatou-se uma queda no valor da corrente
de pico a partir do pH 5,5, como apresentado na Figura 3.14. Foi possivel observar também um
deslocamento do potencial de reducdo de até 50 mV conforme o aumento do pH de 3,8 para
5,0. Considerou-se entdo a utilizacdo do pH 5,0 ja que 0 mesmo apresentou maior magnitude

de corrente.
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Figura 3.14: A) SWVs de ND-MS/GCE na presenca de 5,0x10°mol L™ de DQ e
solugdo tampao acetato 0,10 mol L para os seguintes pHs: 3,8; 4,1; 4,4; 4,7, 5,0 e 5,5 com f =
60 Hz,a=70mV,s=5mV et =180s. B) Gréfico I/pA vs pH.
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Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.6. Estudo dos parametros da técnica SWV

Com o propésito de selecionar os parametros que complementam os fins analiticos deste
trabalho, analisou-se a resposta e o perfil voltamétrico obtidos para cada parametro da técnica
SWV. Estudou-se a frequéncia (f), amplitude de pulso (a) e o step (s) de forma univariada, ou

seja, foi analisado apenas um parametro por vez.

Primeiramente estudou-se o comportamento do DQ em frequéncias que variaram de 10
a 150 Hz. Notou-se que em até 100 Hz houve um aumento significativo no sinal e os valores
de corrente obtidos para frequéncias mais altas foram semelhantes (Figura 3.15). Neste
parametro se observou um deslocamento do potencial de reducéo de cerca de 80 mV conforme
0 aumento da frequéncia, visto que a mesma influencia na velocidade de varredura da medida.
Devido ao perfil observado, ao potencial de reducdo mais préximo comparado a CV (cerca de
-0,50 V, indicando que o pico é da espécie DQ?* e ndo de interferentes) e a magnitude de

corrente obtida, adotou-se 100 Hz como o parametro selecionado.
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Figura 3.15: A) SWVs para ND-MS/GCE na presenca de 5,0x10 °®mol L™ de DQ e
solugdo tampao acetato 0,10 mol L™ (pH 5,0) para as seguintes frequéncias: 10; 20; 30; 40; 50;
60; 70; 80; 90; 100; 110; 120; 130; 140 e 150 Hzcoma =70 mV,s=5mV et = 180 s. B)
Gréfico I/pA vs Frequéncia/Hz.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Em seguida estudou-se a amplitude de potencial. Para esta analise variou-se o pulso em
10 mV compreendendo uma faixa de potencial entre 10 e 100 mV. Como verificado através da
Figura 3.16, houve um aumento linear na magnitude de corrente para amplitudes menores que
90 mV, entretanto para amplitudes maiores que 90 mV o aumento ndo foi significativo.

Assumiu-se que o melhor valor para amplitude de pulso foi de 90 mV.

Figura 3.16: A) SWVs para ND-MS/GCE na presenca de 5,0x10 %mol L™* de DQ e
solugdo tampao acetato 0,10 mol L™* (pH 5,0) para as seguintes amplitudes: 10; 20; 30; 40; 50;
60; 70; 80; 90 e 100 mV com f = 100 Hz, s =5 mV e t = 180 s. B) Grafico I/yA vs
Amplitude/mV.
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Por fim o ultimo pardmetro da técnica foi o step, ou incremento de potencial. Este
parametro influencia na velocidade de varredura de potencial durante a medida. A Figura 3.17
indica um aumento significativo na magnitude de corrente até 7 mV. Para steps maiores ha
pouca variagdo, indicando que a partir de 8 mV os valores de corrente de pico catddica
permaneceram constantes. Neste pardmetro também se constatou que com o aumento do valor

do step houve um desvio de 50 mV levando a redugdo do DQ a potenciais mais negativos.

Figura 3.17: A) SWVs para ND-MS/GCE na presenca de 5,0x10°° mol L™ de DQ e
solugdo tampdo acetato 0,10 mol L™* (pH 5,0) para os seguintes steps: 1; 2; 3; 4;5;6;7;8;9 e
10 mV com f =100 Hz, a =90 mV e t = 180 s. B) Grafico I/pA vs Step/mV.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Os desvios de potenciais observados nos parametros de frequéncia e step devem-se ao
fato destes parametros estarem relacionados a velocidade de reacdo. Entretanto, considerou-se

como fator mais relevante a magnitude da corrente de pico catodica.

3.3.7. Estudo do tempo de pré-concentracéo

A fim de otimizar o tempo de pré-concentracdo (t) do analito na superficie do eletrodo,
foi feito um estudo sobre a variacdo da corrente de pico catddica em relacdo ao tempo de
agitacdo. Para isso, as medidas foram realizadas agitando-se mecanicamente a solucdo presente
na célula eletroquimica variando o tempo de agitacdo entre 30 e 360 s, para garantir que a

espécie a estudada estaria na superficie do eletrodo. Durante o tempo de pré-concentracdo
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nenhum potencial foi aplicado. Baseado nesta andlise foi possivel concluir que o tempo de
agitacdo pouco influencia na magnitude de corrente visto que os valores obtidos permaneceram

constantes a partir de 60 s (Figura 3.18), valor selecionado para estudos posteriores.

Figura 3.18: A) SWVs para ND-MS/GCE na presenca de 5,0x10°° mol L™ de DQ e
solugdo tamp&o acetato 0,10 mol L% (pH 5,0) para os seguintes tempos de pré-concentragao:
30; 60; 90; 120; 150; 180; 210; 240; 270; 300; 330 € 360 s com f =100 Hz,a= 90 mVes=8
mV. B) Gréfico I/pA vs Tempo pré-concentracdol/s.
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Todos os parametros da técnica, o tempo de pré-concentracdo bem como a faixa

estudada e os valores selecionados estdo reunidos na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Parametros experimentais estudados para a técnica de SWV e 0s respectivos

valores selecionados para a detec¢ao de DQ.

