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Ampére

Corrente alternada (do inglés: alternating current)
Acido ferdlico

Acido urico

Nanoparticulas core-shell (casca-nucleo) de Au e Pd
Nanoparticulas de ouro

Nanoparticulas de ouro adsorvidas

Nanoparticulas de ouro eletrodepositadas
Britton—Robinson

Coulombs

Carbon black (negro de fumo)

Camada difusa

Capacitancia diferencial

Camada compacta ou camada de Helmholtz
Centimetro

Codeina

Elemento de fase constante

Brometo de cetiltrimetilamonio

Voltametria ciclica (do inglés: cyclic voltammetry)
Corrente direta (do inglés: direct current)
Dihexadecilhidrogenofosfato (do inglés: dihexadecyl
hydrogen phosphate)

Dimetilformamida

Pulso diferencial (do inglés: differential pulse)
Voltametria de pulso diferencial (do inglés: differential
pulse voltammetry)

Potencial
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Espectroscopia de raios X por dispersao de energia (do
inglés: energy dispersive X-ray spectroscopy)
Espectroscopia de impedancia eletroquimica (do inglés:
electrochemical impedance spectroscopy)

Potencial de pico

Potencial de meia onda

Microscopia eletrénica de varredura com fonte de
emissdo de campo (do inglés: field emission gun
scanning electron microscopy)

Carbono vitreo (do inglés: glassy carbon)

Eletrodo de carbono vitreo (do inglés: glassy carbon
electrode)

Eletrodo de gota pendente de mercdrio (do inglés:
hanging mercury drop electrode)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés: high
performance liquid chromatography)

Hidroquinona

Corrente

Corrente de pico

Corrente de pico anodica

Eletrodo de éxido de indio e estanho (do inglés: indium
tin oxide)

Densidade corrente de pico anddico

Constante de transferéncia heterogénea de elétrons
Litro

Logaritmo natural

Limite de deteccéo (do inglés: limit of detection)
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Logaritmo

Voltametria de varredura linear (do inglés: linear sweep
voltammetry)

Metro

Mili (1073)

Microscopia eletrénica de varredura

Unidade do Sl da quantidade de substéancia

Mesotriona

Nanotubos de carbono de paredes multiplas (do inglés:
multi-walled carbon nanotube)

Numero de elétrons

Nanémetro (107° m)

Hidrazina

Nanoparticulas de dxido-hidroxido de niquel

Potencial de circuito aberto (do inglés: open circuit
potential)

Paracetamol

Cloreto de polidialildimetilamonio

Potencial hidrogenionico

pKa condicional

Poros por polegadas (do inglés: pores per inch)
Polipirrol (do inglés: polypyrrole)

Politetrafluoretileno

Potencial de carga zero (do inglés: potential of zero
charge)

Coeficiente de correlacéo

Resisténcia de transferéncia de carga

Oxido de grafeno reduzido (do inglés: reduced

graphene oxide
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\%
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XRD
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AE,
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Rotagdo por minuto

Resisténcia da solucéo

Desvio padrdo relativo (do inglés: relative standard
deviation)

Segundos

Dodecil sulfato de sodio (do inglés: sodium dodecyl
sulfate)

Onda quadrada (do inglés: square wave)

Voltametria adsortiva de redissolugdo anddica por onda
quadrada (do inglés: square-wave adsorptive anodic
stripping voltammetry)

Voltametria de onda quadrada (do inglés: square wave
voltammetry)

Microscopia eletrbnica de transmissdao (do inglés:
transmission electron microscopy)

Triptofano
4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenoglicol

Volt

Velocidade de varredura de potencial

Raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial
Impedéancia de Warburg

Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X
(do inglés: X-Ray photoelectron spectroscopy)
Difracéo de raios X (do inglés, X-Ray diffraction)
Carbono vitreo reticulado (do inglés: reticulated
vitreous carbono)

Separacao dos potenciais de pico anodico e catodico
Micro (107%)
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RESUMO
PREPARACAO DE ELETRODOS COM NOVOS MATERIAIS A BASE
DE CARBONO PARA APLICA(;AO EM ELETROANALITICA. Neste
trabalho foram desenvolvidos e explorados sensores eletroquimicos a base
de dois diferentes tipos de material de carbono: carbon black (CB) (negro de
fumo) e carbono vitreo reticulado (3D—RVC) para estudos eletroquimicos e
aplicagbes analiticas. Primeiramente, o CB foi empregado como unico
nanomaterial modificador, sendo as nanoparticulas de CB imobilizadas, a
partir de uma dispersdo em dimetilformamida, sobre a superficie de um
eletrodo de carbono vitreo. Este eletrodo foi utilizado para a quantificacdo
do herbicida mesotriona em aguas naturais e caldo de cana-de-agucar. A
curva analitica obtida apresentou linearidade de 0,040 a 7,2 pmol L™ com
limite de deteccdo de 0,026 pmol L™. Em seguida, foi construido um
eletrodo a partir da eletrodeposicéo de nanoparticulas de oxido/hidroxido de
niquel sobre um filme de CB e dihexadecilfosfato. Este novo sensor foi
aplicado na quantificacdo simultanea de paracetamol e codeina em
formulacdo farmacéutica e fluido biologico. Obteve-se curvas analiticas
lineares nas faixas de 3,0 a 47,8 pmol L™* e 0,83 a 38,3 pmol L e limites
de deteccdo de 0,12 pmol L™ e 0,48 umol L para paracetamol e codeina,
respectivamente. Em outro trabalho, o CB foi utilizado como suporte para a
sintese de nanoparticulas do tipo core-shell de Au e de Pd. Esta combinacéo
de nanomateriais foi utilizada para a preparacdo de um filme sobre a
superficie do carbono vitreo. Este sensor foi utilizado para quantificar
hidrazina em amostras de agua. A faixa linear obtida foi de 2,50 e 88,0 umol
L%, com limite de deteccédo de 1,77 pmol L. Em sequéncia, a avaliacdo do
desempenho eletroquimico do 3D—RVC modificado com nanoparticulas
ouro foi o objetivo principal deste trabalho. O 3D—RVC foi modificado por
duas diferentes estratégias de incorporacdo, eletrodeposicdo e adsorcao

quimica de uma solucédo coloidal de nanoparticulas previamente preparada.
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Foram obtidos melhores resultados em termos de sinal analitico, faixa linear
e limite de deteccéo para as sondas [Fe(CN)e]*~ e [Ru(NHz)e]**, e para as
moléculas organicas paracetamol, acido drico, hidroquinona e triptofano,
quando o eletrodo modificado com as AuNPs por eletrodeposicdo foi
utilizado. Entéo, este eletrodo foi utilizado para o desenvolvimento de um
método para a determinacdo do composto fendlico &cido ferdlico em
amostras de cosméticas e formulagdes farmacéuticas, sendo a curva analitica
linear na faixa de concentragdes de 0,07 a 2,2 umol L™, com limite de
deteccdo de 9,0 nmol L. A seletividade, precisdo e exatiddo de todos o0s
métodos propostos foram avaliadas por meio de estudos de possiveis
interferentes, repetibilidade intra- e inter-dias e comparacdo com

espectroscopia UV-Vis ou HPLC com deteccdo UV-Vis, respectivamente.
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ABSTRACT
PREPARATION OF ELECTRODES WITH NEW CARBON-BASED
MATERIALS FOR APPLICATION IN ELECTROANALYTICAL
CHEMISTRY. In this work, electrochemical sensors were developed using
two different types of carbon material: carbon black (CB) and reticulated
vitreous carbon (3D-RVC) for electrochemical studies and analytical
applications. First, CB was used as the only modifier nanomaterial, being the
CB nanoparticles immobilized from a dispersion in dimethylformamide, on
the surface of a glassy carbon electrode. This electrode was used for
quantification of mesotrione herbicide in natural waters and sugar cane
sample. The obtained analytical curve showed linearity from 0.040 to 7.2
umol L™t with detection limit of 0.026 umol L. Next, it was constructed an
electrode by the electrodeposition of nanoparticles of nickel oxide/hydroxide
on a film of CB and dihexadecylphosphate. This new sensor was applied in
the simultaneous quantification of paracetamol and codeine in commercial
pharmaceutical samples and biological samples. Linear analytical curves in
the ranges from 3.0 to 47.8 pumol L™* and 0.83 to 38.3 umol L™ and detection
limits of 0.12 umol L™* and 0.48 umol L™* were obtained for acetaminophen
and codeine, respectively. In another work, the CB was used as support for
the synthesis of nanoparticles of the core-shell type of Au and Pd. This
combination of nanomaterials was used for the preparation of a film on the
surface of the glassy carbon electrode. This sensor was used to quantify
hydrazine in water samples. The linear range obtained was 2.50 and 88.0
umol L%, with a detection limit of 1.77 pumol L. Subsequently, the
evaluation of the electrochemical performance of 3D—RVC modified with
gold nanoparticles (AuNPs) was the main objective of this work. The
3D-RVC was modified by two different strategies of incorporation,
electrodeposition and chemical adsorption of a previously prepared

nanoparticle colloidal solution. The best results in terms of analytical signal,
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linear range and detection limit for the probes [Fe(CN)g]>~ and [Ru(NHa)s]**,
and organic molecules: paracetamol, uric acid, hydroquinone and tryptophan
were obtained using the electrode modified with the AuNPs
electrodeposited. So, this electrode was used for the development of a
method for the determination of ferulic acid in cosmetic samples and
pharmaceutical formulations, being the linear analytical curve in the
concentration range from 0.07 to 2.2 umol L%, with detection limit of 9.0
nmol L1, The selectivity, precision and accuracy of the all proposed methods
were evaluated by possible interferences studies, intra- and inter-day
repeatability measurements and comparison with UV-Vis spectroscopy or
HPLC with UV-Vis detection, respectively.
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1 - Introducéo

A quimica analitica moderna tem como premissa basica o
desenvolvimento de sistemas analiticos simples e de baixo custo para o
monitoramento de analitos em diferentes amostras. O 11° principio dos dozes
“Principios da Quimica Verde”, estabelecidos por ANASTAS e WARNER,
é focado no desenvolvimento de métodos de monitoramento e controle
dentro do processo, seja ele industrial ou de pesquisa, em tempo real, antes
da formacédo de substancias nocivas?=.

Neste sentido, a confeccdo e o desenvolvimento de sistemas
analiticos de deteccao focados em anélises ecologicamente corretas e seguras
sdo de interesse global e, portanto, a pesquisa voltada para fabricacdo de
sensores analiticos de nova geracdo € um campo altamente diversificado e
dindmico®. Como resultado desse imenso interesse, uma infinidade de
dispositivos sensores estd sendo continuamente desenvolvida, com
aplicacbes sendo realizadas nos campos da analise clinica, industrial e
ambiental®.

De particular interesse séo o0s sensores derivados do ponto de
vista eletrogquimico, que atraem a atencdo porque podem proporcionar
métodos analiticos amigaveis ao meio ambiente. Estes metodos requerem
apenas pequenos volumes (poucos mililitros ou microlitros) de reagentes e
amostras, e com isso uma menor geracao de residuos; sendo que os reagentes
utilizados séo de baixa toxicidade (geralmente solugbes tampédo aguosas ou
acidas diluidas)®’.

Além disso, a partir da selecdo do material mais apropriado,
podem-se gerar sensores sensiveis, seletivos, e ainda experimentalmente
simples e de baixo custo. As propriedades analiticas a serem consideradas
incluem a relacdo sinal-ruido, janela de potencial de trabalho,
reprodutibilidade da superficie, capacidade de promover uma melhor
transferéncia de elétrons e detectabilidade®®.
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A fim de melhorar estas capacidades analiticas, o0s
pesquisadores buscam continuamente novos materiais de eletrodo que
possuam propriedades melhoradas e vantajosas em comparagdo com 0S
materiais de eletrodo mais tradicionais e comumente empregados.

O interesse em eletrodo baseados em carbono tem prosperado
nos ultimos anos com o surgimento de (nano)materiais de carbono
avancados. Isto porque o carbono € um material versatil, capaz de compor
uma gama de diferentes estruturas moleculares, sendo as propriedades
quimicas e fisicas desses materiais, determinadas pela geometria estrutural
dos atomos de carbono e pelo tipo de ligacdes quimicas entre sil®. Além
disso, este tipo de material possui propriedades, como: (i) seu baixo custo de
preparagédo, (i) alta condutividade elétrica e (iii) biocompatibilidade,
resultando em inUmeras oportunidades para desenvolver e implementar
novos sensores aprimorados*?2,

Carbon black (CB) (conhecido tambem como negro de fumo) e
carbono vitreo reticulado (3D—RVC, do inglés: reticulated vitreous carbon)
sdo tipos de carbonos poliméricos que tém sido amplamente usados em
aplicacbes em eletroanalises nos ultimos anos devido a suas propriedades
eletrbnicas, como: alta condutividade elétrica e eficiéncia em promover
transferéncia eletronica 4. Consequentemente, o trabalho de pesquisa
desenvolvido nesta tese de doutorado enfoca no uso destes materiais
carbonaceos, (CB e 3D—RVC) para a confeccdo de novos sensores

eletroquimicos e suas potenciais aplicacdes como sensores.

1.1 Materiais a base de carbono
1.1.1 Carbon black

O CB e um nanomaterial tipicamente constituido por mais de

95 % de carbono puro com uma quantidade minima de oxigénio, hidrogénio
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e nitrogénio®®. Sua estrutura morfoldgica é composta por particulas primarias
esféricas, com diametros tipicos na faixa de 3,0 e 100 nm, que se ligam por
meio de ligagcbes covalentes, formando agregados aciniformes com
diametros de 30 a 1000 nm, estes por sua vez, se agrupam em aglomerados
de tamanho maior entre 100 e 1000 um?18, Os aglomerados de CB
geralmente consistem de dezenas a milhares de agregados aderentes
mantidos unidos por forcas de Van der Waals.

Na FIGURA 1.1 é apresentado um esquema da estrutura
morfoldgica do CB!6:1°,

Agregado
30 - 1000 nm

Particula primaria
3,0—100 nm

Aglomerado
100 — 1000 ym

FIGURA 1.1 — Representacdo esquematica da estrutura de particulas

primarias, agregados e aglomerados do CB.

O CB pode ser fabricado a partir de varios processos altamente
controlados e bem estabelecidos, sendo sua pureza o que o diferencia de

fuligens que sdo subprodutos impuros da combustdo de carvdo e 6leos
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combustiveis, como o diesel. Os principais processos sdo: 0 processo de
forno (furnace black), o processo térmico (thermal black) e o processo de
canal (channel black)?*2L,

Todo método de producéo de CB é baseado em dois elementos
fundamentais: calor e decomposicdo; como estas etapas sdo planejadas € o
que define a diferenca entre eles, e consequentemente as caracteristicas das
particulas de CB obtidas?®.

O furnace black é um tipo de CB, produzido pelo processo de
oxidacgéo térmica (combustdo parcial) do gas natural, 6leos aromaticos a base
de alcatrdo de carvdo ou 6leo mineral. Usando este método é possivel
produzir uma ampla gama de CB; tamanho de particula primaria na faixa de
10 a 80 nm ou area de superficie especifica pode ser facilmente controlada
definindo os parametros de processo apropriados??,

Com um volume de producéo anual superior a dez milhdes de
toneladas, este € 0 mais importante processo de fabricagdo do CB. Mais de
95 % da producdo anual de CB do mundo e fabricada a partir deste
processo'®?,

Este material possui um baixissimo custo (aproximadamente R$
5,00 reais o kg), e seu maior uso € como um agente de reforco em pneus de
veiculos e produtos automotivos de borracha, porém tendo sido utilizado em
diversas areas como para fabricacdo de tintas, plasticos condutores,
revestimentos entre outrosé,

Os CB especificados como VULCAN XC72R, BLACK
PEARLS 4750 e CB N220 séo trés representantes fabricados a partir deste
método pela Cabot Corporation. Eles possuem propriedades fisico-quimicas

distintas como especificado na TABELA 1.1.
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TABELA 1.1 — Propriedades fisico-quimicas de trés CB tipo furnace black

Tipos de CB Area NUmerode  Tamanho de Aplicacoes
superficial iodoP particula tipicas®
BET*(m?’g")  (mgg™ (nm)

VULCAN 241% 253% 30-60% Condutivas
BLACK 1485 26077 —d Contato com
PEARLS alimentos
CB N220 1042 121% 19-25% Reforco de

borracha

& Método Brunauer—-Emmet-Teller;

b NUmeros de iodo s&o frequentemente usados para determinar o grau de insaturagao;
¢ De acordo com o fabricante (Cabot Corporation);

¢ N4o encontrado.

Devido as propriedades fisico-quimicas que os CBs possuem,
destacando-se a alta condutividade elétrica, estabilidade quimica e grande
area superficial especifica, tornam-se um material bastante atraente do ponto
de vista eletroquimico, para aplicacbes na construcdo de catalisadores,
baterias e sensores®3L,

Na literatura, muitos estudos tém demonstrado que este
material, quando usado como material modificador na superficie do sensor
eletroquimico, é capaz de melhorar a transferéncia de elétrons e aumentar a
magnitude do sinal analitico®?-%, Sendo assim, o CB é um material promissor

para a modificacdo da superficie de sensores eletroquimicos.

1.1.2 Carbono vitreo reticulado

O 3D-RVC é uma estrutura de poros abertos, composta de
carbono vitreo (GC, do inglés: glassy carbon), um material com alta
condutividade elétrica e térmica. Enquanto o carbono vitreo monolitico se
caracteriza pela predominancia de micro e mesoporos fechados, 0 3D—RVC

é formado por uma estrutura macroporosa, obtido pela carbonizagdo de
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polimeros na forma expandida ou de materiais geradores de vazios,
formando assim um caso particular de GC, a forma tridimensional®®-%’,

Estas matrizes porosas usadas como substratos, proporcionam
um volume vazio de 90 a 97 %, dependendo do grau de ppi, (nimero de
poros por polegadas), com um arranjo semelhante a um favo de mel - vide
FIGURA 1.2 (A). Esta caracteristica proporciona uma alta area superficial e
baixa massa especifica aparente. Por exemplo, um 3D—RVC com 100 ppi
possui uma area superficial de 65 cm? cm ™3 ©9),

Em termos de estrutura cristalografica, este material é formado
por planos de carbono, semelhantes a fitas entrelacadas apresentando
ordenacdo bidirecional destes planos e arranjos desordenados na terceira

orientacdo com hibridizagdo sp?, como pode ser observado na FIGURA 1.2

(B).

FIGURA 1.2 — Representacdo esquematica (A) da estrutura macroscopica e
(B) da estrutura cristalografica de 3D—RVC.

Diversas sdo as aplicacbes possiveis para este material, como
isolamento térmico e acustico, proteses 0sseas, colunas cromatograficas,
suporte para crescimento bioldgico entre outros.