Parametros Faixa estudada Selecionado
Amplitude de Pulso/mV 10 a 100 90
Frequéncia/Hz 10 a 15,00 100
Step/mV 1a10 8

Tempo de pré-concentracao/s 30 a 300 60
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3.3.8. Determinacao de diquat pela técnica de SWV

Diferentes concentragdes de DQ foram determinadas compreendendo uma faixa de
5,0x10" a 4,6x107° mol L. Pode-se notar um aumento na corrente catodica, entretanto o
aumento ndo se mostrou linear a partir da terceira adi¢do do pesticida. Além de que se observou
um desvio do potencial de reducgéo (Figura 3.19 A) o que pode indicar uma forte adsor¢éo na
superficie do eletrodo (MELO et al., 2009). Tal adsorcéo deve-se as interacdes entre a superficie
do eletrodo carregada negativamente devido a modificacdo, como constatado pelo espectros de
FTIR, e as cargas positivas do DQ em solugdo. A equacio da reta —I (uA) =1,3x107* +1,9x107°
log[DQ] (umol L) foi obtida a partir do grafico I (uA) x log [DQ] (umol L) (Figura 3.19 C)
com coeficiente de correlagdo 0,994. O limite de deteccdo foi de 1,1x10" mol L™ obtido
através do método de relagdo sinal-ruido. Esse método consiste na adicdo de baixas
concentracdes do analito, considerando-se que o limite de deteccdo € a concentragdo no qual
observa-se uma proporc¢éo de 2:1 da corrente catodica em cima da corrente de ruido (RIBANI
et al., 2004).
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Figura 3.19: A) SWVs para ND-MS/GCE na presenca das seguintes concentracoes de
DQ: 0; 5,0x1077; 1,5x10°%; 3,0x10°%; 5,4x10°%; 7,9x10°%; 1,0x10°°% 1,3x107°%; 2,4x10™° e
4,6x10°mol L e solucio tamp&o acetato 0,10 mol L™t (pH 5,0) com f = 100 Hz, a = 90mV,
s=8mV et=60s. B) Grafico I/uA vs [DQ]/umol L 1. C) Grafico —I/uA vs log[DQ]/umol
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3.3.9. Adicdo e Recuperacao de diquat em aguas de abastecimento e aguas superficiais

Devido a facilidade do DQ solubilizar-se em agua, o sensor ND-MS/GCE foi aplicado

para as seguintes amostras: aguas de abastecimento (A) e aguas superficiais (B), com o intuito
de entender a influéncia do efeito de matriz na amostra (VALENZUELA et al., 2017). O
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preparo das amostras segue descrito no topico 3.2.5. O método empregado para verificar a
utilizacdo do sensor em amostras reais foi o de adi¢do e recuperacdo, no qual, aliquotas
fortificadas com DQ foram adicionadas a célula eletroquimica (Tabela 3.2). Os resultados
foram calculados a partir da seguinte equagio: —I (nA) = 1,3x10* + 1,9x107° log[DQ] (umol
L 1), no qual a partir da corrente obtida por uma concentragdo conhecida de DQ calculou-se a

concentracdo recuperada em cada amostra.

Tabela 3.2: Estudo de adicao e recuperacdo de DQ em aguas de abastecimento (A) e
aguas superficiais (B).

Amostra [DQ] (umol L)  Recuperado (umol L™) %
1,5 15 100
3,0 3,3 110
(A)
7,9 8,4 106
24 2,0 85
7,9 9,0 114
(B)
13 12 98

A porcentagem de recuperacdo obtida para as duas amostras variou entre 85 a 114%
indicando que para essas concentra¢es nao houve qualquer interferéncia significativa por parte

da matriz das amostras.

3.3.10. Estudos de interferentes

Posteriormente ao estudo de amostras analisou-se a possivel interferéncia por parte de
alguns compostos presentes nas mesmas. Para tanto, fixou-se a concentracdo de DQ em
5,4x10%mol L™, em razdo de ser uma concentragio presente na curva analitica. Cloretos de
calcio (CaCl,), amdnio (NH4CI) e sddio (NaCl), além de acido ascorbico (CsHsOs), sulfato de

sodio (Na2S0s), acido urico (CsHaN4Os3), creatinina (C4H7N3O) e ureia (NH2CONH.) foram os
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compostos analisados para identificar alguma interferéncia na magnitude de corrente. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Interferentes e porcentagem de interferéncia para uma concentracéo de
5,4x107%mol L™  de DQ.

% Interferéncia

Interferentes
5,4x10°mol L™ 5,4x10*mol L™

CeHsOs 5,2 12
NH.CI 5,4 9,0
CaCl 3,5 7,7
NaCl 4,1 6,1
Na>SO4 2,7 6,2
CsH4N4O3 2,6 1,4
C4H7N30O 4,2 9,9
NH2CONH: 3,1 53

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que nenhum dos interferentes
analisados afetam significativamente a magnitude de corrente de pico visto que as porcentagens
de interferéncia variam entre 2,0 e 14 % para as concentracdes de 5,4x10°mol L e 5,4x107*
mol L.