Considerando suas vantagens estruturais (tridimensional) e

fisico-quimicas, principalmente a sua inercia quimica, elevada éarea
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superficial e alta condutividade elétrica, torna-se um material de eletrodo
atraente para varias finalidades em eletroquimica3’:3%40,

As principais aplicacdes em eletroquimica estdo concentradas
na producdo de H,O,, remocdo de ions metalicos, e nas aplicacdes para
células combustiveis, baterias e sensores eletroquimicos®®.

Apesar deste material ja vir sendo utilizado ha muito tempo para
fins eletroanaliticos, ainda ha muito que ser explorado, devido aos excelentes
resultados proporcionados. Em 1981, WANG publicou uma revisédo
relatando as primeiras aplicacdes de 3D—RVC em eletroanalise®’. Uma
revisdo atualizada foi descrita por FRIEDRICH et al.*, 23 anos depois. E
recentemente, WALSH et al.®® publicaram uma continuagdo ao trabalho
desenvolvido por Friedrich descrevendo as novas tendéncias no uso de
3D—RVC como um sensor eletroguimico.

Os trabalhos descritos nestas revisdes incluem o uso de RVC
com enzimas imobilizadas para determinacdo de glicose*>*°, NADH*,
neutravidina®’, e compostos fenolicos*. O eletrodo de 3D—RVC/platinizado
foi utilizado para deteccdo de glicose*, revestido com parafina como um
sensor para NAD" e modificado com niquel e lantanio para a quantificacdo
de hidrazina®*. Além disso, o 3D—RVC sem modificagGes foi empregado
para a determinacdo de dopamina®, NO,, paracetamol, acido Urico e
dopamina®,

Em trabalho recente, BROWNSON et al.>® avaliaram a
resposta eletroquimica de grafeno 3D e de 3D—RVC em solugdes aquosas e
ndo aquosas. O grafeno 3D apresentou respostas voltametricas discretas em
solucgdes aquosas, enquanto que o 3D—RVC exibiu respostas voltamétricas
de maior intensidade e com melhor definicdo de sinais. Estes resultados
concordam com o discutido anteriormente de que o 3D—RVC pode ser uma
alternativa promissora para o0 desenvolvimento de sensores e/ou

biossensores, devido a sua facilidade de uso e as diversas propriedades

8
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estruturais. Além disso, o campo de aplicacdo deste material pode ser
ampliado por meio da sua modificacdo com nanoparticulas metalicas, o que
corresponde aos principais objetivos deste trabalho, até agora poucas

aplicaces séo relatadas na literatura, como supramencionadas.

1.2 Material de carbono como suporte para sintese de

nanoparticulas metalicas

O uso de nanomateriais hibridos, como materiais de carbono e
nanoparticulas metalicas, esta crescendo, pois, qguando usados em conjunto,
podem produzir um efeito sinérgico, promovendo melhores condicdes
analiticas (sensibilidade e seletividade). Aléem disso, pode aumentar a
estabilidade, permitindo trabalhar em potenciais mais proximos de zero,
reduzindo assim o efeito de possiveis interferentes presentes nas
amostras®’,

As nanoparticulas metélicas podem ser compostas por um unico
metal, mistura de metais ou ainda Oxidos metalicos, formando ligas ou
estruturas core-shell.

Metais como Pt, Au, Ag, Ni e Pd tém sido amplamente
utilizados para este fim®®. Porém devido ao alto custo destes metais nobres,
€ comum sintetizar estas particulas suportadas em outros materiais, como o
carbono®*3, ftalocianina®, entre outros.

Esta estratégia, alem de reduzir custos, também podem produzir
efeitos sinérgicos, promovendo uma melhora nas propriedades do sensor,
quando comparado com o0s sensores utilizando um dnico material,
facilitando assim os processos de transferéncia eletronica e transporte de
massa, e aumentando a area superficial ativa®’.

Assim, devido as excelentes propriedades dos materiais de

carbonos (CB e 3D—RVC) discutidos neste trabalho, estes apresentam um
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grande potencial para serem empregados ndo sé como eletrodos ou
modificadores unicos de eletrodo, mas também para atuar como suporte para
a sintese de eletrocatalisadores, como nanoparticulas metélicas. A juncao
destes materiais € uma estratégia interessante para a confeccao de diferentes

tipos de sensores.

1.2.1 Nanoparticulas metélicas

Nanoparticulas metalicas sdo compostas por metais puros (por
exemplo, Au, Pt, Ag, Ni, Fe e Cu) ou seus compostos (6xidos e hidroxidos)
de tamanho nanométrico (1 nm = 10™° m) com pelo menos uma das
dimensdes (comprimento, largura e espessura) na ordem de 100 nm ou
menos®-%°,

No campo da eletroanédlise, as nanoparticulas metélicas vem
sendo empregadas como superficies cataliticas, visto que estas possuem
propriedades muito especificas, devido ao tamanho manomeétrico, como: alta
relacé@o superficie/volume, que a melhora consideravelmente o transporte de
massa, e a diminuicdo da razéo sinal/ruido por apresentar baixa resisténcia
interna’®"2,

Por apresentar estas propriedades, eletrodos modificados com
nanoparticulas metélicas vém cada vez mais sendo construidos e empregados
em eletroandlise, pois podem proporcionar métodos mais sensiveis e
seletivos, em comparagdo aos eletrodos convencionais’> 4,

A construcdo de eletrodos modificados com nanoparticulas
metéalicas é realizada principalmente pela deposicéo eletroquimica do metal,
na forma de nanoparticulas, sobre a superficie do eletrodo base. Porém, a
modificacdo a partir de nanoparticulas previamente produzidas também é

relatada’ e,

10
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1.2.1.1 Nanoparticulas de ouro

O ouro é um eficiente condutor elétrico, sendo ideal para a
construcdo de sensores eletroquimicos. No entanto, como o ouro €
relativamente caro, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) podem oferecer uma
alternativa econdmica, além dos demais beneficios, ja discutidos, fornecidos
pelo seu tamanho reduzido’”.

O método mais simples e amplamente empregado para a sintese
de AuNPs, chamado método de Turkevich’, é baseado na reducdo quimica
de precursores, como cloreto de ouro ou acido tetracloaurico, usando citrato
de sodio como agente redutor. O citrato de sédio aléem de promover a reducéo
do ouro, atua também como agente dispersante para estabilizar as AuNPs
formadas. Além disso, variando a concentracdo do citrato é possivel
controlar o tamanho e a forma do AuNPs™,

No entanto, a eletrodeposicdo também fornece uma maneira
facil e rapida, e é uma alternativa de menor custo para obter-se AuNPs. A
vantagem dessa técnica € que a nanoparticula fica diretamente ligada ao
substrato. O tamanho das particulas, a massa, a espessura e a morfologia dos
materiais nanoestruturados podem ser controladas ajustando-se as condicdes

de eletrodeposicao®!®2,

1.2.1.2 Nanoparticulas de 6xido-hidroxido de niquel

Além das nanoparticulas metélicas simples (apenas um metal),
as nanoparticulas de compostos, como 6xidos sdo interessantes por ser uma
classe de materiais diversificada, cujas propriedades variam de metais a
semicondutores e isolantes.

As nanoparticulas de oxido-hidroxido de niquel (NIOOHNPS),
sd0 um importante nanomaterial devido as propriedades quimicas,

superficiais e microestruturais especificas®.

11
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Elas podem ser geradas eletroquimicamente utilizando-se um
eletrodo contendo nanoparticulas de niquel em meio alcalino; entdo sao
geradas espécies de hidroxido (Ni(OH),) e dxido-hidréxido de niquel
(NiOOH), sendo esta ultima a principal responsavel pelo efeito
eletrocatalitico. Estes tipo de material possui uma boa reversibilidade,
facilidade de sintese, além do baixo custo dos materiais precursores®. Por
ISSO seu uso tem sido bastante promissor na construcdo de sensores
eletroquimicos.

Alguns trabalhos na literatura relatam métodos analiticos
usando eletrodos modificados com NiOOHNPs para diferentes analitos’8>
8 BATCHELOR-MCAULEY et al.® utilizaram NiOOHNPs imobilizadas
em um eletrodo de grafite para a determinagdo de aspirina. Em outros
trabalhos, o eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés: glassy carbon
electrode) modificado com NiOOHNPs também foi usado na investigacao
da oxidacdo eletroquimica de aminoéacidos® e glutationa®”. E ainda,
FIGUEIREDO-FILHO et al.” aplicaram um eletrodo modificado com
nanotubos de carbono e NIOOHNPs para a determinacdo simultanea de
neurotransmissores de catecolaminas.

Até onde pode-se constatar, ndo foram relatados na literatura
eletrodos modificados NIOOHNPs tendo CB como suporte para
eletrodeposicdo das mesmas. Devido as propriedades discutidas para estes

dois nanomateriais este sensor € de grande interesse.

1.2.1.3 Nanoparticulas core-shell de ouro e paladio

Outro tipo de nanoparticulas metalicas interessantes sao aquelas
formadas por dois metais ou mais metais, as chamadas ligas metalicas. Estas
possuem propriedades eletrénicas, opticas e cataliticas atrativas, diferentes

daquelas dos metais simples correspondentes®8, A adicdo de um segundo

12
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componente metalico pode melhorar a atividade, seletividade e estabilidade
de um metal puro®-%2,

Em especial, as nanoparticulas bimetalicas do tipo core-shell
sdo estruturas onde uma casca fina composta de um metal envolve um nicleo
composto de outro metal. Metais nobres, como Pt, Au, Ag e Pd, tém sido
amplamente utilizados para essa finalidade®®.

Entre varias nanoparticulas bimetalicas, as estruturas core-shell
formadas por Au-Pd tém sido amplamente utilizadas como materiais
cataliticos para uma variedade de reacdes, porque Au e Pd sdo misciveis em
qualquer proporgdo, como pode ser visto em seu diagrama de fases
apresentado anteriormente®3%,

Em alguns estudos demonstraram-se que nanoparticulas de Au-
Pd suportadas em diferentes materiais, tais como grafeno®%, nanotubos de
TiO,Y, e ftalocianinas®® apresentam alta atividade catalitica para a oxidagdo
de hidrazina. Algumas dessas abordagens usavam grafeno ou ftalocianina
como modificador de eletrodos. No entanto, sabe-se que estes materiais sdo
de alto custo e séo dificeis de reproduzir sinteticamente. Como alternativa a

estes materiais, 0 CB é um interessante material para este fim.

1.3 Aplicacgdes analiticas

Desenvolver novas metodologias para a deteccdo e
quantificacdo sensiveis de analitos alvos, bem como para fornecer
ferramentas econbmicas, rapidas e faceis de usar para O
controle/monitoramento de rotina é o grande desafio encontrado na area de
quimica analitica.

Para esse fim, o uso de técnicas eletroanaliticas pode ser muito
util e confiavel, pois exige tempo curto para anélises combinadas com dados
analiticos caracterizados por alta precisao e sensibilidade; além disso, o custo

de instrumentagéo é baixo e pode ser facilmente miniaturizado.

13
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Nesse sentido, as novas arquiteturas de sensores eletroquimicos
aqui desenvolvidas foram empregadas para a quantificacdo de importantes
substancias relacionadas com o controle ambiental, analises clinicas e

industriais como serdo discutidos a seguir.

1.3.1 Controle ambiental

A poluicdo ambiental atual € um grave problema mundial que
requer novas estratégias de monitoramento e prevencao.

O impacto causado no meio ambiente pelo uso de pesticidas ja
vem sendo estudados ha muito tempo. No entanto, ha a necessidade de olhar
para além dos poluentes alvos tradicionais (ja considerados de risco) quando
se avaliam os perigos dos produtos quimicos para a saude humana e para 0s
ecossistemas, como uma questdo prioritaria em todas as areas a nivel

mundial®%1%,

1.3.1.1 Pesticidas — Mesotriona

Um grande namero de pesticidas esta disponivel no mercado
para suprir a necessidade das industrias agricolas no controle de pragas®.
No entanto, ha uma preocupacdo com o impacto ambiental de seu uso
irregular, uma vez que a contaminacdo ambiental pode ocorrer pela migracao
de pesticidas das culturas tratadas para o ar, a agua e solos01.1%2,

Os pesticidas sdo frequentemente divididos em grupos,
incluindo herbicidas, inseticidas, fungicidas, nematicidas e rodenticidas’®, e
também podem ser classificados de acordo com composi¢do quimica, seu
modo de acdo ou seu alvo®.

Mesotriona (MST) € o nome usual para 2-(4-metilsulfonil-2-
nitrobenzoil)ciclo-hexano-1,3-diona, o qual a estrutura quimica esta
representada na FIGURA 1.3. O MST e considerado um novo membro da

familia dos herbicidas, pertencentes ao grupo quimico das tricetonas, e €

14
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utilizado para o controle seletivo pos-emergente de plantas daninhas e

gramineas em culturas de milho e cana-de-agucar 103104,

NO,

N o Cs
\
O// 5

FIGURA 1.3 — Estrutura quimica do herbicida MST.

O milho e a cana-de-agucar séo tolerantes ao MST devido a sua
capacidade de metabolizar rapidamente o herbicida sem produzir
metabdlitos com atividade herbicida, por outro lado, as ervas daninhas mais
sensiveis sdo incapazes de fazer isso'®. O MST e classificado como
toxicologicamente perigoso para 0 meio ambiente. No entanto, ha pouca
informacéo sobre o seu impacto nos seres humanos porque a sua presenca
no mercado e relativamente nova!®®. Em geral, os estudos realizados in vivo
em animais mostraram a seguranca relativa das tricetonas apds exposicao
aguda'?’,

Por se tratar de um herbicida relativamente novo, métodos
analiticos de monitoramento sdo necessarios para garantir o0 cumprimento
dos requisitos legais, bem como auxiliar no controle ambiental.

Existem apenas quatros trabalhos na literatura utilizando
técnicas eletroanaliticas para a determinagéo deste herbicidal®®-112,

WAGHEU et al.'® utilizaram a voltametria de onda quadrada
(SWV, do inglés: square wave voltammetry) com um GCE, do inglés:
modificado com argila organica, previamente modificada com surfactantes,
para a determinacdo de MST em uma formulacdo comercial. A
eletrorreducdo de MST foi realizada em solucdo de tampao de acetato (pH

6,0), ap6s 2 minutos de acumulacdo em potencial de circuito aberto (OCP,

15
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do inglés: open circuit potential). Obtiveram linearidade na faixa de 0,25 a
2,5 umol L™ e limite de deteccéo (LOD, do inglés: limit of detection) de 0,26
umol L2,

ERDOGDU e TITRETIR!® descreveram um método que
envolve um eletrodo de gota pendente de mercurio (HMDE, do inglés:
Hanging mercury drop electrode) e voltametria de pulso diferencial (DPV,
do inglés: differential pulse voltammetry), para a determinacdo de MST em
amostras fortificadas de solo. A curva analitica foi construida em solucéo
tampao fosfato pH 7,0, e foi linear na faixa de 0,10 a 10 umol L™t e LOD
calculado foi de 0,050 pmol L.

BARCHANSKA et al.' utilizaram um eletrodo de GCE para
a quantificacdo de MST e seus produtos de degradacdo usando DPV. As
medidas voltamétricas para MST foram realizadas em solugdo tampéo
Britton—-Robinson (BR) pH 6,0, e uma linearidade na faixa de 0,50 — 5,0
umol L foi obtida, com um LOD de 0,17 pmol L. Este método foi
aplicado para a determinacdo de MST em amostras de agua potavel e 4gua
superficial.

Recentemente, HDIOUECH et al.!'! desenvolveram um
biosensor com nitroredutase imobilizada em GCE por adsorcdo em
nanoparticulas de Mg,Al-NO; revestidas com nanoparticulas de MgAl. As
medidas amperométricas foram baseadas na reducdo enzimatica competitiva
entre [Fe(CN)g]®” e MST. A faixa linear encontrada foi de 5,0 a 60 umol L™
e um LOD de 3,0 umol L™,

Como existem poucos métodos eletroanaliticos para a
determinacdo deste herbicida, o desenvolvimento de métodos mais simples

e econdmicos ainda é de grande interesse.
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1.3.1.2 Substancias emergentes - Hidrazina

Substancias ambientais emergentes sdo definidas como
substancias quimicas sintéticas ou naturais que ndo Sdo comumente
monitoradas no ambiente, mas cuja presenca e significancia estdo sendo
esclarecidas. Isto porque sua presenca neste meio esta cada vez maior, e
consequentemente gera uma preocupacao relacionada com suas potenciais
ameagas aos ecossistemas ambientais, devido a auséncia de programas de
monitoramento de rotina'*2,

Considerando sua alta relevancia, essas substancias estéo sendo
identificadas pelo Grupo Europeu NORMAN (Rede de laboratorios de
referéncia, centros de pesquisa e organizacdes relacionadas para o
monitoramento de substancias ambientais emergentes) e incluidas em uma
lista de substancias prioritarias, cuja ultima atualizacdo foi fornecida em
fevereiro de 20163,

Hidrazina (N2H4) € um composto quimico, que desde 2011 foi
identificada e incluida nesta lista de substancias prioritarias, na classe de
produtos quimicos industrial.

N2Hs € conhecida por suas extensas aplicacGes industriais,
incluindo seu uso em produtos quimicos agricolas, intermediarios
farmacéuticos, inibidores de corrosdo em caldeiras e tubulag¢Ges industriais,
e agentes catalisadores, bem como propulsor de foguete.!4>, No entanto,
agéncias ambientais relataram a hidrazina como um possivel carcindgeno
para humanos, uma vez que alguns estudos mostraram um aumento na
incidéncia de tumores de pulmdo e figado em ratos expostos a
hidrazinalt6:1t’,

Além disso, devido a sua alta solubilidade, ha grande
preocupacdo com a contaminacdo do solo e da agua pelo N2Hs. Neste
contexto, considerando as preocupagdes com a poluicdo ambiental, métodos
simples, rapidos e de baixo custo para a quantificagdo de N2H, em agua
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natural s&o de grande interesse para auxiliar o monitoramento e controle
ambiental.

N2Hs pode ser facilmente oxidada utilizando métodos
eletroanaliticos. Neste contexto, na literatura sdo descritos a construcdo de

varios sensores eletroquimicos para a determinacgdo de NoH,812°,

1.3.2 Analises clinicas e industriais

A determinacdo de principios ativos em produtos farmacéuticos
e fluidos biologicos é uma area importante da quimica analitica, que esta em
rapido desenvolvimento e desempenha um papel significativo no controle de
qualidade, diagnéstico em medicina clinica (em casos de suspeita de
intoxicacdo por farmacos) e também estudos de funcéo fisioldgical?"1%8,

Entre os varios tipos de medicamentos, a classe dos analgeésicos,
que sdo usados para reduzir ou aliviar a dor e a febre, tem levado a
preocupacdes constantes, pois a automedicacdo e a facilidade de compra
contribuem para o uso excessivo e abusivo desse tipo de medicamento?°1%,

Portanto, o desenvolvimento de procedimentos analiticos
simples, rapidos, sensiveis e precisos para a identificacdo e quantificacdo de

medicamentos é atualmente de grande interesse e significancia.