3.3.11. Estudo de repetibilidade e reprodutibilidade

O estudo feito para repetibilidade constitui-se da analise dos resultados obtidos a partir
de 5 medidas consecutivas (n=5) para uma mesma modificacdo na presenca de 5,4x10°° mol
L™ de DQ. Obteve-se um desvio padrédo relativo proximo a 3,0 %. Para reprodutibilidade

efetuou-se também cinco medidas aleatdrias, na qual cada medida foi feita a partir de uma nova
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modificacdo. O desvio padréo relativo foi de 3,3 %. Os resultados revelaram-se aceitaveis visto

que os desvios padrdes relativos foram menores do que 5,0 %.

3.3.12. Comparagéo dos parametros obtidos neste trabalho com o de outros trabalhos

descritos na literatura

A fim de avaliar a performance e os resultados do dispositivo sugerido comparou-se 0
sensor proposto com os dispositivos ja reportados na literatura para detec¢do de DQ (Tabela
3.4). O sensor ND-MS/GCE apresentou uma boa faixa linear e um baixo limite de deteccéo,

além de ter como vantagem um preparo rapido e relativo baixo custo.
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Tabela 3.4: Comparacéo do eletrodo ND-MS/GCE e outros descritos na literatura.

Faixa Linear LOD

Sensor Técnica Referéncia
mol L™ mol L™
. 1,0x10°a
GE/thiol/GNP/CA  ppy 2,0x1010 (NIU et al., 2015)
1,2x10°°
DNA
9,5x10 % a (EL HARMOUDI et al.,
NP/Pt SWV 5,32x107°
1,6x107* 2017)
Bismuth film O,2><1O’6 a (DE FIGUEIREDO-FILHO
SWV 8,7><1O’8
minisensor 9,3x10°° et al., 2017)
(GALEANO;
1,2x10°% a
GCE SWV 1,3><1O’6 GUIBERTEAU;
1,4x10°°
FRANCISCO, 2000)
(GALEANO;
1,2x10%a
GCE DPV 1,7x10°8 GUIBERTEAU;
1,4x10°°
FRANCISCO, 2000)
5,0x10" a
ND-MS/GCE SWV 1,1x10°7 Este trabalho
4,6x107°

GE: Eletrodo de ouro (do inglés Gold Electrode); thiol: 4-Aminothiophenol e 4-
Mercaptobenzoic acid; GNP: Nanoparticulas de ouro (do inglés Gold Nanoparticles); CA
DNA: Moléculas de DNA ndo modificado com consecutivas adeninas (do inglés unmodified
DNA molecules with consecutive adenines); NP: Fosfato natural (do inglés Natural phosphate);

GCE: Eletrodo de carbono vitreo (do inglés Glassy Carbon Electrode).

3.4. Conclustes para ND-MS/GCE

Neste trabalho foi proposto um novo dispositivo capaz de detectar DQ a partir de um
eletrodo de carbono vitreo modificado com um novo compdsito utilizando ND e MS. Por

formar um filme biopolimérico, a MS mostrou-se um material capaz de ancorar 0s ND na
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superficie eletrddica, visto que os mesmos acabam se desprendendo da superficie do GCE sem
esse apoio. Por sua vez, o ND foi caracterizado como nanomaterial condutor e por isso, foi
responsavel por auxiliar a troca de elétrons entre eletrodo e solugdo. A modificacdo gerou um
aumento de cerca de 15 % da area eletroativa em comparacdo a um GCE ndo modificado,

entretanto o sistema provou-se pouco viavel para utilizacdo da sonda redox escolhida.

O comportamento eletroquimico da molécula de DQ foi estudado, observando-se apenas
um pico de redugdao em torno de um potencial de —0,50 V. Para o analito de interesse, o eletrodo
apresentou boa resposta para a técnica de SWV. A curva analitica compreendeu uma faixa de
concentracéo do pesticida entre 5,0x10" mol L™ a 4,6x107°>mol L™* com limite de deteccéo de
1,1x107" mol L™t. Com relacdo ao estudo de amostras de aguas superficiais e aguas de
abastecimento, foi possivel constatar que o eletrodo ND-MS/GCE mostrou eficiéncia em

detectar o analito de interesse nessas amostras.

O ND-MS/GCE mostrou-se um dispositivo de preparo rapido e facil no qual utilizou
ND ancorados a MS, um material pouco descrito na literatura sobre sensores eletroquimicos.
Por meio deste trabalho procuramos produzir resultados que ajudem a comunidade cientifica a

entender e conhecer sobre a aplicacdo desses materiais na area da quimica eletroanalitica.
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4. DESENVOLVIMENTO DE SENSOR ELETROQUIMICO BASEADO
EM NANOTUBOS DE CARBONO VERTICALMENTE ALINHADOS
PARA DETECCAO DE TADALAFILA EM AMOSTRAS
FARMACEUTICAS

4.1. Objetivo

O objetivo deste trabalho compreende o desenvolvimento e caracterizagdo de um sensor
eletroquimico a partir de um eletrodo de nanotubos de carbono verticalmente alinhados
(VACNT, do inglés Vertically Aligned Carbon Nanotubes) para deteccdo de TD em amostras

farmacéuticas.

4.2. Experimental

4.2.1. Reagentes e solucdes

A TD de grau analitico foi concedida por uma farmacia de manipulacdo localizada na
cidade de Artur Nogueira. Fosfato de sédio monobésico, dibasico (NaH2POs e NaHPOs,,
respectivamente) e a acetona (P.A.) foram adquiridos da empresa Synth. Todos 0s outros
reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as solucdes preparadas neste trabalho

utilizaram 4gua purificada (resistividade > 18 MQ cm) obtida a partir do sistema Megapurity.