1.3.2.1 Analgésicos — Paracetamol e codeina

O paracetamol (PCT) (FIGURA 1.4) (também conhecido como
acetaminofeno) é um analgésico néo esteroidal que € amplamente utilizado
para o alivio de dores leves e febre!3132, Embora esse farmaco seja muito
seguro em doses terapéuticas, sabe-se que doses excessivas causam danos
graves ao figado, podendo até causar faléncia de 6rgdos em questdo de
horas!®3-13%, Quando ingerido, o PCT é rapidamente absorvido pelo trato

gastrointestinal, sendo parcialmente convertido em metabdlitos ativos no
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figado, e excretado principalmente através dos rins, sendo 4 % na sua forma
inalteradal®.

Para o alivio de dores mais intensas, a combinacdo de
analgésicos com diferentes modos de acdo é frequentemente recomendada.

A codeina (COD) (FIGURA 1.4) é um analgésico opioide
derivado da morfina, que € metabolizado principalmente no figado e 5-15%
dela é excretada inalterada na urina®. E comumente utilizada em
combinacdo com outros farmacos, como aspirina e PCT, porque e dificil
conseguir um controle efetivo da dor de moderada a grave usando apenas um
tipo analgésico. A combinacdo desses farmacos oferece analgesia eficaz
utilizando doses reduzidas dos farmacos individuais, o que pode reduzir a
gravidade da utilizacdo doses excessivas®*%, Assim, PCT e COD sdo

comumente encontrados em combinacgdo nas formulag6es farmacéuticas.

CH,

HO
Paracetamol Codeina
FIGURA 1.4 — Estrutura quimica dos analgésicos PCT e COD.

Portanto, € necessario o desenvolvimento de métodos analiticos
para determinacdo simultanea de PCT e COD para o controle de qualidade
industrial, e também para quantificacdo em fluidos bioldgicos a fim de
auxiliar o diagnostico clinico, e garantir a dose correta em pacientes durante

0 tratamento.
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Alguns métodos eletroanaliticos tém sido relatados na literatura
para a determinacédo simultanea de PCT e COD#-143,

AFKHAMI et al.**! desenvolveram um eletrodo de pasta de
carbono modificado com grafeno e CoFe;O, para determinar
simultaneamente PCT e COD. Utilizando SWV em solucdo de tampao BR
pH 7,0 quantificaram estes dois farmacos em amostras de fluido biologicos
e farmacéuticas. Neste método foram obtidos faixas lineares de 0,03 a 12,0
umol Lt para ambos analitos e LOD de 0,025 pmol L™ para PCT e 0,011
umol L para COD.

BABAEI et al.}*? utilizaram um eletrodo de GCE modificado
com nanotubos de carbono de paredes mdaltiplas (MWCNTS, do inglés:
multi-walled carbon nanotube) para a eletrooxidacdo de PCT e COD por
DPV. As curvas analiticas obtidas em solucdo de tampéo fosfato pH 7,0
foram lineares na faixa de 5,00 a 400 pmol L™ para PCT e de 5,00 a 240
umol L™t para COD. E os LOD alcangados foram de 0,19 e 0,20 pmol L™
para PCT e COD, respectivamente.

MASHHADIZADEH et al.1*® confeccionaram um eletrodo de
pasta de carbono modificado com nanoparticulas de TiO; para a deteccdo
simultanea de PCT e COD em amostras de soro sanguineo humano. Usando
DPV e solucdo tampao fosfato pH 5,0, obtiveram faixas lineares de 0,6 a
110,6 pumol L™t e de 0,0 a 26 umol Lt com LOD de 0,050 pmol L™t e 0,018
umol L™t para PCT e COD, respectivamente

1.3.2.2 Antioxidantes - Acido ferulico
O é&cido ferulico (AF) € um composto fendlico, FIGURA 1.5,

que possui atividades farmacologicas, incluindo antienvelhecimento, anti-
inflamatdria, antitromboética e principalmente antioxidante, a qual é

responsavel pelos seus principais beneficios e aplicacoes*414,
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O AF tem sido amplamente utilizado nos campos da medicina,
alimentos nutritivos e principalmente em cosméticos, sendo usado em:
protetores solares, produtos anti-idade, e ainda como coadjuvante no
clareamento de manchas4,

Devido a essas diversas aplicacfes de AF, a determinacao deste
analito em produtos comerciais € necessaria para garantir o cumprimento dos
requisitos legais, bem como os procedimentos de controle de qualidade nas
industrias cosméticas e farmacéutica.

Procedimentos eletroquimicos podem ser encontrados na
literatura para a determinagdo de AF. A seguir sdo descritos os de maior
relevancia publicados nos Gltimos cinco anos.

ABDEL-HAMID e NEWAIR construiram um eletrodo GCE
modificado com polipirrol (PPy, do inglés: polypyrrole) e MWCNTS para a
determinacdo AF em amostras de pipocas comerciais. Utilizaram a técnica
de voltametria adsortiva de redissolucdo anodica por onda quadrada
(SWAdJASV do inglés: square-wave adsorptive anodic stripping
voltammetry), com potencial de acumulacao de —0,40 V por 60 s, em solucéo
de tampao fosfato pH 3,5. A faixa linear de concentragdes obtida foi de 3,2
a 25,0 umol L™t e 0 LOD calculado igual a 1,17 umol L™,

ERADY et al.}*® determinaram AF em amostras fortificadas de
urina e vinho utilizando amperometria e um eletrodo de pasta de carbono
composto por MWCNTs decorados com nanoparticulas de Ag. Sob
condicdes otimizadas em solucdo de tampéo fosfato pH 7,0, obtiveram
linearidade na faixa de 0,04 a 1000 pmol L™ com um LOD igual a 0,03 pmol
L1, Além disso, estes autores propuseram um mecanismo de eletrooxidacéo
para AF em solucédo de tampao fosfato pH 7,0; o processo envolve a perda
de um elétron e um préton do grupo OH da molécula de AF, uma vez que o
ion fendxido formado € estabilizado por ressonancia, como ilustrado na
FIGURA 1.5.
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OH

H,CO H3CO
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o/ OH o/ OH

Acido ferulico

FIGURA 1.5 — Reacéo de eletrooxidacédo de AF proposta por ERADY et
a|.148

LIU et al. desenvolveram dois procedimentos para detectar AF
no fitoterapico Angelica sinensis e em urina e plasma sanguineo. No primeiro
trabalho#° utilizaram um eletrodo de GCE modificado com dxido de grafeno
reduzido (RGO, do inglés: reduced graphene oxide) e no segundo**® GCE
modificado com  grafeno  funcionalizado com cloreto de
polidialildimetilaménio (PDDA); Empregando-se a tecnica de DPV
obtiveram faixas lineares para AF de 0,085 a 38,9 pmol L™ e 0,09 a 52,9
umol L2, respectivamente. E um LOD de 0,02 em ambos os métodos.

Por fim, ZHAO et al.*® utilizaram um eletrodo de GCE
modificado com MWCNTSs para a determinacdo farmacéutica de AF. A
técnica de DPV foi utilizada para construcdo da curva analitica, que foi linear
na faixa de 2,0 a 10,0 umol L™t com um LOD de 1,00 pmol L™,
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2 — Objetivos
2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi o de preparar eletrodos utilizando
materiais a base de carbono como CB e 3D-RVC, e avaliar seu
comportamento eletroquimico e a sua aplicabilidade no desenvolvimento de
procedimentos eletroanaliticos para a determinagédo de analitos de interesse
ambiental e farmacéutico empregando técnicas voltamétricas de pulso ou

amperometria.

2.2 Objetivos especificos
Para o cumprimento do objetivo geral foram estabelecidos os
seguintes objetivos especificos, divididos em dois grupos, de acordo com 0

material de carbono utilizado:

2.2.1 Confeccdo, estudos eletroguimicos e aplicacbes de

eletrodos a base de CB

¢+ Preparar e avaliar um eletrodo modificado com CB para o estudos
eletroquimicos e determinacdo voltametrica do pesticida MST;

¢ Explorar o uso de um sensor eletroquimico modificado com CB e
dihexadecilfosfato (DHP) como suporte para a eletrodeposicédo de
nanoparticulas de 6xido-hidroxido de niquel (NiIOOH) e aplica-lo para
a determinacdo simultanea de paracetamol e codeina;

+ Sintetizar e caracterizar nanoparticulas core-shell de Au-Pd
suportadas em CB, e avalia-las como material modificador, em filme
de DHP, para o desenvolvimento de um sensor eletroquimico de

hidrazina;
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2.2.2 Avaliacéo de eletrodos de carbono vitreo reticulado como

0

substrato para deposicdo de nanoparticulas de ouro e

suas aplicacoes

Preparar, caracterizar e avaliar eletrodos de 3D—RVC modificados
com nanoparticulas de ouro (AuNPs) utilizando duas diferentes
estratégias de imobilizacao (eletrodeposicao e adsorcao);

Explorar o uso do 3D—RVC modificados com nanoparticulas de ouro
utilizando a melhor estratégia avaliada anteriormente, para aplicacéo
como um sensor eletroquimico para a quantificagdo de acido ferulico

em cosmeticos e produtos farmacéuticos.
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3 — Eletrodo modificado com carbon black como sensor para
estudos eletroquimicos e determinacdo voltamétrica do

pesticida mesotriona

Neste trabalho, desenvolveu-se um método analitico para a
determinacdo do pesticida MST, em &guas naturais e amostra de cana-de-
acucar, utilizando um sensor eletroquimico com base no GCE modificado
com CB.

Os resultados discutidos neste capitulo encontram-se
publicados na literatura e foram reproduzidos com permissao da Elsevier, a
saber:

Patricia B. Deroco; Bruna C. Lourencao e Orlando Fatibello-
Filho, O. “The use of modified electrode with carbon black as sensor to the
electrochemical studies and voltammetric determination of pesticide

mesotrione.” Microchemical Journal, v. 133, p. 188-194, 2017.

3.1 Objetivo especifico

Objetivo desta parte do trabalho foi o de explorar as
propriedades eletroquimicas do CB como unico nanomaterial modificador
de eletrodo, sendo as nanoparticulas de CB imobilizadas, a partir de uma
dispersédo em dimetilformamida (DMF), sobre a superficie de um GCE.

Considerando a importancia do controle do impacto ambiental,
este sensor foi avaliado em relacdo a aplicacdo analitica, como alternativa,
simples e rapida, para o controle ambiental do herbicida MST em &guas

naturais e amostra de cana-de-acgucar.
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3.2 Experimental

3.2.1 Reagentes e padroes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico: o padrao
de MST foi adquirido da Fluka e a dimetilformamida (DMF) da Synth. Os
surfactantes, brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), Triton X-100 (4-
(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenoglicol) e dodecil sulfato de sddio
(SDS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich e o CB tipo VXC72R foi
fornecido pela Cabot Corporation, Brasil.

Solugbes desoxigenada de tampéo fosfato 0,2 mol L™, foram
preparadas pela adicdo de quantidades suficientes de HsPO4 e KH,PO4 para
os pH 2,0 e 3,0; KH,PO4 para o pH 4,0; KH,PO4e Na;HPO4 para os pH 5,0,
6,0, 7,0, 8,0; em agua suficiente para completar um bal&o volumétrico de 250
mL.

A solucdo estoque de MST 0,01 mol L™ foi preparada
diariamente em acetonitrila e as demais diluicdes foram feitas no eletrolito
suporte, que neste caso foi utilizado o tampéo fosfato 0,2 mol L™ pH 2,0 (a
solucdo mais concentrada de MST utilizada foi de 30 pmol L™ que possui
um teor de 0,3 % (v/v) de acetonitrila). Este eletrdlito suporte foi selecionado
de acordo com os resultados que foram discutidos na SECAO 3.3.4.

Todas as solucdes foram preparadas usando agua ultrapura
fornecida por um sistema Milli-Q (Millipore®), com resistividade > 18,2

MQ cm.

3.2.2 Instrumentacéao

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se balancas
analiticas, Mettler (modelo H10) e Shimadzu (modelo AUW220D) e com

precisdo de + 0,1 mg e de + 0,01 mg, respectivamente.
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Para as medidas do potencial hidrogeni6nico (pH) das solucdes
foi utilizado um pHmetro Orion, modelo EA 940, conectado a um eletrodo
de vidro Digimed e um eletrodo de referéncia externo de Ag/AgCl (KCI 3,0
mol L™1) combinados em um Unico corpo.

Para a preparacdo das dispersdes foi utilizado um ultrassom
Soni-Tech (modelo SONI-TOP-402A) com uma frequéncia de 40 kHz.

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um
potenciostato/galvanostato p-Autolab tipo 11l (Ecochemie, Suica)
interfaciado a um computador e gerenciado pelo programa computacional
GPES 4.9. Os voltamogramas de pulso diferencial (DP, do inglés:
differential pulse) e onda quadrada (SW, do inglés: square wave) obtidos
tiveram suas linhas base corrigidas pelo metodo da média mével (largura do
pico: 0,003) e os ruidos foram suavizados, quando necessario, utilizando o
algoritmo Savicky-Golay disponivel no software GPES 4.9.

Uma célula de vidro Pyrex® de compartimento Gnico equipada
com uma tampa de politetrafluoretileno (PTFE) foi utilizada com um sistema
convencional de trés eletrodos, incluindo uma placa de Pt como eletrodo
auxiliar, um eletrodo de Ag/AgCl (solucéo interna de KCI 3,0 mol L™) como
referéncia e como eletrodo de trabalho, eletrodo modificado proposto, ver
FIGURA 3.1.

Eletrodo de trabalho

l

- 1
El(;tlr;)c(iodacu;;hdr I > Eletrodo de referéncia
Ag/AgCl (KCl13,0 mol L)

4

FIGURA 3.1 — Célula eletroquimica de compartimento Unico com os trés

eletrodos utilizados.
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A anélise morfologica dos nanomateriais foi realizada a partir
de imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura com fonte de
emissdo de campo (FEG/SEM, do inglés: field emission gun scanning
electron microscopy), modelo Magellan 400 L, operado a 25 kV. Para esta
analise, uma aliquota de 20 pL da dispersdo aquosa do nanomaterial de
interesse (para este caso de CB) foi gotejada sobre uma placa GCE de 1 cm?

e 0 solvente evaporado em temperatura ambiente.

3.2.3 Preparacao do eletrodo de trabalho (GCE modificado)
A superficie do GCE (& = 3,0 mm) foi polida com uma

suspensdo de alumina (0,3 pm) com o auxilio de uma politriz e um pano
metalogréafico, depois foi lavada com &gua ultrapura e isopropanol, e em
seguida, submetida ao banho ultrassdnico durante 2 min em agua ultrapura
para remover particulas adsorvidas.

Em seguida, um esquema das etapas experimentais para a
preparacdo do GCE modificado com CB € apresentado na FIGURA 3.2.
Primeiramente, uma dispersdo, contendo 1,00 mg de CB e 1,0 mL de DMF,
foi colocada num banho de ultrassom por 30 min. Em seguida, 8 pL desta
dispersdo (CB—DMF) foi gotejada sobre a superficie do GCE e o eletrodo
ficou a temperatura ambiente durante a noite toda para a secagem do solvente
e a formacdo do filme de CB na superficie do GCE. Por fim, o eletrodo

modificado foi simbolizado como CB/CGE.
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Carbonblack
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' GCE CB/GCE

FIGURA 3.2 — Representacdo esquematica das etapas de preparo do eletrodo
de trabalho.

3.2.4 Medidas eletroquimicas

E importante salientar que todas as medidas voltamétricas
foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio (N2) para evitar a interferéncia
de oxigénio (O2) nas analises do MST.

As medidas de espectroscopia de impedéncia eletroquimica,
EIS (do inglés: electrochemical impedance spectroscopy) foram empregadas
para caracterizar o CB/GCE usando uma solucdo de KCI 0,1 mol L™
contendo o par redox [Fe(CN)e]* 4~ ambos na concentragdo de 5,0 mmol L™,
Estas medidas foram efetuadas em potencial de circuito aberto (OCP = 0,22
V), na faixa de frequéncias de 10 mHz e 100 kHz (10 pontos por década) e
com uma amplitude de 10 mV.

Para o experimento de potencial de carga zero (PZC, do inglés:
potential of zero charge), espectros de impedancia eletroquimica, baseados
em uma pertubacdo AC (do inglés: alternating current) com amplitude de
10 mV, foram coletados em diferentes potenciais DC (do inglés: direct
current) (entre —0,70 V e 0,20 V), na faixa de frequéncia de 10 Hz a 100 kHz
(10 pontos por década) usando o CB/GCE em solucdo de NaClO4 5,0 mmol
L™, na auséncia e na presenca do surfactante CTAB 30,0 umol L™ As
medidas de PZC e capacitancia foram baseadas no modelo de Gouy-

Chapman-Sternt2153,
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O comportamento eletroquimico de MST foi investigado
utilizando a voltametria ciclica (CV, do inglés: cyclic voltammetry) e a
determinacdo do MST foi realizada utilizando DPV e SWV, a fim de
selecionar as melhores condicdes analiticas (faixa linear, sensibilidade e
LOD). Apos otimizacdo dos parametros experimentais para o método
proposto, as curvas analiticas foram construidas com a adi¢do de pequenos
volumes de solucdes padrdo do analito. Todas as medidas foram efetuadas
em triplicata (n = 3) para cada concentracao.

O LOD foi calculado de acordo com a equagdo 3x SD/m, onde
SD é o desvio padrdo de dez brancos e m é o coeficiente angular da curva

analitical®*,

3.2.5 Preparo das amostras analisadas

As amostras de agua foram coletadas na represa e em uma
torneira localizadas na Universidade Federal de Sdo Carlos, na cidade de Sdo
Carlos, Brasil. O ponto de coleta na represa foi registrado usando um GPS
(21°59'08.06" S 47°52'55.13" W), amostras coletadas em 10/05/2016.

A amostra de caldo de cana-de-acUcar foi adquirida no comércio
local.

Antes da utilizacdo para as analises, as amostras foram filtradas
utilizando um papel de filtro Nalgon®, tamanho de poro menor do que 1 um,
para remover qualquer material em particulas suspensas.

Em seguida, elas foram fortificadas com duas diferentes
concentracdes de MST (5,10 pumol L™ e 53,0 umol L™), e entdo, uma
aliguota de cada amostra foi transferido para a célula eletroquimica, e

analisada aplicando-se 0 método proposto.
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3.3 Resultados e discussao
3.3.1 Caracterizacdo morfoldgica e eletroquimica do filme de
CB
A morfologia superficial do filme (CB—DMF) utilizado sobre o
eletrodo de GCE foi analisada a partir de imagens de FEG/SEM. Na
FIGURA 3.3 (A) foi apresentada a imagem de SEM para o filme CB
formado, € possivel observar que o material é constituido por varias
particulas nanomeétricas de carbono com a formacao de alguns aglomerados.
Estas nanoparticulas possuem tamanho médio de 32,1 nm,
como pode ser visto no histograma de distribuicdo apresentado na FIGURA
3.3 (B), e estdo bem distribuidas na superficie do GCE, resultando numa

superficie porosa, que pode proporcionar uma maior area superficial

eletroativa.

(B)

30+ tamanho médio

32,1 nm

Contagem de CB

10 20 30 40 50 60
2 2 28 Didmetro / nm

FIGURA 3.3 —Imagens de SEM (A) CB; (B) Histograma de distribuicao dos
didmetros de CB.

A caracterizacdo morfologica completa do material de CB,
incluindo andlises de Raman e XPS, foi apresentada em um trabalho
previamente publicado pelo nosso grupo de pesquisa®.

A técnica de EIS foi empregada para analisar as propriedades

superficiais do GCE sem modificacdo e modificado com CB. Os espectros
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de impedancia foram obtidos para uma solucdo de [Fe(CN)s]*”’#~ ambos na
concentracdo de 5,0 mmol L™ em KCI 0,1 mol L™ (para mais detalhes ver
SECAO 3.2.4) e foram apresentados na FIGURA 3.4

1000

8 251,2 Hz
- \ (A)
800{c,
N /"
600
g ] O767880828486 /0'1HZ [ J
:N Z/0 .- .0 1‘
Y 400+ = o® 0.1Hz
o R (B)
200- ct
0_

0 200 400 600 800 1000

FIGURA 3.4 — (A) Espectros de impedancia de planos complexos
(Diagramas de Nyquist) usando um eletrodo de GCE sem modificacéo (e) e
o CB/GCE (m) para o par redox [Fe(CN)g]* "> na concentragédo de 5,0 mmol
L~ em solucdo de KCI 0,1 mol L™ (para demais condicdes usadas, veja o
texto SECAO 3.2.4). (B) Circuito equivalente adaptado do circuito de

Randles usado para ajustar os espectros de impedancia.

Como pode ser visto na FIGURA 3.4, ambos 0s espectros de
impedancia apresentam um semicirculo em altas frequéncias, que
correspondem ao controle cinético do processo de transferéncia de carga, e
um intervalo linear em frequéncias inferiores, atribuidas ao controle
difusional das espécies eletroativas. Além disso, o didmetro do semicirculo
representa a resisténcia de transferéncia de carga (Rc).

Estes espectros de impedancia foram ajustados usando um
circuito equivalente adaptado do circuito de Randles - ver FIGURA 3.4 (B);
este circuito inclui a resisténcia da solucéo (Rs) em série com a combinacao
paralela de uma resisténcia de transferéncia de carga (Rct) € uma impedancia
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de Warburg (W) com um elemento de fase constante (CPE). O CPE ¢
considerado um capacitor ndo ideal devido a natureza heterogénea da
superficie do eletrodo, expressa a partir do expoente o, que apresentou um
valor menor que 1. O fator de rugosidade a varia de 0,5 a 1, onde um valor
o de 1 representa uma superficie perfeitamente lisa e uniforme®,

Os valores dos parametros obtidos ajustando as respostas sao
apresentados na Tabela 3.1. Os baixos valores de z? associados a estes

ajustes confirmam a sua qualidade.

TABELA 3.1 — Parametros de impedéancia eletroquimica obtidos ajustando
0S espectros com a resposta de um circuito elétrico equivalente para um

eletrodo de GCE sem modificacgdo e para um CB/GCE

Parametros

Eletrodos R Rt CPE oo 12 kO
@ (@ MFs") (cm s
GCE 82,2 234 2,47 0,82 2,94 x102 3,20 x 1073

CB/IGCE 78,9 3,94 154 0,85 2,77x102% 1,90x 10

Comparando os valores de R obtidos para ambos os sensores,
observa-se que a modificacgdo do GCE com CB levou a uma grande
diminuicdo no valor R de aproximadamente 59 vezes, o que confirma a
aderéncia do CB na superficie do eletrodo, indicando a excelente
condutividade elétrica deste material. Além disso, € possivel observar um
aumento no valor de CPE, o que indica maior acumulo de carga,
consequéncia de uma maior area eletroativa.

Em seguida, utilizando os valores de R, a constante de
transferéncia heterogénea de elétrons (k%) pode ser determinada pela
EQUACAO 3.1:
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EQUACAO 3.1

Para um processo simples envolvendo um elétron, onde R ¢é a
constante molar dos gases (8,314 J mol™ K™), T a temperatura
termodinamica (K), F a constante de Faraday (representando a carga
elementar molar) (96.485 C mol™) e C a concentracdo das espécies
eletroativas (5,0 pumol cm™3). Os valores de k° foram estimados em 3,20 x
102 cm ste 1,90 x 10t cm s7* para 0 GCE sem modificagdo e para o
CB/GCE, respectivamente.

Assim, foi observado um aumento significativo de quase duas
ordens de grandeza no k° para 0 GCE modificado com CB, indicando uma
melhora significativa na velocidade de transferéncia eletrénica quando
comparado ao GCE ndo modificado.

Este efeito pode ser atribuido ao grande numero de defeitos e de
atomos de oxigénio que as nanoparticulas de CB possuem, o que providencia
um grande numero de sitios ativos na superficie do eletrodo disponiveis para

a reacdo redox com a espécie de interesse.

3.3.2 Comportamento eletroquimico do MST

O comportamento eletrogquimico de uma solucdo de MST 0,1
mmol L™ foi investigado por CV em solugéo tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH
2,0) contendo 30,0 pmol L™t do surfactante CTAB, usando o eletrodo
proposto (CB/GCE). Como pode ser observado a partir dos resultados
mostrados na FIGURA 3.5, 0 MST exibe trés picos de reducao bem definidos
e irreversiveis em aproximadamente —0,242 V, —0,710 Ve —1,10 V (vs.

Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™)). Como sera discutido na se¢do 3.3.3, 0 emprego

36



Deroco, P. B. Capitulo 3

do surfactante CTAB diminuiu a adsorc¢do do analito, sendo observado um
aumento da repetibilidade do sinal analitico.

O primeiro pico de redugdo do MST (pico 1 da FIGURA 3.5)
foi selecionado para o desenvolvimento do método eletroanalitico, pois este
apresentou uma maior intensidade de sinal de corrente, além disso, ocorre
em um valor de potencial menos negativo, reduzindo assim a possibilidade

de interferéncias eletroguimicas de compostos concomitantes.

12 09 06 03 00

(E vs. Ag/AgCI) IV

FIGURA 3.5 — Voltamogramas ciclicos obtidos na auséncia (--) e na
presenca (—) de MST 0,1 mmol L™ em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0)

contendo 30,0 umol L™t de CTAB no CB/GCE, v = 100 mVs™,

Em seguida, investigou-se o efeito do CB como modificador da
superficie do GCE para a eletrorreducdo de MST. O comportamento
eletroquimico de MST 30,0 umol L™ em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH
2,0) contendo 30,0 umol L™ de CTAB foi comparado, usando CV e 0s
eletrodos de GCE e GCE modificado com CB. Como pode ser visto na
FIGURA 3.6, quando o GCE modificado com CB (voltamograma em linha

vermelha) foi utilizado, obteve-se uma melhor resposta eletroquimica. O
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sinal analitico foi substancialmente maior (36,2 vezes, | = 0,028 pA e | =
—-40,7 A para GCE e CB/GCE, respectivamente) e o potencial de reducéo
deslocou-se em torno de 0,17 V para valores menos negativo, (E, = -0,39 V
e —0,22 V para GCE e CB/GCE, respectivamente), caracterizando um
processo eletrocatalitico. Estes resultados estdo de acordo com os dados de
Impedancia apresentados na Tabela 3.1, onde um maior valor de CPE foi
obtido, confirmando uma maior éarea eletroativa, e um maior valor de k°,
atestando uma transferéncia eletronica mais eficiente quando o eletrodo
CB/GCE foi utilizado.

Desta maneira, todos os experimentos subsequentes foram

realizados utilizando um CB/GCE.

01 |
-104
00
<\1_,ZL -20-
—_ < 051
-304 -1,0
404 65 G4 O3 02 —— GCE
(E vs. Ag/AgCI) IV —— CBIGCE
0.6 -0/ 0,2 0,0

(E vs. Ag/AgCI) IV

FIGURA 3.6— Voltamogramas ciclicos na presenca de MST 30,0 umol L™
em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0) contendo 30,0 pmol L™ de CTAB
no GCE (—) e no CB/GCE (—), v =100 mVs™.

3.3.3 Estudo do efeito do surfactante

Um problema encontrado em algumas analises, utilizando
técnicas eletroquimicas, é o envenenamento da superficie do eletrodo
causada principalmente por adsorcdo do analito e/ou de produtos da reacdo
eletroquimica. A adsorcdo de uma substancia pode levar a uma diminuigéo
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da resposta analitica, ou mesmo inativacdo do eletrodo de trabalho por
bloqueio de sua superficie, e/ou distor¢cdo dos picos voltamétricos,
diminuindo desta maneira a repetibilidade do método analitico (sinais
analiticos irreprodutiveis)®®.

Uma estratégia comumente empregada para minimizar a
adsorcao de uma substancia na superficie do eletrodo é utilizar surfactantes.
Os surfactantes podem ser adicionados ao eletrolito suporte tanto para
aumentar a solubilidade dos produtos de reacdo, que poderiam adsorver na
superficie do eletrodo, ou ainda, os surfactantes podem adsorver-se na
superficie do eletrodo, formando uma barreira fisica, diminuindo a adsorc¢éo
das espécies indesejadas®’ %8,

Assim, o efeito da adicdo de um surfactante no eletrolito
suporte, sobre a resposta eletroquimica de MST foi investigada usando CV.
Para este estudo, voltamogramas ciclicos foram obtidos por dez repetitivas
medidas (com 30 s de agitacéo entre elas) de MST 30,0 pmol L™ em tampé&o
fosfato 0,2 mol L™t (pH 2,0), na auséncia e na presenca de surfactante usando
0 CB/GCE.

Como apresentado na FIGURA 3.7, a resposta da corrente de
pico obtida na auséncia de surfactante (m) decresce gradualmente durante as
repetitivas medidas, enquanto que na presenca de surfactante (e), o sinal
analitico permanece estavel. O sinal analitico para solucdo de MST 30,0
umol L™t em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0) diminui 1,0 % na presenca
de CTAB 30,0 pmol L™ quando comparado com a diminuicéo de 23,0 % na

auséncia de surfactante, mostrando assim a sua eficacia.
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FIGURA 3.7 — Efeito do surfactante CTAB na estabilidade do sinal de CV
para MST 30,0 pmol L™t em tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0), (m) na
auséncia e () na presenca de CTAB 30,0 pmol L™. Os sinais sdo dados em

porcentagem da altura de pico medido por CV.

Uma vez que o uso do surfactante apresentou uma maior
estabilidade na resposta eletroquimica de MST, optou-se por usa-lo no
eletrdlito suporte para todas as outras medidas.

O efeito de diferentes tipos de surfactantes, a saber: CTAB
(cationico), SDS (anibnico) e Triton X-100 (ndo i6nico), 0s quais as
estruturas quimicas estdo apresentadas na FIGURA 3.8, na concentracdo de
30,0 umol L™t foram investigados sobre a resposta eletroquimica de MST
30,0 umol L™t em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0).
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FIGURA 3.8 — Estruturas quimicas do surfactantes utilizados.

Os voltamogramas obtidos para MST 30,0 umol L™ em solucéo
tampéo fosfato 0.2 mol L™ (pH 2,0) contendo 30,0 umol L™* dos surfactantes
(—) CTAB, (—) SDS ou (=) Triton X-100 sobre o CB/GCE foram
apresentados na FIGURA 3.9. Como pode ser observado, o uso do
surfactante cationico CTAB (voltamograma em preto) no eletrolito suporte
proporcionou um aumento na resposta eletroquimica do MST quando
comparado com o surfactante ndo idnico Triton X-100 (voltamograma
vermelho) e o surfactante anidnico SDS (voltamograma azul). Isto indica que
a reducdo de MST e facilitada na presenca do tensoativo CTAB. Isto ocorre
devido a atracdo eletrostatica dos monémeros catiénicos pelo eletrodo de

trabalho carregado negativamente.
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FIGURA 3.9 — Voltamogramas ciclicos para MST 30,0 umol L™ em solucéo

tampéo fosfato 0.2 mol L™* (pH 2,0) contendo 30,0 umol L™ de (—) CTAB,

(—) SDS ou (=) Triton X-100 sobre o CB/GCE, v = 100 mVs ™.

O efeito da concentragdo de CTAB (10, 30, 100 e 300 pmol L)
na corrente de pico catddico para MST 30,0 pumol L™tem tampéo fosfato 0,2
mol L™ (pH 2,0) foi também avaliado. A repetibilidade (n = 3) entre as
correntes de pico foi significativamente melhor a partir da concentracédo de
30,0 umol L™ de CTAB, sendo que em concentracdes mais elevadas se
manteve praticamente constante, com desvios padrdo relativos (RSD, do
inglés: relative standard deviation) de 5,6 %, 1,7 %, 1,4 % e 1,1 %, para 10,
30, 100 e 300 pmol L™ respectivamente. Por isso, a concentracéo de 30,0
umol L=t de CTAB foi selecionada por apresentar uma magnitude de sinal
analitico satisfatorio e alta repetibilidade das medidas.

Para avaliar se ocorre adsor¢do via atracdo eletrostatica do
surfactante no eletrodo, realizaram-se experimentos de ESI para encontrar-
se 0 PZC. A teoria mais comum para medidas de capacitancia e PZC é
baseada no modelo de Gouy-Chapman-Stern®>®%  Esta teoria define a

estrutura de equilibrio da dupla camada na interface eletrodo/eletrolito como
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sendo constituida de dois elementos: (1) o elemento interno, conhecido como
“camada compacta” ou “camada de Helmholtz” (Cy), que € livre de carga
(ions solvatados) e tem uma largura de dimensfes atbmicas e (2) a camada
externa, a “camada difusa” (Cp), que é uma camada semi-infinita a partir da
camada interna e estendendo-se em direcdo ao seio da solugdo (excesso de
carga ird diminuir progressivamente com a distancia do eletrodo).

Como consequéncia, a capacitancia diferencial (C4) total do
sistema eletroquimico pode ser expressa como sendo a soma dos dois

elementos:

o=t = EQUACAO 3.2

A expressdo detalhada pode ser escrita como:

2 ~
1_ L = EQUAGAO 3.3

Caq €8 (2eg9z%e*n®/kT)'/?cosh (5 F)

Sendo x? a distancia limite determinada pelo tamanho dos ions,
& a constante dielétrica do meio, & a permissividade do espago livre
(8.854219 x 10712 C2 Nt m™2), z a carga dos fons, n° a sua concentracdo em
massa e @, o potencial do eletrodo.

O valor final da capacitancia diferencial Cq4 € determinado pelos
menores componente das duas contribui¢Ges: o primeiro termo descreve a
camada de Helmholtz (C) e o segundo termo a camada externa (Cp, camada
difusa).

Quando a concentracdo do eletrolito € muito alta, a camada
difusa sera muito compacta, correspondendo a uma alta capacitancia em Cp.
Como consequéncia, o termo Cy dominara a capacitancia final, e uma

capacitancia interfacial constante € esperada.

43



Deroco, P. B. Capitulo 3

No entanto, quando a concentracdo do eletrdlito € baixa o
suficiente (menor do que 0,01 mol L™) a capacitancia diferencial (Cq) total
sera dominada pela capacitancia da camada externa (Cp).

De acordo com a EQUACAO 3.3, somente o termo externo (Cp)
é dependente do potencial. Esta dependéncia tem uma forma em U, de modo
gue um minimo em capacitancia representa o PZC, seguida de uma subida
acentuada em potenciais afastados do PZC em ambas as dire¢Ges. Assim, o
modelo prevé que o PZC, pode ser determinado na capacitancia minima de
Cp se a concentracdo do eletrélito suporte ndo for muito alta. A vantagem
deste método é que ¢ aplicavel a qualquer tamanho de particula®316?,

Deste modo, com as medidas de EIS baseada no modelo Gouy-
Chapman-Stern, onde as medidas de capacitancia foram realizadas para cada
potencial, foi possivel calcular o PZC e avaliar a adsor¢do do CTAB no
CB/GCE.

Neste estudo, medidas de EIS foram realizadas para uma
solucdo de NaClO4 5,0 mmol L™ (um eletrélito de baixa adsor¢do), na
auséncia e presenca de CTAB 30,0 umol L™ em diferentes potenciais (para
mais detalhes das condicdes do experimento ver SECAO 3.2.4).

A partir dos valores de capacitancia diferencial (Cq) obtidos
pelo ajuste dos dados de EIS, em cada potencial, um grafico de Cq versus
potencial aplicado foi construido (FIGURA 3.10). Seguindo o0 modelo Gouy-
Chapman-Stern previamente discutido, usou-se 0 menor valor de Cq, como

indicado pela linha vertical, para determinar os respectivos valores PZC.
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FIGURA 3.10 — Variacéo da capacitancia diferencial (Cq) com o potencial

aplicado (E) para solucdo de NaClO,5,0 mmol L™, na auséncia (m) € na

presenca (o) de CTAB 30,0 umol L2,

Como pode ser visto na FIGURA 3.10, o PZC obtido na
auséncia e na presenca de CTAB foi em —0,30 V e —0,20 V, respectivamente.
Um valor menos negativo de PZC foi obtido na presenca CTAB
adsorvido, uma vez que 0 excesso de carga positivas adsorvidas - vide
estrutura do CTAB, FIGURA 3.8 - € exatamente contrabalanceado por um
excesso oposto de carga na camada difusa'®, indicando assim que o CTAB

é adsorvido via atracdo eletrostatica no eletrodo proposto.

3.3.4 Estudo do efeito da concentracao hidrogenionica (pH)

A influéncia do pH foi investigada sobre o pico de reducédo do
MST 30,0 umol L™t em tampéo fosfato 0,2 mol L™ na faixa de 1,0 a 8,0,
contendo CTAB 30,0 umol L™, sobre o eletrodo CB/CGE. Como pode ser
visto na FIGURA 3.11 (A), a intensidade de corrente de pico para MST
diminuiu com o aumento do valor de pH, com excecdo do pH 1,0. Além

disso, o potencial de pico deslocou-se para valores mais negativos.
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Considerando a maior intensidade de sinal e o potencial de reducdo mais
proximo de zero, o pH 2,0 foi selecionado como pH 6timo para as demais
analises.

Deve também notar-se que o potencial de pico apresentou uma
dependéncia direta com pH no intervalode 1,0a3,0e 3,0a 7,0 (ver FIGURA
3.11 (B)) de acordo com as seguintes equagoes: E, (V) =-0,114 — 0,042 pH
(r = 0,999) para a primeira regido linear, e E, (V) = 0,068 — 0,058 pH (r =
0,996) para a segunda regido linear.