As solucdes estoque de TD 1,3x10°° mol L™ foram preparadas minutos antes das
medidas eletroquimicas, utilizando acetona como solvente. As solucdes de tampdo fosfato de
concentragio 0,10 mol L™ com pH variando de 4,3 a 9,1 foram preparadas a partir da dissolugdo

dos sais de fosfato em agua purificada e da combinacao das mesmas para atingir o pH desejado.

4.2.2. Instrumentacao
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O pHmetro 827 pH Lab Methrom equipado com um eletrodo de vidro combinado com
um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™?) foi utilizado para as medidas de pH. As pesagens
foram feitas utilizando uma balanca semi-analitica BEL Enginering com preciséo de = 1,0 mg

e uma balanca analitica ED2245-E Sartorius com precisdo de + 0,10 mg.

Os ensaios eletroquimicos foram realizados em um potenciostato/galvanostato
PGSTAT 101 da empresa Autolab conduzido pelo Software NOVA 2.1.3. Utilizou-se um
compartimento de vidro com 30 mL de eletrdlito suporte além de um sistema de trés eletrodos,
sendo o eletrodo de trabalho o sensor VACNT, o contra eletrodo uma placa de platina e o
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI3,0 mol L™Y).

As andlises morfoldgicas, microscopia eletronica de transmissdo (TEM — do inglés
Transmission Electron Microscopy) e microscopia eletronica de varredura (SEM — do inglés
Scanning Electron Microscopy), foram realizadas em parceria com o Prof. Dr. Hudson em um
microscopio de transmissdo eletrénica de alta resolucdo JEOL 2100 MSC instalado no
laboratério nacional de nanotecnologia (LNNano) e Microscopio Eletrénico de Varredura
JEOL6330 instalado no Laboratério Associado de Sensores e Materiais (LAS) do Instituto

Nacional de Pesquisas Espaciais, Sdo José dos Campos, respectivamente.

4.2.3. Sintese do composito de nanotubos de carbono verticalmente alinhados e 6xido

de grafeno

De acordo com o descrito por Silva (2015) (SILVA, T. A., 2015) a sintese dos VACNT
foi feita atraves da utilizacdo de um reator de plasma de micro-ondas com frequéncia de 2,45
GHz, poténcia de 800 W e pressao de 30 Torr e se deu através da técnica de deposicao quimica
de vapor assistido por micro-ondas (MWCVD do inglés - Microwave Chemical Vapor
Deposition). Para tal, uma folha de Ti com didmetros de 10 mm x 10 mm x 0,50 mm recoberta
com uma camada de 10 nm de espessura de Ni, depositada através de evaporacao por feixe de
elétrons, foi utilizada como substrato. Essa superficie foi aquecida em um plasma de N2/H:
(20/90 sccm) variando a temperatura de 350 a 800 °C durante 5 min. Nesta etapa houve a

formac&o de particulas catalisadoras responsaveis por auxiliar no crescimento dos VACNT. Em
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seguida inseriu-se o gas precursor CH4 com vazdo de 14 sccm na camara reatora por cerca de

1 min a uma temperatura constante de 800°C.

Feita a sintese, foi necessario esfoliar as pontas dos nanotubos de carbono e incorporar
espécies oxigenadas, visto que sem esse tratamento 0s mesmos sao altamente hidrofébicos. Para
a esfoliacdo e funcionalizacéo utilizou-se um reator de plasma DC pulsado com potencial de
—700 V, frequéncia de pulso de 20 kHz e uma vazédo de oxigénio de 1 sccm a uma pressdo de
150 mTorr.

Os sistemas utilizados na etapa de sintese encontram-se no Laboratério Associado de
Sensores e Materiais (LAS) do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais em Séo José dos
Campos.

4.2.4. Montagem do eletrodo de trabalho com o filme de nanotubos de carbono

verticalmente alinhados

Os eletrodos de trabalho foram desenvolvidos a partir da fixacdo do filme de VACNT
com uma tinta de prata em uma placa de cobre. A placa de cobre foi recortada de maneira a
facilitar o manuseio do eletrodo. Apos a secagem do material, 0 mesmo foi selado com uma
cola epOxi da marca Araldite com tempo de secagem de 2 minutos, com o intuito de delimitar
uma area eletrodica de aproximadamente 1,0 cm?. A caracterizacdo do material deu-se através
de analises eletroquimicas utilizando a sonda redox Fe(CN)s* 7 devido aos potenciais de

reducdo e oxidacdo bem definidos.
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Figura 4.1: Preparo do Eletrodo VACNT nas etapas de fixagdo do filme de VACNT,

selagem do eletrodo, secagem da resina epoxi e aplicacéo eletroquimica.

I i @ -DI ¢ »E-: |

Placade Cu  Filme Eletrodo Potencial
cortada VACNT VACNT

Corrente

Fonte: Elaborada pelo autor

4.2.5. Procedimentos eletroanaliticos

Para entender o comportamento eletroquimico do analito de interesse inicialmente
foram executadas algumas técnicas voltamétricas com o fim de comparar e selecionar a que
melhor se aplica ao sistema para a deteccdo do mesmo. Por se tratar de um estudo univariado,
ou seja, os dados foram analisados e selecionados de acordo com o pardmetro observado,
utilizou-se inicialmente os parametros programados automaticamente pelo Software NOVA
2.1.3. Voltametria Ciclica (CV- do inglés Cyclic Voltammetry), Voltametria de Pulso
Diferencial (DPV- do inglés Diferential Pulse Voltammetry), Voltametria de Onda Quadrada
(SWV- do inglés Square Wave Voltammetry) e Voltametria de Varredura Linear (LSV- do
inglés Linear Sweep Voltammetry) foram as técnicas estudadas. Optou-se por prosseguir com
LSV visto que a mesma apresentou magnitude de corrente significativamente maior em
comparacdo as outras técnicas investigadas. Em seguida foi analisado o comportamento do
eletrodo em diferentes eletrélitos suportes assim como diferentes pHs. Fixados esses fatores,
foram estudadas as influéncias tanto da velocidade de varredura quanto do tempo de pré-

concentracdo da TD na superficie do eletrodo.