Para a segunda linearidade, o valor de — 0,0580 V pH™ obtido
para o coeficiente angular da curva, esta proximo ao valor teorico de —0,0592
V pH™, que corresponde a uma resposta Nernstiana para reagdes que
envolve 0 mesmo numero de protons e elétrons (razéo elétrons/protons igual
al).

20 -0,1

0,2

0,3

E IV

-0,4-

-0,5

(B)
- - - - - -0,6 : - ; ;
-08 06 -04 -02 0,0 0 2 4 6 8
(E vs. Ag/AgCI) IV pH

FIGURA 3.11 — (A) Voltamogramas ciclicos para MST 30,0 umol L™ em
tampao fosfato 0,2 mol L™ contendo CTAB 30,0 umol L™ em diferentes pH
usando o CB/GCE; v =50 mV s, (B) Grafico de E, vs. pH.

Como apresentado, foram obtidas duas faixas lineares, portanto,
foi possivel estimar o valor de pKa condicional (pKa") na interseccdo das
duas retas. O pKa” encontrado foi igual a 2,8 que estd em consonancia com

0 pKa termodinamico da molécula MST (3,1)%2,
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3.3.5 Estudo da velocidade de varredura de potencial

O efeito da velocidade de varredura de potencial no sinal
eletroquimico do primeiro pico de MST foi avaliado por CV variando a
velocidade de varredura de 10 a 450 mV s™. Como pode ser visto na
FIGURA 3.13 (A), ocorreu uma mudanca no potencial de pico de reducéo
para valores mais negativos, um comportamento que é caracteristico de
processos irreversiveis!,

Além disso, uma maneira de identificar se o transporte de massa
das especies para a superficie do eletrodo é controlado por difusdo ou
adsorcdo, e analisando-se a dependéncia linear de logaritmo da corrente de
pico (log ) em funcdo do logaritmo da velocidade de varredura de potencial
(log v), FIGURA 3.13 (B). Neste estudo foi obtido um coeficiente angular
de 0,89, um valor proximo ao valor teérico de 1,0 reportado para processos
controlados por adsor¢do!®. Esta indicagdo foi confirmada pela analise da
relacdo linear entre a corrente de pico (lp) e velocidade de varredura de
potencial (v), que € atribuida para processos adsortivos FIGURA 3.13 (C) de

acordo com a equagao:

I/A = 4,70 x 10+ 3,07 x 10 v (V s71); r = 0,998.

Além disso, como pode ser observado na FIGURA 3.12 (D), a
corrente de pico ndo varia linearmente com a raiz quadrada da velocidade de
varredura de potencial, confirmando que o processo € controlado
preferencialmente por adsorcdo. A adsorcdo do analito no eletrodo possui

papel relevante no processo eletrédico.
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FIGURA 3.13 — (A) Voltamogramas ciclicos para MST 30,0 umol L™* em
tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0) contendo CTAB 30,0 umol L sobre
eletrodo CB/GCE em diferentes velocidades de varredura de potencial (1-
15): 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400 e 450 mV s%;
(B) Relagéo linear de log I, vs. log v; (C) Corrente de pico (lp) vs. velocidade
de varredura de potencial (v) e (D) Corrente de pico (lp) vs. raiz quadrada da

velocidade de varredura de potencial (v*?) .

Os parametros, numero de elétrons (n) e a constante de
transferéncia heterogénea de elétrons (k°) para a reducéo de MST foi avaliada
a partir dos dados de CV obtidos neste mesmo experimento.

Para o caso de processos catodicos irreversiveis controlados por
adsorcdo, o an pode ser calculado pela diferenca entre o potencial de pico
(Ep) e o potencial de meia onda (Epi2) de acordo com a teoria para a CV,
usando a EQUACAO 3.4160:
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62,5 (mV)
an

AE,1/s = Ep — Ep1jz = EQUACAO 3.4

sendo o 0 coeficiente de transferéncia de carga e n o nimero de
elétrons transferidos na reacao.

O valor estimado para AE,s» foi igual a 0,032 + 0,003; usando
este valor e aplicando-se a EQUACAO 3.4, o valor calculado de an foi 1,95.
Assim, assumindo que o € igual a 0,5 (valor comumente assumido para
compostos organicos!®), o nimero de elétrons (n) transferidos para o
primeiro pico da eletrorreducdo de MST pode ser estimado sendo igual a 3,9
(~ 4,0).

Como relatado na literatura, o tautomerismo ceto-enol pode ser
considerado como um equilibrio quimico entre a forma ceto e enol de um
composto. Considerando-se o valor do pKa* do MST igual a 2,8, e 0 pH do
eletrdlito suporte utilizado igual a 2,0, tem-se que a molécula de MST esta
preferencialmente protonada na forma de um enol (FIGURA 3.14, primeira
etapa — etapa quimica)*®,

De acordo com alguns estudos sobre a reducdo de compostos
nitroaromaticos e os resultados aqui obtidos, sugere-se que 0 primeiro pico
de reducdo do MST (ver FIGURA 3.5) na superficie do CB/GCE em tampao
fosfato, pH 2,0 ocorre segundo 0 mecanismo apresentado na FIGURA 3.14.
(segunda etapa — etapa eletroquimica), sendo o primeiro pico de reducéo
correspondente a formagéo da hidroxilamina®®-1% com o envolvimento de
quatro elétrons e quatro protons. Este produto de reducdo foi previamente
identificado usando HPLC-UV (do inglés: high performance liquid
chromatography) por Wagheu'®® para a reducdo de MST usando GCE

modificado com argila organica.
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Além disso, para os dois picos consecutivos, mostrado na
FIGURA 3.5 em potenciais mais negativos, verificou-se que 0s picos sao
independentes um do outro (dados ndo mostrados), e que provavelmente, séo
provenientes da reducdo dos dois grupos cetonas da molécula de MST, como

observado anteriormente na literatura para potencias maiores a —0,7 V169170,

Primeira etapa — etapa quimica: ceto-enol tautomerismo
ﬁ (l)l NO, OH O NO,
o A ° .
o // \\O
Mesotriona (MST)

Segunda etapa - etapa eletroquimcia: transferéncia de 4 elétrons

NHOH
ol “
/\\

FIGURA 3.14 — Mecanismo proposto para 0 primeiro pico de eletrorredugéo
de MST no CB/GCE.

Foi possivel também estimar a k®de MST usando a equacéo de

Laviron, para processos irreversiveis controlados por adsor¢oe’:

EQUACAO 3.5

Ep=E°+= In (RT "0)

anF v

onde E° é o potencial formal e os outros simbolos tém seus

significados usuais ou ja foram previamente apresentados.

50



Deroco, P. B. Capitulo 3

O valor de E° foi determinado para cada corrente calculada
como | = 0,82 I, para as diferentes velocidades de varredura de potencial‘™,
e a média do valor encontrado neste trabalho foi de E° = 0,21 + 0,03 V.

O grafico obtido entre E, e logaritmo natural da velocidade de
varredura de potencial (In v) exibiu uma dependéncia linear, de acordo com
a equacéo:

E, (V) = 0,2715 + 0,0207 In v

Usando o coeficiente linear desta equagdo, o valor de k° foi
calculado sendo igual a 1,84 s™. Este valor é similar ou maior do que os
valores reportados na literatura usando eletrodos modificados com materiais
de carbono!’?17® como pode ser observado na TABELA 3.2. Isto indica a
eficiéncia do CB/GCE em promover a transferéncia eletrénica entre MST e

a superficie do eletrodo.

TABELA 3.2 — Valores de k°reportados na literatura, obtidos com eletrodos

modificados com materiais de carbono para diferentes analitos

Eletrodo Analito kO (s™) Referéncia
VACNT Atorvastatina 0,26 172
GO/Nafion/GCE Norfloxacin 0,28 173
Gr/GCE Himecromona 1,72 174
rGO/MWCNTS/GCE  Hesperetina 1,48 175
rGO/SWCNTs/GCE Morfina 0,80 176

VACNT: nanotubos de carbono verticalmente alinhados; GO: 6xido de grafeno; Gr: grafeno;
rGO: oxido de grafeno reduzido; MWCNTSs: nanotubos de carbono de paredes maltiplas;

SWCNTSs nanotubos de carbono de parede simples.

51



Deroco, P. B. Capitulo 3

3.3.6 Determinacéo de MST usando as técnicas eletroquimicas
de DPV e SWV

As técnicas de pulso DPV e SWV foram comparativamente
investigadas a fim de selecionar a melhor técnica para desenvolvimento do
procedimento eletroanalitico para determinacdo MST. Em primeiro lugar,
para ambas as técnicas, a otimizacdo dos parametros que afetam a resposta
analitica foi obtida para MST 30,0 umol L™t em tampéo fosfato pH 2,0
contendo CTAB 30,0 pmol L™ empregando-se o CB/GCE. Os
correspondentes valores Otimos obtidos foram o0s seguintes: para DPV,
amplitude de pulso (a) 50 mV, velocidade de varredura de potencial (v) 20
mV s! e tempo de modulagéo (t) 20 ms; e para SWV, frequéncia (f) 30 Hz,
amplitude (a) 40 mV e incremento de varredura (Es) 3 mV.

Em seguida, medidas voltamétricas foram realizadas usando
estes valores 0timos, e para ambas as técnicas, obtiveram-se as respectivas
curvas analiticas apresentadas na FIGURA 3.15 (A) e (B).
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FIGURA 3.15 — Voltamogramas obtidos para MST em tampao fosfato 0,2
mol L™ (pH 2,0) contendo CTAB 30,0 umol L™ usando o CB/GCE (A) por
DPV nas concentragdes de (1-7): 0,072; 0,15; 0,37; 0,68; 1,5; 4,6 e 6,8 pumol
L™ (condigBes da DPV: v =20 mV s7!; a =50 mV; t = 20 ms). (B) por SWV
nas concentracdes de (1-9): 0,040; 0,071; 0,10; 0,40; 0,70; 1,1; 2,5;4,1e 7,2
umol L™ (condigBes da SWV: f =30 Hz; a = 40 mV; AEs =3 mV).

No caso da DPV, a curva analitica foi linear na faixa de 0,072 a

6,8 pmol L™t com um LOD de 0,038 umol L™, descrita pela equacéo
l, (A mol™ L) =-4,71 x 108+ 0,742 [MST/mol L™*] r=0,998
No entanto, melhores valores de faixa de concentragdo, LOD e
sensibilidade foram obtidos por SWV, apresentando uma linearidade na
faixa de concentragdo de 0,040 a 7,2 umol L™t com LOD de 0,026 pmol L™.e
a correspondente equacdo analitica foi:

I, (Amol™L)=234x 107"+ 1,73 [MST/ mol L™] r = 0,996

Consequentemente, SWV foi a técnica selecionada para a

determinacgéo voltameétrica deste pesticida, tal como apresentado a seguir.
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Adicionalmente, os valores dos parametros analiticos obtidos
com o método aqui proposto, sdo melhores do que aqueles previamente
reportados na literatura, como podem ser vistos na TABELA 3.3.

O uso CB/GCE proporcionou um LOD 10 vezes menor do que
0 obtido por WAGHEU et al.!% usando um eletrodo de GCE modificado
com argila orgénica; ~2 vezes menor do que o obtido por ERDOGDU et
al.1® usando um eletrodo de gota pendente de mercurio; 6,5 vezes menor do
que o reportado por BARCHANSKA et al.}'? usando GCE e 115 vezes
menor do que o obtido por HDIOUECH et al.1!! usando um biossensor com
nitroredutase imobilizada em GCE por adsor¢do em nanoparticulas de
Mg.AIl-NO; revestidas com nanoparticulas de MgAl.

O sensor CB/GCE proposto apresentou um desempenho muito
atrativo para o seu uso no monitoramento ambiental de MST, com resultados
satisfatorios, obtendo o menor LOD ja relatado para métodos

eletroanaliticos.

TABELA 3.3 — Comparacdo de parametros analiticos obtidos usando o

sensor proposto CB/GCE e outros sensores para a determinacdo de MST

Eletrodo Técnica Faixa linear LOD Referéncias
(umol L) (umol L)

Argila/GCE SwWv 0,25-2,5 0,26 108
HMDE DPV 0,10-10 0,050 109
GCE DPV 0,50-5,0 0,17 110
Biossensor* Amperometria 5,0 — 60 3,0 11
CB/GCE SWvV 0,040 - 7,2 0,026 Este trabalho

HMDE = eletrodo de gota pendente de mercdrio; *Biossensor preparado com
nitroredutase imobilizada em GCE por adsor¢do em nanoparticulas de Mg.Al-NO3

revestidas com nanoparticulas de MgAl.
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A precisdo do procedimento voltamétrico foi avaliada a partir
de estudos de repetibilidade intra-dia e inter-dias. Medidas de SWV
sucessivas foram realizadas para duas concentracdes de MST (0,39 pmol L™
e 3,2 umol L™1) em solucdo de tampéo fosfato pH 2,0 contendo CTAB 30
umol L1 Os experimentos da repetibilidade inter-dia foram baseados em
dez sucessivas (n = 10) medidas de solucdes recentemente preparadas e 0S
valores de RSD obtidos para a variagdo da corrente de pico para as duas
concentracdes estudadas foram de 7,1 % e 1,3 %, respectivamente.

Em sequéncia, a repetibilidade intra-dias foi baseada em
medidas de solucdes preparadas em trés dias diferentes ( n = 3), para isso, 0
eletrodo modificado também foi preparado diariamente, e os RSD obtidos
foram de 45 % e 4,1 %, respectivamente para as duas concentragdes
estudadas.

O método aqui proposto apresentou adequada precisdo e o
eletrodo modificado pode ser facilmente preparado, com a vantagem de
reproduzir os resultados mesmo quando preparados em dias diferentes. Além
disso, apés 30 medidas avaliadas em solucdo de MST 4,9 umol L™, o sinal

analitico diminuiu somente 5,1 %.

3.3.7 Estudo de interferentes em potencial

A seletividade do método proposto foi avaliada pela adicdo de
algumas espécies quimicas comumente presentes em amostras de aguas
como: alguns cations (Mg?*, Ca?*, Ba**, Cu?*, AI**, Pb?*, Cd?* e Ni?*), anions
(NO3~, CI7, SO e CO3?), éacido himico e vermicompostos, todos
empregados na razdo de 1:100 [MST]:[interferentes], para uma solucao de
MST 1,0 umol L™! em tampéo fosfato pH 2,0 contendo CTAB 30,0
umol L2,

Os valores de erros relativos obtidos para cada caso foram

apresentados na TABELA 3.4. Nota-se a partir destes resultados que o
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método proposto possui boa seletividade para a determinacdo de MST, uma
vez que para todos os interferentes investigados, erros relativos menores do

que 8,6 % foram obtidos.

TABELA 3.4 — Efeito de possiveis interferentes na SWV determinacao de
MST 1,0 umol L™t na proporgéo de 1:100 (analito/interferente)

Erro
Interferentes relativo
(%)
fons de alcalinos terrosos (Mg?*, Ca?*, Ba*) —8,5
fons de metais de transicdo (Cu?*, AI¥*, Pb?*, Cd**, Ni?") 6,2
Anions (NOs™, CI7, SO42 e COs%) ~7,5
Acido himico e vermicompostos -1,1

3.3.8 Aplicacdo do metodo proposto para a determinacgéo de

MST em aguas e caldo de cana-de-agucar

Finalmente, o0 método proposto foi aplicado para a analise de
duas amostras de 4gua e uma de caldo de cana-de-agucar. Estas amostras
foram fortificadas com uma concentragdo conhecida de MST e foram
analisadas utilizando o método de adicéo de padrao.

A partir dos resultados apresentados na TABELA 3.5, € possivel
ver que recuperacdes satisfatorias foram obtidas (de 90 a 118 %) para MST.
Assim, a técnica de SWV pode ser aplicada na determinacdo de MST em
aguas e caldo de cana-de-aclcar, uma vez que ndo ha interferéncia

significativa da matriz das amostras.
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TABELA 3.5 — Resultados obtidos na determinacdo de MST em amostras
de aguas e de caldo de cana-de-aclcar pelo método proposto usando
CB/GCE

Adicionado Encontrado* Recuperado

Amostras
(umol L™ (umol L™) %
nivel
. 0,10 0,11 +0,01 110
Agua de represa
nivel
, 1,0 1,18 + 0,01 118
nivel
) 0,10 0,1+0,2 100
Agua de 1
torneira nivel
1,0 1,0+0,1 100
2
nivel
Caldo de cana . 1,0 09+0,1 90,0

*n=3

3.4 Conclusdes parciais

A partir dos resultados supramencionados, pode-se concluir que
a incorporacao do filme de CB na superficie do GCE produzindo o CB/GCE
proporcionou um efeito eletrocatalitico na reducdo MST, levando a uma
diminuicédo do potencial de trabalho e aumentando o sinal analitico quando
comparado com o GCE.

Além disso, o método proposto utilizando o eletrodo
modificado pode ser utilizado para a determinagdo quantitativa de MST em
amostras de agua e caldo de cana-de-acucar e o LOD obtido foi
significativamente mais baixo do que os obtidos nos outros dois métodos

eletroanaliticos ja descritos na literatura.
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O método aqui proposto utilizando a SWV mostrou-se eficaz

para a determinacdo de amostras MST, é simples, rapido e menos custoso.
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4 — Sensor eletroquimico para a determinacdo simultanea de
paracetamol e codeina usando um eletrodo de carbono vitreo

modificado com nanoparticulas de 6xido de niquel e carbon black

Neste trabalho, relatou-se um novo sensor eletroquimico com base
no eletrodo de GCE modificado com CB e NIONPs em um filme de
dihexadecilfosfato (DHP, do inglés: dihexadecyl hydrogen phosphate) para o
desenvolvimento de um método de SWYV para a determinacdo de PCT e COD em
produtos farmacéuticos e amostras de fluidos biologicos.

Os resultados discutidos encontram-se publicados na literatura, e
foram reproduzidos com permisséo da John Wiley and Sons (numero da licenca
4603150695761), a saber:

Patricia B. Deroco; Fernando C. Vicentini e Orlando Fatibello-Filho,
O. “An electrochemical sensor for the simultaneous determination of paracetamol
and codeine using a glassy carbon electrode modified with nickel oxide

nanoparticles and carbon black”. Electroanalysis, v. 27, p. 2214-2220, 2015.

4.1 Objetivo especifico

Considerando-se os bons resultados obtidos anteriormente com o
eletrodo modificado com CB, nesta etapa do trabalho, objetivou-se ampliar o
leque de aplicaces deste material, utilizando-o como suporte para a
eletrodeposicdo de nanoparticulas metalicas, com o intuito de buscar melhores
condi¢cbes analiticas, como detectabilidade e transferéncia de elétrons mais
eficiente, para 0 novo sensor proposto.

A primeira estratégia adotada foi a eletrodeposicao de NiONPs sobre
um filme de CB e DHP. Neste caso, optou-se por utilizar o DHP, um surfactante
capaz de formar dispersdes estaveis tanto em meio aquoso, quanto em meio

organico, com 0 objetivo de obter-se um filme mais homogéneo, aderente e
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estavel, para atuar como suporte para a eletrorreducdo das nanoparticulas de
interesse!’’.