Baseado nas condi¢fes Otimas estipuladas previamente, fez-se a construgdo da curva
analitica para estudo de sensibilidade, faixa linear de concentracdo e limite de detec¢do do
dispositivo. Logo apds, foram analisadas amostras farmacéuticas para comparagdo entre 0s

resultados obtidos para as mesmas e 0s apresentados na curva analitica.
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4.2.6. Preparo das amostras

Neste trabalho foram averiguadas duas amostras contendo 20 mg de TD sendo: farmaco
genérico e farmaco manipulado. As amostras foram adquiridas no comércio local de Araras
sendo o farmaco genérico da empresa Medley e o farmaco manipulado da Farméacia de

Manipulagdo Botica.

O farmaco genérico, por estar em forma de comprimido, precisou passar por um
processo de macera¢do enquanto o farmaco manipulado, por se tratar de encapsulado, ndo
precisou de nenhum processo. Ambos os farmacos contendo 20 mg de TD foram dissolvidos
em 10 mL de solucdo de acetona (P.A). N&do houve processo de filtracdo para separar 0s
excipientes da solucdo. A mesma foi diluida para se obter uma concentracdo estoque de
1,3x10°% de TD. Todas as amostras foram preparadas diariamente minutos antes das medidas e

foram armazenadas sob refrigeracao.

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Caracterizacdo morfoldgica dos VACNT

A caracterizacdo morfoldgica deu-se através da analise de TEM e SEM dos VACNT. A
Imagem 4.2 A exibe um Unico nanotubo de carbono multicamadas, com varias paredes
espacadas interplanarmente em 0,32 + 0,02nm. Tais caracteristicas conferem que 0s mesmos
possuem cerca de até 40 nm de diametro. Com base na imagem de SEM retirada da parte
superior do filme de VACNT (Imagem 4.2 B) observa-se um aglomerado dos mesmos,
assemelhando-se a uma floresta. Por fim essas imagens concedem a percepc¢éao do didmetro dos
nanotubos e como 0s mesmos estdo dispostos no filme, auxiliando na compreensdo do

funcionamento dos mesmos.
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Figura 4.2: Imagens VACNT A) TEM e B) SEM

Fonte: Elaborada pelo autor

4.3.2. Caracterizacédo eletroquimica do sensor VACNT

Efetuou-se a caracterizagéo eletroquimica do sensor VACNT através de uma solucdo de KCI
0,10 mol L™* como eletrdlito suporte e sonda redox [Fe(CN)s]* ™~ 1,0x10~° mol L™%. Como
observado na Figura 4.3 A, foram executadas CVs variando as velocidades de varredura entre
10 a 450 mV st compreendendo uma faixa de potencial de —0,20 a 0,60 V. Os voltamogramas
exibem linearidade da raiz quadrada da velocidade (Figura 4.3 B) com relacdo a corrente de
pico catddica, sugerindo que para este sistema a corrente é obtida por meio da transferéncia de

elétrons através de um processo difusional.
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Figura 4.3: A) CVs obtidos para VACNT na presenca de 1,0x103 mol L™ da sonda
redox [Fe(CN)e]>’* e KCI 0,10 mol Lt para as velocidades de varredura de 10, 25, 50, 100,
160, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 mV s 1. B) Gréafico | vs v*’2 para as correntes de (o)

oxidacdo e (e) reducdo.
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Fonte: Elaborada pelo autor

A éarea eletroativa do sensor foi calculada a partir da equacdo de Randles-Sevcik (Eq.
1),

Ip = 2,69x10°A C D¥2n32y12(1)

no qual Ip refere-se a corrente de pico (A), A trata-se da area eletroativa (cm?), C é a
concentracdo da sonda redox utilizada (mol L™), D ¢é o coeficiente de difusdo da molécula
(7,6x10°° cm?s71), n € o nimero de elétrons envolvidos e v é a velocidade de varredura. A area
geométrica do VACNT foi 1,0 cm? enquanto que média da area eletroativa obtida tanto para os
picos de oxidacdo quanto para os de reducdo foi de 2,6 cm?, indicando um grande aumento
devido a esfoliacdo dos nanotubos e dos grupos funcionais condutores presentes em sua

superficie.

Para baixas velocidades de varredura, como mostrado na Figura 4.4, obteve-se um AEp
com valor de 68 mV, ou seja, o valor € préximo de 59 mV, valor atribuido para um processo
reversivel. Em todas as velocidades de varredura a relacdo entre as correntes também se

mostraram proximas a 1, constatando mais uma vez a reversibilidade do eletrodo.
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Figura 4.4: CV obtido para VACNT em solucdo de KCI 0,10 mol L ! na auséncia (e) e
na presenca () de 1,0x103 mol L* da sonda redox [Fe(CN)s]* 7~ para velocidade de varredura
de25mv st

— Branco
—— Sonda Redox

I

-0,2 0.0 0.2 0.4 0.6
E/V vs Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L)