Este novo sensor foi pensado com o objetivo de ser usado para avaliar
comportamento eletroquimico e desenvolver um método voltamétrico para a
quantificacdo de dois importantes analgésicos: PCT e COD, amplamente
utilizados em combinacdo3%1%°, E ainda ser aplicado para a determinacéo destes

medicamentos em amostras farmacéuticas e fluidos bioldgicos.

4.2 Experimental

4.2.1 Reagentes e padroes

Todos os reagentes foram de grau analitico: dihexadecilfosfato
(DHP) e paracetamol (PCT) foram adquiridos de Sigma-Aldrich, e fosfato de
codeina (COD) de Fagron - Sao Paulo, Brasil.

Solucdes de tampdo BR em diferentes pH (de 2,0 a 12,0) foram
preparadas pela mistura de acido acético (CH3COOQOH), acido fosférico (H3PO,) e
acido bérico (H3BO3) todos na concentragdo de 0,04 mol L™, os pH foram
ajustados adicionando-se quantidade suficiente de solucdo de NaOH 0,1 mol L™%;
seguida da adicéo de solucdo de KCI para produzir uma forca iénica de 0,10 mol
L1,

As solucdes padrdo de PCT e COD 0,01 mol L™ e as demais
diluicdes foram preparadas no eletrolito suporte, que neste trabalho foi o tampéo
BR pH 3,0, como discutido posteriormente na SECAO 4.3.3. As amostras
farmacéuticas comerciais de fosfato de COD e PCT foram adquiridas em uma

farmacia local.

4.2.2 Instrumentacao

A instrumentacdo utilizada foi a mesma especificado na SECAO
3.2.2.
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As determinagdes de PCT e COD foram também realizadas pelo
método comparativo de HPLC usando um sistema LC-10 AT Shimadzu, com
detector UV—Vis (SPD-M10-AVP) em 284 nm. Uma coluna cromatografica
CLC-ODS C-18 (250 x 6,0 mm; 5 um) Shim-Pack foi utilizada.

A fase mével foi uma mistura de acetonitrila e &gua na proporc¢éo de
75/25 viv com o pH ajustado para 2,0 com uma solucdo de NaOH 0,10 mol L™;

a vazdo foi de 1,0 mL min~t e o volume de injecéo de 20 pL'"8.

4.2.3 Preparacao do eletrodo modificado

Previamente ao uso, o eletrodo de GCE foi submetido a0 mesmo
procedimento de limpeza especificado na SECAO 3.2.3.

Na FIGURA 4.1 € encontrado 0 esquema com etapas de preparacéo
do eletrodo. Inicialmente, uma dispersédo de CB e DHP foi preparada pela adicéo
de 1,00 mg de CB e 1,00 mg de DHP em 1,0 mL de agua ultrapura. Esta disperséo
foi levada a um banho ultrassénico por 30 min. e, em seguida, uma aliquota de 8
WL foi gotejada sobre a superficie do GCE e o solvente evaporado em temperatura
ambiente por 3 h.

H,0
(1,00mL)

| 1
|Carbon black DHP
]

|_(100mg) _ (1.90mg) |

1y

I

v Vv
Ultrassom A
30 min 8 uL
= 3h

' ”

GCE CB-DHP/GCE

FIGURA 4.1 - Representacdo esquematica das etapas de preparo do eletrodo de

trabalho.
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Entédo, este eletrodo foi exposto a eletrodeposicdo de NiONPs. Para
isto, na primeira etapa, para a formacdo de nanoparticulas de niquel, foram
realizadas 40 varreduras de CV na janela de potencial de 0,0 a —0,8 V, em uma
velocidade de varredura de potencial de 100 mV s, em solugdo de tampao
acetato 0,1 mol L™ (pH 4,0) contendo 2,0 mmol L™ de nitrato de niquel. Em
seguida, o eletrodo foi lavado com agua, e submetido em solucdo de NaOH 0,1
mol L™, onde o potencial foi ciclado 40 vezes de 0,2 para 0,7 V, a uma velocidade
de varredura de potencial de 100 mV s~ para formagdo e passivacdo das
nanoparticulas de 6xido-hidroxido de niquel no eletrodo™*". Por fim, o eletrodo
formado foi nomeado NiOOHNPs-CB-DHP/GCE.

4.2.4 Medidas eletroquimicas

O comportamento eletroquimico de PCT e COD e os estudos
preliminares (como efeito de pH e eletrolito suporte) foram investigados usando
CV. Depois, 0 uso de SWV foi avaliado para a determinacédo simultanea de PCT
e COD, os valores dos parametros SWV foram explorados e otimizados para
determinar as melhores condicdes analiticas. Depois de otimizar os parametros
experimentais para 0 método proposto, as curvas analiticas foram construidas pela
adicdo de volumes pequenos das solugbes padrdes dos analitos ao eletrdlito
suporte. Os voltammogramas SW tiveram as linhas bases corrigidas pelo método
da media movel (largura do pico: 0,003) e suavizados com um algoritmo Savicky
e Golay usando o software GPES 4.9. O LOD foi calculado usando o método
sinal-ruido em uma proporgdo de 3:1'818! Para a determinacéo desta relacéo
sinal-ruido, uma comparacéo entre a medida do sinal analitico de uma solucéo de
referéncia em baixas concentragbes conhecidas do composto de interesse e do
sinal de um branco (eletrolito suporte) é realizada. Assim, é estabelecida uma

concentragdo minima na qual a substancia pode ser facilmente detectada.
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4.2.5 Preparacdo de amostras analisadas

Para a preparacdo das solucdes das amostras farmacéuticas, dez
comprimidos de cada formulagéo farmacéutica foram pesados individualmente e
macerados até virar pd, e sua massa média foi utilizada para os calculos a seguir.

Uma quantidade ajustada foi transferida para um baldo volumétrico
de 10,0 mL e seu volume completado com a solugdo de eletrolito suporte. Os
sé6lidos ndo dissolvidos foram filtrados usando papel de filtro Nalgon®, tamanho
de poro menor do que 1 pum. Uma aliquota desta solucdo foi transferida
diretamente para a célula eletroquimica contendo 10,0 mL do tampdo BR
(eletrélito suporte). As amostras foram analisadas utilizando a interpolacdo na
curva analitica previamente obtida. As medidas foram feitas em triplicata (n = 3).

A amostra de urina sintética foi preparada de acordo com o protocolo
descrito por LAUBE et al.'®2, Assim, 730,0 mg de NaCl, 400,0 mg de KCI, 280,0
mg de CaCl,.2H,0, 560,0 mg de Na;SO4, 350,0 mg de KH2,PO,4, 205,0 mg de
NH,4Cl e 6250,0 mg de ureia foram adicionados em um baldo volumétrico de 250
mL e o volume completado com agua ultrapura.

A amostra de soro humano sintética foi preparada seguindo o
protocolo descrito por PARHAM e ZARGAR!®, Esta amostra contém a seguinte
composic¢do: 1300,0 mg de NaCl, 160,0 mg de NaHCO3, 2,30 mg de glicina, 3,50
mg de triptofano, 3,70 mg de tirosina, 3,20 mg de serina, 6,60 mg de fenilalanina,
9,10 mg de lisina, 6,30 mg de histidina, 29,00 mg de &cido aspartico, 10,00 mg de
arginina, e 9,10 mg de alanina em um volume total de 250 mL de &gua ultrapura.

As amostras de urina sintética e soro humano sintético foram
fortificadas com duas diferentes concentra¢des dos analitos. Entdo, uma aliquota
de 150 pL de cada amostra foi diluida no eletrolito suporte e a solucdo final

analisada usando-se 0 método proposto.
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4.3 Resultados e discussao
4.3.1 Caracterizacdo morfolégica e eletroquimica do eletrodo de

trabalho

Imagens de SEM foram obtidas para o filme de CB e DHP formado
sobre o eletrodo de GCE; e também ap0s a eletrodeposicdo das NIOOHNPs estas
Imagens estdo apresentadas na FIGURA 4.2 (A - C). Como pode ser visto, nas
FIGURAS 4.2 A e B, as caracteristicas morfologicas do CB (nanoparticulas com
a formacédo de alguns aglomerados) foram mantidas mesmo na presenca DHP
(afim de comparacédo ver FIGURA 3.3 (A)). Além disso, foi possivel observar que
0 DHP formou um filme, cobrindo a superficie das particulas de CB e mantendo-
as confinados na superficie do GCE, garantindo assim um filme mais estavel e
com elevada robustez mecéanica para o eletrodepdsito das NIOOHNPSs no eletrodo
modificado.

Como pode ser observado na imagem da FIGURA 4.2 (C), obtida
apos o procedimento de eletrodeposicdo das NiIOOHNPs sobre o filme de CB-
DHP/GCE, as NiOOHNPs foram formadas homogeneamente sobre a superficie
do eletrodo com formato esférico e tamanho médio de 44,08 nm (ver histograma
de distribuicédo na 4.2 (D)).
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FIGURA 4.2 — Imagens de SEM de obtidas (A) e (B) para o filme de CB-DHP
no GCE, em diferentes ampliages; (C) para as NiOOHNPs sobre o filme de CB—

DHP. (D) Histograma de distribuicdo do diametro das nanoparticulas.

A formacdo das NIOOHNPs tambem foi avaliada
eletroquimicamente; para isso o0 eletrodo contendo as nanoparticulas de
NiOOHNPs, foi submetido as varreduras ciclicas em diferentes velocidades em
solucdo de NaOH 0,1 mol L. Como pode ser visto nos voltamogramas da
FIGURA 4.3, na varredura anddica ocorre a oxidacdo de Ni?*a Ni%*, sendo este
processo reversivel, como observado no pico de redugdo no sentido inverso
(varredura catddica), confirmando a efetiva formacdo das NiOOHNPs, que foi

atribuida a seguinte reacdo de equilibrio:

Ni(OH); + OH™ = NiO(OH) + H,0 + e~ EQUACAO 4.1
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FIGURA 4.3 — Voltamogramas ciclicos obtidos para 0 NiOOHNPs -CB-
DHP/GCE em solucdo de NaOH 0,1 mol L™ em diferentes velocidades de
varredura de potencial: (1 - 10): 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 mV s™1,

Insercéo: relacéo linear entre log j. e log v.

Na etapa de formacéo e passivacdo em meio alcalino, as especies de
Ni(OH), sdo geradas, e depois sdo oxidadas para NiO(OH) (pico anodico).
Quando o potencial de varredura € invertido, as espécies NiO(OH) sdo reduzidas
ao hidréxido de niquel (pico catddico)™,

Foi obtida uma relacéo linear entre o logaritmo da densidade corrente
de pico anadico (log ja) e 0 log v, como pode ser observado no gréafico inserido na

FIGURA 4.3, com equacao correspondente igual a:
log ja (A cm™2) =—3,19 + 0,857 log v (V s71) (r = 0,999).
O valor de inclinacdo de 0,86 esta proximo ao valor teérico de 1,0,

que é atribuido para processos controlados por adsor¢do'®®, confirmando assim,

mais uma vez, que as NiONPs foram adsorvidas no filme de CB-DHP.
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4.3.2 Comportamento eletroquimico de PCT e COD

Apbs as caracterizacdes do eletrodo, objetivando-se estudar o efeito
sinérgico entre cada material proposto para a modificacdo do eletrodo, avaliou-se
0 comportamento eletroquimico de PCT e COD usando CV e comparando 0s
eletrodos propostos, a saber: o eletrodo apenas com o filme de CB e DHP
(CB-DHP/GCE), seguido do eletrodo apenas com as NiOOH nanoparticulas
(NiIOOHNPs/GCE) e por fim o eletrodo com a combinacdo destes dois materiais
(NiIOOHNPs —CB—DHP/GCE). Como pode ser visto a partir dos voltamogramas
mostrados na FIGURA 4.4 (A), o PCT exibe um pico quasi-reversivel bem
definido, em torno de 0,610 V para o pico de oxidagédo e 0,560 V para o pico de
reducéo para  ambos 0S eletrodos de CB-DHP/GCE e
NiOOHNPs—CB—DHP/GCE. No entanto, o PCT apresentou apenas um processo
anodico em 0,730 V quando o eletrodo NiOOHNPs/GCE foi utilizado. Na
FIGURA 4.4 (B), é possivel ver que a COD exibiu um pico irreversivel bem
definido, em torno de 1,13 V (pico de oxidacdo) para os eletrodos de
CB-DHP/GCE e NIiOOHNPs—-CB-DHP/GCE e 1,19 V para o eletrodo
NiOOHNPs/GCE.

Analisando a FIGURA 4.4, houve uma melhora na resposta
eletroquimica observada quando o NiIOOHNPs—CB—-DHP/GCE foi utilizado,
sendo que para o PCT as respostas de corrente anddica e catddica aumentaram
cerca de 330 % e 230 % respectivamente, e para a COD o aumento foi superior a
180 %. Este efeito pode ser explicado pelo sinergismo ocasionado pela mistura de
CB e NiOOHNPs, acredita-se que o CB € responsavel pelo efeito eletrocatalitico,
ja que para o eletrodo sem este material os picos de oxidacdo para ambos 0s
analitos ocorreram em potenciais maiores (representados pelos voltamogramas
em vermelho da FIGURA 4.4). No entanto com a incorporacdo das NiOOHNPs
no eletrodo contendo o CB, houve um aumento da &rea eletroativa, 0 que
proporcionou uma maior interacdo quimica entre as NiIOOHNPs e o0s grupos —OH

presente na estrutura quimica destes farmacos!8+18 e consequentemente um
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maior sinal analitico. Além disso, uma excelente separacdo de pico de potencial
entre PCT e COD foi obtida, cerca de 0,550 V, possibilitando assim a analise
simultanea (sequencial) dos analitos.

Apo6s demonstrar as vantagens da modificacdo do sensor de GCE
com filme de CB-DHP e as NIOOHNPs, este eletrodo
(NiIOOHNPs—CB—-DHP/GCE) foi utilizado para o desenvolvido do novo método

analitico para a determinacdo simultanea de PCT e COD.

80 —ceonriaeE —— CB-DHP/GCE
—— NiOOHNPs-CB-DHP/GCE 910 |~ NIOOHNPs-CB-DHP/GCE

60 -—— NiIOOHNPs/GCE —— NiOOHNPs/GCE
g 40} ‘T‘E 1401}
< o
=20 <
= — \\5 70+ /

ot -
(A)-PCT of . : _(B)-COD
0,4 0,6 0,8 1,0 11 1,2
(E vs. Ag/AQCl) I V (E vs. Ag/AgCl) /1 V

FIGURA 4.4 — Voltamogramas ciclicos obtidos para (A) 50,0 umol L™ PCT e
(B) 100,0 umol L™ COD em tampéo BR pH 3,0 no CB-DHP/GCE (=) e no
NiOOHNPs—CB—DHP/GCE (-).

4.3.3 Efeito do pH e do eletrdlito suporte

A influéncia do pH do eletrolito suporte foi avaliada utilizando
solucdes de tampao BR 0,04 mol L™ na faixa de pH de 2,0 a 7,0 sobre a resposta
redox de PCT 50 pmol L™ e de COD 100 pmol L™ utilizando CV e o eletrodo
NiOOHNPs—CB—DHP/GCE.

Para o PCT, FIGURA 4.5A, o aumento nos valores de pH ocasionou
uma diminuicdo (deslocou-se para potenciais menos positivos, ou seja, mais
préximos de zero) do potencial de pico anddico e catodico. Além disso, a corrente
do pico anadico foi linearmente proporcional a variacdo dos valores de pH - vide
FIGURA 4.5 (B), obtendo-se a seguinte equacao:

Epa (V) = 0,712 — 0,054 pH (r = 0,990)
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Este valor obtido para o coeficiente angular (0,054 V pH™), esta
proximo ao valor teérico de —0,059 V pH™ a 25 ° C, que indica processos redox
envolvendo nlimeros iguais de prétons e elétrons®’. Este resultado esta de acordo
com trabalhos anteriores, que relataram o mecanismo de eletrooxidacdo de PCT
envolvendo dois elétrons e dois protonst#18e,

Por outro lado, para a eletrooxidagdo de COD, FIGURA 4.5 (C e D),
ndo apresentou um comportamento linear entre E, e pH. E com relacdo a
intensidade de sinal analitico foi obtido um maior valor de corrente em solucéo
com pH 3,0; para os demais valores de pH ocorreu diminuigdo no sinal analitico.

Assim, a solucdo tampido BR 0,04 mol L™ com pH 3,0 foi
selecionada como o eletrolito suporte para 0s demais experimentos, por favorecer

a oxidacdo de ambos os analitos.
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FIGURA 4.5 — Voltamogramas ciclicos obtidos para solucdo de: (A) PCT 50
umol L™t e (B) COD 100 pumol L™ em solucdo tampédo BR 0,04 mol L™ com
diferentes valores de pH, usando o NIOOHNPs—CB—DHP/GCE. Os Graficos (C)
e (D) apresentam a relagéo entre E, e pH, para estes analitos respectivamente; v =
50 mV s~

4.3.4 Determinacdo simultanea de PCT e COD usando SWV

A técnica de SWV foi utilizada, pois ofereceu melhor definicdo de
pico e maior detectabilidade quando comparada a CV e DPV, para estes casos.
Entdo, os parametros envolvidos nesta técnica (SWV) foram otimizados em
solucdo de tampéo BR (pH 3,0) na presenca de PCT 20,0 umol L™t e COD 50,0
umol L™, sendo os seguintes parametros estudados: frequéncia (f: 5,0 Hz a 40
Hz), amplitude (a: 10 mV a 100 mV) e incremento de varredura (AEs: 1,0 mV a
15 mV). Os parametros otimizados considerando 0 maximo de intensidade de
sinal analitico, a melhor resolucdo de pico e a baixa corrente de fundo foram: f =

10Hz,a=70 mV e AE;=8,0 mV.
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Inicialmente, PCT e COD foram determinados individualmente, um
na presenca de concentracdo fixa do outro, para avaliar possiveis interferéncias.
A curva analitica para PCT foi construida na faixa de concentracdo de 3,0 a 8,5
umol L™ em solugéo de tamp&o BR contendo concentragéo fixa de COD 5,2 pmol
L™ - vide FIGURA 4.6 (A). De acordo com a FIGURA 4.6 (A), observa-se que o
pico de oxidacdo de COD permanece praticamente constante (RSD = 2,1 %)
quando a concentracdo de PCT é aumentada. O mesmo procedimento foi
realizado para a COD FIGURA 4.6 (B). Na faixa de concentragdo de 2,3 a 25
umol L™t em solugdo de tampédo BR contendo PCT com concentracéo fixa (7,2
umol L™1). Observou-se que a corrente de pico de oxidagdo do PCT permaneceu
praticamente constante (RSD = 3,1%). Isto mostra que ndo ha interferéncia

quando ambas moléculas estdo presentes na mesma solucéo.

60
) 40 . o ®)
I ‘g
NE 40t ap L
o 6 g = 0 6
< RS < 0 5 10 15 20 25
< 20} 2 PCT] fuol L [ < 20 [COD] /umol L [
- 1
ot . - /\_1 of ~ N . —— -
0,6 08 1,0 12 0,6 08 1,0 1,2
(E vs. Ag/AgCI) IV (E vs. Ag/AgCI) IV
FIGURA 4.6 —  Voltamogramas SW obtidos usando 0

NiOOHNPs—CB—DHP/GCE para diferentes concentragdes de: (A) PCT (1-6): de
3,0 a 8,5 umol L™ e concentragdo fixa de COD de 5,2 umol L™; (B) COD (1-6):
de 2,3 a 25 pmol L™ e concentracdo fixa de PCT de 7,2 umol L. Eletrélito
suporte: solucdo de tampéo BR pH 3,0. Condic¢des da SWV: f=10Hz,a=70 mV
e AEs = 8,0 mV.

Sendo assim, a determinacdo simultanea destes analitos foram

obtidos a partir de adicdo simultanea de diferentes concentracdes de PCT (3,0 a
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47,8 pmol L) e COD (0,83 a 38,3 umol L) em solucéo de tampéo BR pH 3,0

(FIGURA 4.7). As respectivas equacdes da reta das curvas analiticas foram:

jpa! HA cm2=—11,55 + 4,042 [c / (umol L™)], para PCT (r = 0,999)
jpa! HA cm™2 =—0,7467 + 1,756 [c/ (umol L™1)], para COD (r = 0,996)

O LOD para PCT e COD (calculado como descrito na SECAO 4.2.4)

foram 0,12 pmol L™ e 0,48 umol L™, respectivamente.
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FIGURA 47 - (A) Voltamogramas de SW obtidos usando o

NiOOHNPs—CB—DHP/GCE para diferentes concentragdes de PCT (1-11): de 3,0
a 48 umol Lt e COD de 0,83 a 38 umol L. Eletrdlito suporte: solugdo de tampéo
BR pH 3,0. Condic¢des da SWV: f=10Hz,a=70 mV e AE; = 8,0 mV. (B) e (C)

curvas analiticas obtidas para PCT e COD, respectivamente.

Outros procedimentos analiticos para a determinagdo simultanea de
PCT e COD tém sido reportados na literatura, e os parametros analiticos obtidos
estdo apresentados na TABELA 4.1. Comparando os parametros analiticos
obtidos pelo método proposto, os LOD foram similares aqueles obtidos usando

GCE modificado com nanotubos de carbono*2,
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No entanto, AFKHAMI et al.*** e MAHHADIZADEH et al.!®
obtiveram menores LOD usando um eletrodos de pasta de carbono modificado
com grafeno e nanoparticulas CoFe,04; e modificado com nanoparticulas de TiO»,
respectivamente. Apesar disso, cabe ressaltar que nestes métodos foram
empregados materiais de custo mais elevado, como grafeno e nanoparticulas de
TiO,, cuja as sinteses sdo trabalhosas e de dificil reproducéo. Alternativamente,
0s materiais propostos neste trabalho, o CB é um material de baixissimo custo (R$
5,00/kg) e o método de eletrodeposicdo das nanoparticulas e simples e de baixo
consumo de reagentes.

Além disso, considerando que a dose diaria maxima para adultos €
de 4000 mg e 240 mg para PCT e COD, respectivamente®®; e sabendo-se que
PCT e COD séo excretados na urina na forma inalterada nas quantidades de 4 %
e 15 %, respectivamente!®®13’ pode-se estimar a quantidade destes farmacos
excretada em um litro de urina. Usando estes valores e as massas molares de PCT
(151,16 g mol™) e COD (406,37 g mol ™), um individuo excreta cerca de 1,06
mmol L de PCT e 88,6 umol L™* de COD. Estes valores sdo aproximadamente
9 mil vezes, no caso do PCT, e 185 vezes, no caso da COD, maiores do que 0s
LOD obtidos com o método proposto, o que significa que este método é adequado

para a quantificacdo de PCT e COD neste fluido biologico.
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TABELA 4.1 — Comparacdo de pardmetros analiticos obtidos usando o
NiOOHNPs-CB-DHP/GCE e outros sensores eletroquimicos para a

determinacéo simultanea de PCT e COD

Eletrodo Técnica Faixa linear (uM) LOD Ref.
(UM)

PCT COD PCT COD
MWCNTSs/ DPV 5400 5240 0,19 0,20 142
GCE
CoFe04-Gr/CPE SWv 0,03-12 0,03 -12 0,025 0,011 141
TiO2NPs/ DPV 0,6 -110,6 0,0-26 0,050 0,018 143
CPE
NiOOHNPs- SWvV 3,0-47,8 0,83 -38,3 0,12 0,48 Este
CBDHP/GCE trabalho

Pd: paladio; Al: aluminio; MWCNTS: nanotubos de carbono de paredes multiplas; Gr: grafeno;

CPE: eletrodo de pasta de carbono; TiO,NPs: nanoparticulas de TiOz; M = mol L.

A repetibilidade intra e inter-dias do método proposto para solucdes
de PCT e COD, ambas na concentragéo de 5,9 pmol L™! em tampé&o BR 0,04 mol
L™t (pH 3,0). Os ensaios de repetibilidade intra-dia foram baseados em dez
medidas (n=10) sucessivas, em um unico eletrodo, de solucbes recentemente
preparadas. Obtendo-se RSD de 3,7 % para PCT e de 7,8 % para COD.

A repetibilidade inter-dias, foi baseada em medidas de solugdes
recentemente preparadas em trés dias sucessivos (n = 3). Para esta finalidade os
eletrodos modificados também foram preparados diariamente, o RSD foi de 8,8
% para ambos os analitos (PCT e COD).

Além disso, apds 50 medidas realizadas em um mesmo dia, no
mesmo eletrodo, o sinal analitico diminuiu apenas 10%.

Estes valores de RSD indicam boa estabilidade do filme e a alta
repetibilidade da fabricacdo do sensor. Isto foi possivel devido a simplicidade de

preparacdo do eletrodo com a vantagem de reproduzir os resultados mesmo
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guando preparado em dias diferentes. Além disso, 0 método proposto apresentou

precisdo adequada nas determinag6es simultaneas destes analitos.

4.3.5 Aplicacdo do método proposto para a determinacdo simultanea de
PCT e COD em amostras farmacéuticas e fluidos bioldgicos sintéticos
A seletividade do método proposto foi avaliada pela adicdo de
possiveis interferentes (benzoato de sédio, didxido de silicio, EDTA, bissulfito de
sodio, estearato de magneésio, amido e celulose) em uma solucéo padréo de PCT
e COD 7,0 pumol L™ em tampéo BR 0,04 mol L™ (pH 3,0) na razdo em massa de
1:1 (analito:interferente). Essa proporcdo foi escolhida porque corresponde a
maior quantidade de interferentes que geralmente s&o encontradas em
comprimidos®®L,
Na TABELA 4.2 sdo apresentados os valores de erro relativo obtidos
para o sinal analitico (n = 3) de PCT e COD na presenca de cada interferente. O
erro foi calculado comparando-se de sinal de corrente obtido para a solugédo de
PCT e COD na presenca de cada interferente com aqueles (n = 3) obtidos para a
solucédo padrdo de PCT e COD na auséncia dos interferentes. Os valores de erro
relativo obtidos foram menores do que 10 % em todos os casos. Assim pode-se
concluir que estas substancias ndo interferem significativamente na determinacéo
simultéanea de PCT e COD.
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TABELA 4.2 — Efeito de possiveis interferentes na determinacdo por SWV de
uma solugdo de PCT e COD 7,0 umol L™ na proporcdo de 1:1 razdo massa

(analito:interferente)

Interferentes Erro relativo (%)
PCT COD
Benzoato de sddio 0,4 —9,5
Dioxido de silicio —2,9 9,5
EDTA 1,2 —7,3
Bissulfito de sédio 2,4 8,0
Estearato de magnésio -2,3 4,1
Amido 5,7 2,9
Celulose 6,9 3,5

Em seguida, a determinacdo simultanea de PCT e COD foi testada
em duas amostras farmacéuticas comerciais pela interpolacdo nas respectivas
curvas analiticas previamente obtidas. Na TABELA 4.3 sdo apresentadas as
concentracdes de PCT e COD determinadas simultaneamente nas amostras
farmacéuticas pelo método SWV proposto, bem como as obtidas pelo método
comparativo (HPLC-UV/Vis — metodologia apresentada na SECAO 4.2.2). Ao
analisar os resultados obtidos para as analises de amostras farmacéuticas, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os valores determinados usando
0 método SWYV proposto e aqueles obtidos pelo método comparativo. Aplicando
0 teste t-pareado aos valores obtidos por ambos 0os métodos, 0s valores texperimental
(0,59 para PCT e 2,02 para COD) foram menores que 0 teiico (4,30), 0 que permite
concluir que esses resultados ndo apresentam diferencas significativas em um

nivel de confianca de 95%.
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TABELA 4.3 —Quantidade de PCT e COD contida em formulacdes farmacéuticas
(comprimidos) determinada empregando-se 0 método proposto (SWV) usando o
NiONPs—CB—-DHP/GCE e o método comparativo HPLC-UV/Vis!’®

PCT COD PCT COD
Amostras? Erro Erro
HPLCP SWV?P HPLCP SWVP
(%) (%)
1 572+12 584+53 266+07 295+01 20 11
2 553+ 8 552+26 299+04 304+03 -03 50

mg/comprimido; °n = 3; °Erro (%) = 100 x [(valor SWV — valor comparativo)/valor comparativo].

Finalmente, o desempenho do método SWV também foi estudado
para determinar de duas concentragdes diferentes de PCT (6,9 umol L™ e 13,9
umol L™) e COD (5,2 umol L™ e 14,4 pmol L™) em amostras urina e soro
humano sintéticos fortificados. A partir dos resultados apresentados na TABELA
4.4, as recuperacOes satisfatorias foram obtidas para PCT e COD (91,3 a 110 %).
Assim, o método SWV pode ser aplicado para a determinacao simultanea de PCT
e COD em amostras de urina e soro humano, uma vez que ndo ha interferéncia

significativa introduzida pela amostra da matriz.
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TABELA 4.4 — Resultados obtidos na determinagdo simultanea de PCT e COD
em amostras de urina e soro humano pelo método proposto usando o
NiOOHNPs—CB—-DHP/GCE

Amostras Analito Adicionado Encontrado® Recuperado

(umol L) (umol L) %
PCT 6,9 7,2+0,1 104

Nivel 1
COD 5,2 57+0,2 110

Urina

PCT 13,9 15,1+0,1 109

Nivel 2
COD 14,4 14,1+ 0,6 97,9
PCT 6,9 6,3+0,1 91,3

Nivel 1
COD 5,2 56+0,3 108

Soro humano

PCT 13,9 14,6 £ 0,1 105

Nivel 2
COD 14,4 13,9+1,3 96,5

4.1 Conclusdes parciais

Neste estudo, as nanoparticulas NIOOHNPs foram imobilizados com
sucesso em CB-DHP/GCE. @) sensor eletroquimico de
NiOOHNPs—CB—DHP/GCE foi aplicado para a determinacao simultanea de PCT
e COD por SWV, uma vez que o eletrodo proposto apresentou boa separagdo dos
potenciais de pico de oxidacéo para PCT e COD (cerca de 0,550 V), com respostas
lineares nos intervalos de concentracdo de 3,0 a 48 pmol L™* para PCT e de 0,83
a 38 pmol L™ para COD com LOD de 0,12 pmol L™t e 0,48 umol L™ para PCT e
COD, respectivamente. Alem disso, 0 método proposto apresentou valores
adequados de repetibilidade intra e inter-dia. Em amostras comerciais a
determinacéo de PCT e COD apresentou resultados satisfatorios sem interferéncia

significativa das matrizes.
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5— Nanoparticulas core-shell (casca-nucleo) de Au-Pd
suportadas em carbon black em filme de dihexadecilfosfato
para 0 desenvolvimento de um sensor eletroquimico de

hidrazina

Nesta etapa realizou-se a preparacdo e o estudo de
caracterizacao do eletrodo de GCE modificado com filme de DHP contendo
nanoparticulas com estrutura casca-nucleo (core-shell) de Au—Pd suportadas
em CB bem como a avaliagdo de seu potencial como sensor eletroquimico
para a determinacdo de N2Hs em amostras de aguas.

Os resultados discutidos neste capitulo encontram-se
publicados na literatura e foram reproduzidos com permissao da Elsevier, a
saber:

Patricia B. Deroco; lasmim G. Melo; Lays S. R. Silva; Katlin 1.
B. Eguiluz; Giancarlo R. Salazar-Banda e Orlando Fatibello-Filho, O.
“Carbon black supported Au-Pd core-shell nanoparticles within a
dihexadecylphosphate film for the development of hydrazine electrochemical
sensor”. Sensors and Actuators B, v. 256, p. 535-542, 2018.

5.1 Objetivo especifico

Ainda com a ideia de explorar o CB como suporte para a
deposicdo de nanoparticulas metélicas, em uma segunda estratégia,
objetivou-se utilizar este material como suporte para a sintese de
catalisadores, como nanoparticulas do tipo core-shell. Deste modo,
sintetizou-se nanoparticulas core-shell (casca-nucleo) de Au e Pd suportadas
em CB a partir da reducdo quimica de seus precursores. Esta combinacédo de
nanomateriais foi utilizada para preparar um filme polimérico sobre a

superficie do GCE. Este sensor foi construido para investigar
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comportamento eletroquimico de N;H; e quantificar este analito em

amostras de agua.

5.2 Experimental

5.2.1 Reagentes e padrdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico: sulfato
de hidrazina, cloreto de paladio (Il) (PdCl,), cloreto de ouro (111) (AuCls) e
etilenoglicol foram obtidos da Sigma-Aldrich.

Solugdes desoxigenada de tampdo fosfato 0,2 mol Lt em
diferentes pH (pH de 7,0 a 12,0) foram preparadas conforme ja descrito na
SECAO 3.2.1.

A solucdo padrdo de N;H4 0,01 mol Lt e as demais diluicdes
foram preparada diariamente no eletrdlito suporte desoxigenado, que neste
trabalho foi utilizado tampéo fosfato 0,2 mol L™* em pH igual a 10,0, como
sera discutido na SECAO 5.3.2.

5.2.2 Instrumentacao

A instrumentacdo utilizada foi a mesma especificado na
SECAO 3.2.2.

Além disso, a analise morfoldgica dos nanomateriais também
foi realizada utilizando-se imagens obtidas por microscopia eletronica de
transmissdo (TEM, do inglés: transmission electron microscopy) utilizando
um microscépio modelo FEI Tecnai G2F20, operado a 200 kV. Para esta
analise, as amostras de Au@Pd/CB (o primeiro metal representa o nucleo, e
0 segundo a casca da particula) foram dispersas em alcool isopropilico
usando um banho ultrassonico por 20 min. Entdo, uma aliquota desta
dispersdo foi depositada em um filme de carbono poroso, suportado em uma

grade de cobre e esperou-se o solvente secar em temperatura ambiente.
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A caracterizacdo estrutural das amostras foi completada com
medidas de difragdo de raios X (XRD, do inglés: X-Ray diffraction),
realizadas em um difractometro modelo Bruker-AXS D8-Advance com
radiacdo CuKa (A= 1,5418 A) na faixa 26 de 15° a 90°, na velocidade de
varredura 0,5° min™.

Como método comparativo, a determinacdo de NoH4 também
foi realizada utilizando um método espectrofotomeétrico. As medidas foram
realizadas utilizando um espectrofotometro UV-Vis Shimadzu (Modelo UV-
2550) em um comprimento de onda de 458 nm, utilizando uma cubeta de
quartzo (comprimento do caminho o6tico de 10 mm) e solucdo de HCI 1:99

v/v como solvente, e p-dimetilaminobenzaldeido como croméforo®®?.

5.2.3 Sintese das nanoparticulas core-shell

As nanoparticulas metélicas foram sintetizadas na forma de
particulas casca-nucleo (core-shell), em colaboracdo com o grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Giancarlo Salazar Banda da Universidade de
Tiradentes, Aracaju-SE.

O método aplicado foi a reducdo do ion metalico por alcool, o
qual proporciona dispersfes coloidais de nanoparticulas de tamanho e
distribui¢Bes bem uniformes. O método é baseado no refluxo de uma solucéo
alcoolica (etilenoglicol, neste caso) na presenca do ion metalico precursor.
O alcool atua como solvente e também como agente redutor, sendo oxidado
a aldeido e/ou cetonas®®,

O procedimento para a sintese das nanoparticulas utilizado foi

apresentado no esquema da FIGURA 5.1 e descrito a seguir:
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1° etapa reducéo de Au (core)

A
6,00 mg AuCl, p;od\’“’ da .
5 mL H,0 \ il /
190,0 mg CB {] -— \ [ AuNPs/CB
20 mL etileno glicol e "\"’ =3 -\l - @ »

o/ ,Od(l(
4h o L0j; ..
120°C; 24h 2
2’ etapa reducio de Pd / &ty o

10,30 mg of PdCl,
150 mg of AUNPs/CB (etapa 1)
60 mL etileno glicol Au@PdNPs/CB

FIGURA 5.1 - Esquema representando as etapas de sintese das
nanoparticulas core-shell, 12 etapa: formacdo do nucleo de Au e 22 etapa:

formacéo da casca de Pd.

Na primeira etapa, 6,00 mg de AuCls, 5,0 mL de agua ultrapura
e 190,0 mg de CB foram adicionados a 20,0 mL etilenoglicol (utilizado como
solvente e agente redutor) em um baldo de fundo chato de 250 mL. Esta
mistura foi submetida a agitacéo ultrassonica por 4h, a fim de se obter uma
dispersdo homogénea. Entéo, a reacdo de reducédo do ouro foi realizada sob
refluxo a 120°C, durante 24 h sob agitacdo constante. A solucéo obtida foi
filtrada, lavada com agua ultrapura e seca em estufa a 80°C. Como produto
final tem-se as nanoparticulas com nucleos de Au suportadas no CB.