=250 n

Fonte: Elaborada pelo autor

4.3.3. Comportamento eletroquimico da molécula de tadalafila

Inicialmente, através por meio de CV com velocidade de varredura de 100 mV st e
potencial compreendendo a faixa de 0,2 a 1,0 V analisou-se o comportamento eletroquimico da
molécula de TD. A partir do voltamograma exibido na Figura 4.5, observou-se que para este
sistema o analito oxida em um potencial aproximado de 0,89 V. O comportamento capacitivo
observado nos voltamogramas deve-se a adi¢do de acetona no meio, visto que TD é um farmaco
pouco soluvel em agua. A Figura 4.6 mostra 0 mecanismo proposto para a oxidacdo da

molécula de TD.
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Figura 4.5: A) CVs obtidos através de VACNT () na auséncia e (®) na presenga de TD
5,0x107% mol L%, em tampéo fosfato 0,10 mol L™t (pH 5,3) na velocidade de varredura de 100
mV s et =180s. B) Voltamogramas aproximados
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Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 4.6: Mecanismo proposto para oxidacdo da TD (DEMIR et al., 2014).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Com parametros predefinidos, outras técnicas como SWV (step (s), amplitude de
potencial (a) e frequéncia (f)), DPV (amplitude de potencial (a), velocidade de varredura (v) e

tempo de modulagéo do pulso (tmp)) e LSV (velocidade de varredura (v)) foram efetuadas a fim
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de encontrar a técnica que apresentasse a melhor resposta em magnitude de corrente. Apesar de
técnicas pulsadas serem caracterizadas por diminuir a corrente capacitiva € possivel constatar
através da Figura 4.7, que a voltametria linear apresentou magnitude de corrente
significativamente maior do que as outras técnicas analisadas, sendo a mesma selecionada para

estudos posteriores.

Figura 4.7: Voltamogramas do sensor VACNT em potenciais compreendendo de 0,20 a
1,0 V na presenca de TD 5,0x10°® mol L™ em tampé&o fosfato 0,10 mol L™ (pH 5,3) para: (e)
DPV (s=5mV; a=25mV; tmy 50 ms), () LSV (v=100mV s ) e(e) SWV (s=5mV;a=
20 mV e f =25 Hz). Sendo o tempo de pré-concentracdo de 180 s para todas as técnicas
estudadas.
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.3.4. Estudos do efeito do eletrolito suporte

Foram analisados 0os comportamentos eletroquimicos do analito tanto para o tampao
fosfato quanto para o tamp&o acetato na concentragdo 0,10 mol L™t e pH 5,0. Para tanto, fixou-
se a concentragdo do analito em 5,0x107® mol L™ e efetuaram-se as medidas a uma velocidade
de varredura de 100 mV s* variando o potencial de 0,20 V & 1,0 V. A partir dos voltamogramas
apresentados na Figura 4.8, constatou-se que ndo ha uma diferencga significativa tanto na

intensidade de corrente quanto no potencial de oxidacdo em qualquer tampao utilizado neste
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estudo. Por apresentar uma faixa que inclui desde pHs &cidos a alcalinos, optou-se por utilizar

o tampé&o fosfato como eletrolito suporte para estudos posteriores.

Figura 4.8: LSVs para VACNT na presenca de 5,0x10°° mol L™ de TD para diferentes
eletrolitos suporte: (o) tampéo fosfato 0,10 mol L™t (pH 5,0) e (o) tampao acetato 0,10 mol L
(pH 5,0) parav =100 mV s tet=180s.
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.3.5. Estudos do efeito do pH

Para tal, variou-se a faixa de pH do tamp&o fosfato 0,10 mol L entre 4,3 e 9,1. Tanto
0s potenciais quanto a velocidade de varredura foram as mesmas utilizadas anteriormente.
Segundo os voltamogramas exibidos na Figura 4.9, com o aumento do pH observou-se uma
diminuicdo da corrente anddica bem como do potencial de oxidagdo visto que 0 mesmo variou
cercade 0,23 V. Apesar de 0 pH 4,3 expressar a maior magnitude de corrente e um baixo desvio
padrdo, 0 mesmo apresentou potencial de reducdo proximo de 0,93V. Para eliminar possiveis
interferentes, além de melhorar o processo de catélise, elegeu-se o pH 5,0 como pH otimizado
devido ao seu baixo desvio padréo, segunda maior corrente de pico e potencial de oxidac¢do do

analito proximo de 0,89 V.
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Figura 4.9: A) LSVs para VACNT na presenca de 5,0x10 ®mol L™t de TD em tamp&o
fosfato 0,10 mol L ! para os pHs 4,3; 5,0; 5,6; 6,4; 7,0; 8,6 e 9,1 emv =100 mV s—1 e t = 180
s. B) Gréfico | (uA) vs pH.
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.3.6. Estudo da velocidade de varredura

A fim de escolher os parametros mais satisfatorios para a resposta analitica da TD,
analisaram-se os perfis voltamétricos em diferentes velocidades de varredura. Para isso
utilizou-se tamp&o fosfato 0,10 mol L™* (pH 5,0) como eletrdlito suporte, 5,0x10®mol L™t de
TD e agitou-se a solucdo durante 180 segundos. Devido a um desvio do potencial de oxidacéo
proximo de 1,0 V optou-se por ampliar a faixa de potencial de 0,20 a 1,1 V. Segundo 0s
voltamogramas obtidos, foi possivel verificar que a velocidade de varredura influencia tanto no
potencial de oxidacdo do analito quanto na corrente de resposta sendo as duas maiores correntes
obtidas em velocidades de 100 e 150 mV s (Figura 4.10). Por apresentar um desvio padréo

menor, definiu-se 150 mV s a velocidade de varredura a ser utilizada em estudos posteriores.
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Figura 4.10: A) LSVs do sensor VACNT na presenca de 5,0x10 °*mol L2 de TD em

tampé&o fosfato 0,10 mol L™ pH 5,0 para velocidades de varredura de 10, 25, 50, 100, 150, 200
e 250 mV s et=180s. B) Grafico I/pA vs Velocidade de varredura/V st
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.3.7. Estudo do tempo de pré-concentragao
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Com o intuito de entender como o tempo de pré-concentracdo influencia na corrente

obtida pelo sistema foi feito um estudo sobre 0 mesmo. Para tal fim variou-se o tempo de pré-

concentracdo entre 30 a 240 s. Com base nos voltamogramas da Figura 4.11, ha um aumento

da corrente anodica com o amento do tempo de agitacdo, indicando que o tempo de pré-

concentracdo possui influéncia nos resultados obtidos. Optou-se por cessar as medidas em 240

s visto ser um tempo no qual se alcancou uma grande magnitude de corrente.
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Figura 4.11: A) LSVs para o sensor VACNT na presenca de 5,0x10 °mol L 1de TD e
solucdo tampéo fosfato 0,10 mol L™t (pH 5,0) para os seguintes tempos de pré-concentragao:
30; 60; 90; 120; 150; 180; 210 e 240 s com v= 100 mV s *. B) Gréafico I/UA vs Tempo pré-
concentracao/s.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Os parametros, a faixa estudada e os valores estabelecidos estdo presentes na Tabela
4.1.

Tabela 4.1: Parametros experimentais estudados e 0s respectivos valores selecionados

para a deteccdo de TD por voltametria linear.

Parametros Faixa estudada Selecionado
Faixa de pH 43a9,1 5,0
Velocidade de varredura/ mV s 10 a 250 150
Tempo de pré-concentracao/ s 30 a 240 240

4.3.8. Determinacao de tadalafila pela técnica de voltametria de varredura linear

Diversas foram as medidas executadas com o intuito de construir a curva analitica. Os
voltamogramas demonstram que conforme houve o aumento da concentragéo de TD, do mesmo
modo, houve um aumento proporcional da corrente (Figura 4.12 A) de forma que ao plotar o

grafico I/uAx[TD] observou-se linearidade entre concentragdes do farmaco de 8,5x107 a
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8,9x10°° mol L™ (Figura 4.12 B). A equacdo obtida no qual relacionou-se magnitude de
corrente e concentragdo do analito foi I (nA) = 5,8[TD] + 9,5x10°° com coeficiente de
correlagio proximo a 0,993. Para este estudo o limite de detecgdo foi de 7,8x10°8 mol L™
calculado a partir da seguinte equagdo (Eq. 2):

3xSD
SL

No qual SD trata-se do desvio padrdo calculado a partir de 10 brancos e SL refere-se ao

coeficiente angular da reta obtido através do grafico I/pA vs [TD] (RIBANI et al., 2004).

Figura 4.12: A) LSVs para VACNT na presenga das seguintes concentracdes de TD: 0;
8,5x107"; 1,7x10°%; 2,6x10°%; 3,8x10°% 5,9x10°%; 7,6x10°° e 8,9x10°® mol L™ em solugdo
tampao fosfato 0,10 mol L™! (pH 5,0) com v = 150 mV s* e t = 240 s. B) Grafico I/pA vs
[TD}/umol L.
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.3.9. Determinacao de tadalafila em amostras farmacéuticas

Com o intuito de testar a eficacia do sensor para deteccdo de TD, optou-se por
determinar 0 composto presente tanto em um medicamento genérico quanto em um
manipulado. O preparo das amostras foi feito como descrito no topico 4.2.6. O método aplicado
foi o de recuperacdo no qual analisou-se a corrente obtida através da adicdo de uma
concentracdo conhecida do farmaco na célula eletroquimica comparando ent&o os resultados

adquiridos com os da curva analitica. Os resultados podem ser conferidos na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Estudo de recuperacdo de TD em amostras farmacéuticas (A) genérica e (B)

manipulada.
Amostra [DQ] pmol L™ Recuperado pmol L™ % Recuperada

5,9 6,2 103

(A)
8,9 7,8 87
7,6 7,5 98

(B)
8,9 7,7 86

A porcentagem de recuperagdo do medicamento variou entre 86 e 103% indicando que
0s excipientes presentes nas amostras ndo influenciam na magnitude de corrente para essas

concentragdes.

4.3.10. Repetibilidade e reprodutibilidade

Para estudar a repetibilidade do dispositivo 4 medidas (n=4) foram feitas em um mesmo
dia na presenca de 5,9x10°° mol L™ de TD. Obteve-se como resultado um desvio padréo
relativo proximo a 3,9%. Ja para a reprodutibilidade foram feitas 4 medidas (n=4) em dias
diferentes com a mesma concentracdo de TD descrita anteriormente, no qual foi obtido um
desvio padréo relativo de 3,4%. Ambos o0s resultados se mostraram satisfatorios por possuirem

um desvio padrdo relativo baixo.

4.3.11. Comparacdo dos parametros obtidos neste trabalho com o de outros trabalhos

descritos na literatura

Diversos sdo os dispositivos propostos para deteccdo de TD descritos na literatura. Para
avaliar o desempenho do eletrodo VACNT comparou-se o0s resultados obtidos com o0s

resultados descritos na literatura para eletrodo de diamante dopado com boro (SARTORI et al.,
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2017), eletrodo de carbono vitreo modificado com filmes nano-hibridos de carboneto de silicio
¢ nanoparticulas de ouro com B-Ciclodextrinas (YANG et al., 2015), eletrodo de carbono vitreo
modificado com compdsito de p-sulfonated calix[6]arene com 6xido de grafeno (ZHAO et al.,
2017) e composito de grafite poroso dopado com nitrogénio modificado com nanoparticulas de
platina (SALAH et al., 2018). A faixa linear para o sensor proposto neste trabalho mostrou-se
maior do que a apresentada para o dispositivo BDDE, além do mesmo exibir um limite de
deteccdo menor ou similar a alguns trabalhos da literatura, como observado na Tabela 4.3. O
disposto VACNT mostrou-se de facil preparo, visto que, depois de formados os filmes com os
nanotubos de carbono verticalmente alinhados apenas é necessario colar os mesmos em uma
placa de cobre e selar para que somente a parte de interesse entre em contato com a solugéo,
sem necessidade de tratamento eletroquimico ou até mesmo da modificacdo da superficie

eletrodica.

Tabela 4.3: Comparacéo do eletrodo VACNT e outros descritos na literatura.

Faixa Linear LOD
Sensor Técnica Referéncia
mol L™ mol L™
(SARTORI et
BDDE SWV 1,5x107a 1,3x10°® 4,2x1078
al., 2017)
-CD-Au@SicC- YANG et al.,
b DPV 1,0x10%a1,0x10* 2,5x107° (
NH»/GCE 2015)
1,0x107 a5,0x10°e (ZHAO et al.,
SCX6@RGO/GCE DPV 4,5x10°8
5,0x10°a 1,0x10°3 2017)
(SALAH et al.,
Pt/NPGR-120 DPV 1,3x10%4a4,9x10™* 2,7x10°7
2018)
VACNT LSV 8,5x107" a8,9x10°® 7,8x10°8 Este trabalho

BDDE: Eletrodo de diamante dopado com boro catodicamente pré-tratado (do inglés — boron-
doped diamond electrode); B-CD-Au@SiC-NH2/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado
com filme nano-hibrido de carboneto de silicio e nanoparticulas de ouro com -Ciclodextrinas

(do inglés — carboxymethyl-B-cyclodextrin and thiolB-cyclodextrin functionalized Au@SiC (B-
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CD-Au@SiC) modified glassy carbon electrode); SCX6@RGO/GCE: eletrodo de carbono
vitreo modificado compositos de p-sulfonated calix[6]arene com Oxido de grafeno (do inglés — p-
sulfonated calix[6]arene functionalized reduced graphene oxide modified glassy carbono
electrode); Pt/NPGR-120: compdsito de grafite poroso (tamanho dos poros de 120 nm) dopado
com nitrogénio modificado com nanoparticulas de platina (do inglés — Pt nanoparticles

supported on nitrogen-doped porous graphene ).

4.4. Conclusdes para VACNT

O presente trabalho sugeriu um novo dispositivo capaz de detectar TD em amostras
farmacéuticas a partir de um eletrodo de VACNT. A partir dos estudos eletroquimicos calculou-
se uma area eletroativa significativamente maior que a area geométrica do mesmo, garantindo

assim grandes correntes de pico anodicas.

Baseado nos estudos da molécula de TD por CV, em primeira instancia, a molécula
oxidou em um potencial de aproximadamente 0,89 V apresentando melhor resposta para a
técnica de LSV. O potencial de oxidacdo e a magnitude de corrente foram se modificando
conforme variacdo dos parametros estudados. O dispositivo obteve resposta linear em uma faixa
de concentragdo de 0,85 a 8,9 pmol L além de um limite de detecgdo de apenas 7,8x1078 mol
L%, O eletrodo aqui proposto mostrou-se eficaz na deteccdo de TD em dois tipos de amostras

farmacéuticas: genérica e manipulada.

O VACNT revelou-se um eletrodo de preparo simples e rapido, ndo necessitando de
modificacdes posteriores, facilitando o manuseio do mesmo. O dispositivo mostrou-se eficaz

na analise de TD em amostras farmacéuticas apresentando resultados satisfatorios.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho foram propostas duas novas arquiteturas para sensores eletroquimicos
baseados em nanomateriais de carbono como ND e VACNT.

Através da técnica de SWV, o sensor ND-MS/GCE foi utilizado para quantificar DQ.
Sua validacdo foi feita em amostras de aguas tanto de distribuicdo quanto de abastecimento,
indicando que é possivel utilizar um biopolimero em conjunto com nanomaterial condutor para
modificar a superficie do eletrodo de trabalho e aumentar a resposta analitica. A utilizacdo do
biopolimero se mostrou essencial para ancorar o nanomaterial e garantir a eficdcia do

dispositivo.

O sensor VACNT, por meio da técnica LSV, mostrou-se um bom dispositivo para
quantificar TD em amostras de medicamentos tanto manipulado quanto genérico, indicando ser
um sensor capaz de realizar andlises de qualidade. Por possuir uma superficie
eletroquimicamente ativa, ndo necessitando de qualquer modificagdo ou pré tratamento
eletroquimico, mostrou ser um eletrodo que atende aos quesitos de facil preparo e manuseio,

facilitando o seu uso para os devidos fins.

Conclui-se entdo que os resultados obtidos para ambos os sensores foram satisfatorios.
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6. TRABALHOS FUTUROS

A partir do desenvolvimento do presente trabalho objetiva-se estudar novas arquiteturas
de sensores a partir de nanomateriais de carbono ou até mesmo nanoparticulas condutoras, bem

como estudar novos analitos tanto de interesse ambiental quanto farmacoldgico.
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