Na segunda etapa, 10,30 mg de PdCI, foram dispersos em 15,0
mL de HCI 0,40 mol L™ num baléo de fundo chato de 250 mL, com o auxilio
de um ultrassom durante 1 h. Subsequentemente, a esta dispersao
previamente preparada, foram adicionados 150,0 mg do produto obtido na
primeira etapa (AuNPs/CB) e 60,0 mL de etilenoglicol. Entdo, esta mistura
foi mantida em agitacédo ultrassénica durante 4 h. Apos este tempo, a reacéo
de reducéo do palédio foi entéo realizadas sob refluxo a 120 ° C durante 24
h sob agitacdo constante. A solucdo obtida foi filtrada, lavada com agua
ultrapura e seca em estufa a 80°C. Nesta etapa foram obtidas as
nanoparticulas casca, formando assim, as nanoparticulas core-shell (ntucleo-
casca) de Au e Pd suportados no CB.
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5.2.4 Preparacéo do eletrodo de trabalho

Previamente, o eletrodo de GCE foi submetido ao mesmo
procedimento de limpeza descrito na SECAO 3.2.3. Para a modificacio do
eletrodo, as etapas foram as mesmas apresentadas no esquema da FIGURA
4.1, com a diferenca de que o material sintetizado previamente foi utilizado
no lugar do CB. Entdo uma disperséo foi preparada pela adi¢do de 1,00 mg
de Au@Pd/CB e 1,00 mg de DHP em 1,0 mL de agua ultrapura, com o
auxilio de um banho de ultrassom por 30 min. Em seguida, uma aliquota de
8 uL da dispersdao Au@Pd/CB—DHP foi gotejada sobre a superficie do GCE
e o0 solvente foi evaporado a temperatura ambiente durante 3 h. Assim, o
GCE modificado com nanoparticulas de Au@Pd, CB e DHP foi obtido. Este
sensor foi designado como Au@Pd/CB—DHP/GCE.

5.2.5 Preparacéo das amostras de agua

As amostras de agua natural foram coletadas na represa e em
uma torneira da Universidade Federal de Sdo Carlos, na cidade de S&o
Carlos, Brasil. O ponto de coleta na represa foi registrado usando um GPS
(21°59'08.06" S 47°52'55.13" W), amostras coletadas em 29/11/2015.

Estas amostras foram filtradas e fortificadas com duas
concentracdes diferentes (0,20 e 1,8 mmol L™1) de analito. Em seguida, uma
aliquota de 200 pL de cada amostra foi diluida em solucdo de eletrolito
suporte e as solucdes finais com concentragdes de 4,0 e 34,7 umol L™ foram

analisadas.

5.2.6 Medidas eletroquimicas
Todos os experimentos foram realizados em atmosfera de No,

para evitar a interferéncia de O, na oxidagdo do analito de interesse.
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O comportamento eletroquimico do N;H; e o efeito do pH
foram investigados usando CV; e a amperometria foi usada para a eletrélise
e para a determinacdo de N:H4. Utilizando os parametros experimentais
otimizados para 0 método proposto, a curva analitica foi construida
adicionando-se aliquotas da solucdo padrdo de N2H4 ao eletrdlito suporte.
Todas as medidas foram realizadas em triplicata (n = 3) para cada
concentracao.

O LOD foi calculado usando o método de sinal-ruido em uma
proporcéo de 3 para 1, como descrito com mais detalhes na SECAO 4.2.4. A
preciséo do eletrodo e do método proposto foi avaliada por meio de estudos
de repetibilidade intra-dia (n = 10) e inter-dias (n = 3).

Por fim, a aplicabilidade do método eletroanalitico proposto foi
verificada na andlise de N;Hs em amostras de agua, e o0s resultados

comparados com aqueles obtidos pelo método de referéncia.

5.3 Resultados e discussao
5.3.1 Caracterizacdo de Au@Pd nanoparticulas suportadas

em CB

A estrutura detalhada de Au@Pd/CB foi estudada usando as
técnicas de microscopia eletrdnica de varredura (MEV), TEM,
espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDS, do inglés: energy
dispersive X-ray spectroscopy) e XRD.

Na imagem de SEM apresentada na FIGURA 5.2 (A) observa-
se a morfologia geral dos nanomateriais utilizados. As particulas core-shell
estdo bem dispesas nas superficie do CB, formando ocasionalmente
aglomerados. Na FIGURA 5.2 (B) é apresentada a imagem de TEM obtida
em alta resolucdo para uma nanoparticula individual com a composicao de

Pd e Au sobre CB. Como pode ser observado ha evidente presenca da
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estrutura core-shell nesta particula, a qual pode ser percebida pelo nicleo da
nanoparticula com um forte contraste de brilho correspondente ao elemento
mais pesado (Au) e ao seu redor, com um baixo contraste de brilho

correspondendo ao elemento mais leve (Pd).

.
e, L —L L]

FIGURA 5.2 — (A) Imagem de MEV obtidas para Au@Pd core-shell sobre

CB e (B) Imagem de TEM de uma nanoparticula individual de Au@Pd core-
shell sobre CB.

Analises de linha de varredura no modo de TEM-EDS obtidas
para esta nanoparticula revelaram detalhes sobre a distribuicdo dos
elementos, como pode ser visto nas FIGURA 5.3 (A-C).

Na FIGURA 5.3 (A), verifica-se no espectro correspondente ao
Pd (linha azul), que as maiores concentracdes estdo nas bordas das particulas
e ha uma diminuicédo da concentracéo perto do nucleo. Por outro lado, o pico
de concentracédo de Au (linha verde) estd somente no centro da particula.

Adicionalmente, a estrutura core-shell foi confirmada por
analise semi-quantitativa obtida a partir de espectros TEM-EDS de
nanoparticulas na regido central e na regido da borda. Os espectros obtidos
sdo apresentados na FIGURA 5.3 (B) e (C), respectivamente.

Como pode ser observado, a camada mais interna (FIGURA 5.3

(B)) é rico em elemento de Au, e isso é consistente com a regido mais
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brilhante da nanoparticula na FIGURA 5.2. A camada mais externa
(FIGURA 5.3 (C)) é formada apenas por Pd, e isso justifica 0 menor nivel
de contraste observado.

Além disso, é interessante notar que o centro é constituido pelos
dois elementos (Pd e Au) (FIGURA 5.3 (B)), confirmando assim que a
estrutura de nanoparticula core-shell foi formada durante a sintese. Os picos
de Cu também observados nos espectros sao relativos ao material (grid)

utilizado como suporte para esta analise.
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FIGURA 5.3 — (A) Caracterizacdo da distribuicdo elementar de Au e Pd em
toda a nanoparticula pela técnica de linha de varredura TEM-EDS (B)
composicdo elementar da camada interna (core) e (C) da camada externa
(shell). Nas figuras inseridas sdo mostradas as areas e direcdo da analise
realizada.

O espectro de XRD obtido para o material Au@Pd/CB esta
apresentado na FIGURA 5.4. As medidas foram comparadas com os dados
cristalograficos JCPDS dos possiveis componentes formados. Portanto, as
estruturas cristalinas encontradas com sua respectiva lima metalogréafica sao
Au metalico (ficha JCPDS 04784) e Pd (ficha JCPDS 0461043). Os
respectivos planos cristalinos para Au e Pd sdo mostrados dentro da
FIGURA 5.4. A banda larga em 20 = 29, tipica de estrutura amorfa, é
relacionado com o plano (002) do carbono usado como substrato, de acordo
com a ficha JCPDS No. 001-0640.
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O tamanho de cristalito foi calculado a partir do alargamento
dos picos mais intensos de Au e Pd (111) usando a equacéo de Scherrer®,
O tamanho médio estimado do cristalito foi de 29,4 nm e 43,5 nm para Au e

Pd, respectivamente.
. 09.2
N Bhkl' cosf

Ghi
sendo Gpy 0 didmetro médio das particulas, 0,9 corresponde a constante que
depende da forma das particulas, A o comprimento de onda da radiagao
eletromagneética, Bng 0 alargamento da linha de difracdo medida a meia

altura de sua intensidade maxima (em radianos) ¢ 6 o angulo de difragéo.

Au
Pd

Intensidade /a. u.

(311),(222)

20 30 40 50 60 70 80 90
20 [graus
FIGURA 5.4 — Espectro de difracdo de raios X obtido para o Au@Pd/CB.

Radiacdo CuKa (A =1,5418 A).

5.3.2 Comportamento eletroquimico de N2H,

Na FIGURA 5.5 foram apresentados os voltamogramas obtidos
na auséncia e na presenca de uma solugéo de NoH4 1,0 mmol L™t em tampéo
fosfato pH 10,0, sobre os eletrodos de CB-DHP/GCE (—), e de

Au@Pd/CB-DHP/GCE (—). Como pode ser visto a partir desta figura,
observou-se um pico de corrente no sentido positivo de varredura de
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potencial (varredura anddica), indicando a ocorréncia de um processo de
oxidacao da NHa, bem definido com E, em aproximadamente 0,330 e 0,030
V, para CB—-DHP/GCE e Au@Pd/CB—DHP/GCE respectivamente. Além
disso, ndo foi observado nenhum pico no sentido inverso (varredura
catddica), o que caracteriza um processo irreversivel.

Comparativamente, os voltamogramas ciclicos da FIGURA 5.5
evidenciaram uma melhora na resposta eletroquimica (maior I, e E, mais
proximo de zero) obtida quando o eletrodo contendo as nanoparticulas de Au
¢ Pd combinadas com CB—DHP foi utilizado. O sinal analitico aumentou
substancialmente de 9,37 pA para 17,52 pA (87%) e o potencial de oxidacgéo
diminuiu, ca. 0,320 V (de 0,338 V para 0,010 V), o que é caracteristico de
processo eletrocatalitico. Este aumento de sinal de corrente € uma melhoria
importante para o uso deste material como um sensor eletroguimico.
Consequentemente, todos os demais experimentos foram realizados
utilizando o Au@Pd/CB—DHP/GCE.

60
40+
20
<
3
~
— 0 i
-20- ! a —— CB-DHP/GCE
1 - - - -Branco
—— Au@Pd/CB-DHP/GCE

04 02 00 02 04 06 08
(E vs. Ag/AgCI) IV
FIGURA 5.5- Voltamogramas ciclicos obtidos para NoH; 1,0 mmol L™t em
solucéo de tampéo fosfato pH 10,0 sobre os eletrodos de CB—DHP/GCE (=)

e de Au@Pd/CB-DHP/GCE (—); v =50 mVs .
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A influéncia do pH da solucdo tampao fosfato 0,2 mol L™ na
resposta voltamétrica de NH, foi avaliado na faixa de pH 7,0 a 12,0 a partir
de medidas de CV para uma solucédo de N,H; 0,5 mmol L™ empregando-se
0 eletrodo Au@Pd/CB—DHP/GCE. Na FIGURA 5.6 (A) foram apresentados
0s voltamogramas obtidos.

Pode-se observar, a partir destes voltamogramas, que o pH
influenciou diretamente a eletrooxidacdo de N;Hs. Com o aumento dos
valores de pH, o potencial de pico (E,) de N2H. é linearmente deslocada para
potenciais menos positivos (mais proximos de zero) conforme a equagéo:

Ep/V=0,6125-0,0588 pH ( r=0,995)

O valor do coeficiente angular igual a —0,0588 V por unidade
de pH, esta proximo valor tedrico de —0,0592 V pH™, que corresponde a
uma resposta Nernstiana para reacdes que envolve 0 mesmo numero de
protons e elétrons (razdo elétrons/protons igual a 1).

Comparando-se 0s respectivos valores de potencial e de
corrente de pico, a solucdo tampao fosfato pH 10,0 foi selecionada como o
eletrdlito suporte para 0s experimentos seguintes, por apresentar uma maior
corrente de pico, uma vez que a obtencédo de uma corrente de pico mais alta
pode proporcionar melhores condicdes analiticos, como alta sensibilidade

(inclinacdo da curva analitica) e menor LOD (maior detectabilidade).
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FIGURA 5.6— (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para NoH4 0,5 mmol L™
em solucéo de tampéo fosfato 0,2 mol L™ em diferentes pH (7,0 — 12) sobre
o Au@Pd/CB—DHP/GCE; (B) Relacdo linear entre E, e pH; v =50 mVs ™,

5.3.2.1 Calculo do numero de elétrons e mecanismo de reacao

estimado por deteccdo amperométrica

O numero de elétrons (n) envolvidos no processo de
eletrooxidacdo de NyHs foi amperometricamente estimado. Para isso, foi
feita uma eletrélise a um potencial controlado (0,15 V) de uma solucéo de
N2H4 0,1 mmol L™ em tampao fosfato pH 10,0, durante 40 min, sob agitagéo.

A determinacdo das concentracdes final e inicial de N2H4 foi
feita por CV, sendo registrados voltamogramas ciclicos antes e ap0s a
eletrdlise, respectivamente. Assim foi possivel estabelecer a variacdo da
corrente no inicio e fim da eletrélise e calcular a quantidade de NzH4
consumida, assim o n foi estimado utilizando-se a seguinte relacéo (Equacao
Faraday)*®°:

Q=nFN EQUACAO 5.1

sendo Q a carga elétrica em Coulombs (C), n o nimero de
elétrons transferidos, N a quantidade de N2H4, em mol, consumida durante a
eletrolise, e F a constante de Faraday (96485 C mol ™). O valor de Q foi
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calculado integrando-se a area do amperograma obtido foi igual a 0,228 C.
O valor de N obtido a partir das medidas de CV foi 3,59 x 1077 mol. Assim,
o valor estimado de n foi de 3,74 (~4,0), o que permite concluir que o
processo  de  eletrooxidagdo da  N:Hs na  superficie do
Au@Pd/CB—DHP/GCE envolve quatro elétrons.

Baseado nesta informacdo, o mecanismo geral da oxidagao
eletroquimica de N2Hs sobre Au@Pd/CB—DHP/GCE ¢ em meio alcalino
pode ser expresso pela EQUACAO 5.2, concordando com o que foi relatado

previamente na literatura!®>1%,

H,N—NH, —= N=N +4H" +4¢ EOUAGAO 5.2

5.3.2.2 Efeito da velocidade de varredura de potencial

Para obter mais informacdes sobre o processo de eletrooxidacao
de N2H4, voltamogramas ciclicos foram obtidos variando a velocidade de
varredura de potencial de 20 a 400 mV s para uma solucdo de NoH4 0,5
mmol L™ sobre o Au@Pd/CB-DHP/GCE.

Entéo, usando as correntes de pico obtidas foram construidos 0s
gréficos apresentados na FIGURA 5.7,

Comumente, para a relagéo linear de log I, e log v, encontra-se
um coeficiente angular igual a 0,50 ou 1,0, quando o processo redox é
controlado exclusivamente pelo processo de difusdo ou adsorcéo,
respectivamente®®®. A partir da equacio da reta (EQUACAO 5.3) para 0
grafico da FIGURA 5.7 (A), foi obtido um valor de coeficiente angular de
0,59, um valor proximo ao valor tedrico de 0,50, indicando que 0 processo
de oxidacao de NzH4 sobre o eletrodo Au@Pd/CB—DHP/GCE foi controlado

por difusao.
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log | =—3,79 + 0,59 log v EQUACAO 5.3

Adicionalmente, o controle difusional foi confirmado pela
dependéncia linear de I, e v¥2, FIGURA 5.7 (B), para a qual foi obtido um

coeficiente de correlacdo de 0,999.

4.0
(A) 904 (B)
4,21
a4l < 60-
o =
S =
4.6 30-
4871 & r=0,999 0 r=0,999
18  -15 -12 09 -06 0.2 04 06
Iog V Vl/2 /(V s—l)l/Z

FIGURA 5.7- (A) Relacdo linear entre log I, e log v; e (B) a corrente de
pico anodica vs. a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial,
obtidas no estudo variando as velocidades de varredura de 20 a 400 mV s*
para uma solucdo de N2H4 0,5 mmol L™* sobre 0 Au@Pd/CB—DHP/GCE.

A partir dos dados obtidos, neste mesmo experimento foi
também possivel calcular a k° utilizando a equacdo de Nicholson e Shain*®’,
que é especifica para os casos de processos anddicos, irreversiveis, e
controlados por difusdo das espécies. Neste método, o pico de corrente (l,) é
linearmente dependente da diferenga entre o potencial de pico (Ep) e o
potencial formal (E°), de acordo com a EQUACAO 5.4:

I, =0227nFACK®exp (%) (E, — E°)] EQUAGAO 5.4

sendo n o numero de elétrons transferidos na reacédo (neste caso

4 elétrons), A a area geométrica do GCE (0,107 cm?), C a concentragio da
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espécie eletroativa (N2Hs = 0,5 pmol cm™), e os outros termos tem seus
significados e valores usuais.

Aplicando o logaritmo natural e rearranjando a EQUACAO 5.3,
obtém-se EQUACAO 5.5:

Inl, = (0,227 n F ACK®) + (=) (E, — E°) EQUAGAO 5.5

Primeiro, o valor de E° foi determinado para cada corrente
calculada como | = 0,82 I, obtida em cada velocidade de varredural™, e o
valor médio encontrado foi E® = 0,022 + 0,005 V. Depois, usando a
EQUACAO 5.4, o valor de k°foi determinado usando o coeficiente linear da
dependéncia entre In 1, e (E, — E®). Um valor de k° de 0,15 cm s foi
estimado. Como pode ser observado o valor de k°determinado para NoH4 no
Au@Pd/CB-DHP/GCE foi maior do que o valor determinado no
CB-DHP/GCE (0,068 cm s™?). Este efeito sugere maior facilidade da troca
de elétrons entre a NoH.4 e a superficie do Au@Pd/CB—DHP/GCE devido a

incorporacao das nanoparticulas Au@Pd no CB.

5.3.3 Determinagao de N:H. por amperometria

A fim de desenvolver um método quantitativo para a analise de
N2H4, foi utilizado deteccdo amperometrica e o eletrodo proposto
(Au@Pd/CB-DHP/GCE).

Inicialmente, para obter-se a melhor resposta amperométrica
para HDZ, o efeito da aplicacdo de diferentes potenciais no eletrodo de
trabalho, sobre a resposta de corrente de N;H, foi investigado em uma
solucdo de tampéo fosfato (pH 10,0), na presenca de NoH4 50,0 pumol L™,
(ver FIGURA 5.8). A corrente de oxidacdo N2H4 aumentou com a aplicacao

de valores mais positivos de potencial a partir de —0,20 V, sendo atingido
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um valor méximo de potencial em +0,15 V. Sendo assim, este foi o potencial

selecionado para a determinagdo N2oHa.
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FIGURA 5.8- A relacéo entre I, e E, obtida amperometricamente (n = 3)
para 50,0 pmol L de N,H; em tampdo fosfato (pH 10,0) sobre o
Au@Pd/CB—DHP/GCE com agitagdao de 1000 rpm.

Apds otimizar os parametros para a amperometria (E = 0,15 V;
com agitacdo de 1000 rpm; em atmosfera de N>) a curva analitica para NoH4
foi obtida.

O amperograma obtido durante sucessivos incrementos de NoH4
em solucéo de tampéo fosfato (pH 10,0), foi apresentado na FIGURA 5.9,
onde o grafico inserido corresponde a respectiva curva analitica obtida.
Como pode ser observado, os incrementos de corrente estabeleceram ralagao
linear com o aumento da concentracdo N2H4 na célula eletroquimica, entre
2,50 e 88,0 pmol L1, e com LOD de 1,77 umol L™ (0,23 ppm), seguindo a

equacéo:

I/A = 3,22 + 0,0824 [NoH4/(mol L™H)]; r = 0,998.
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FIGURA 5.9 — Amperograma obtido sobre o Au@Pd/CB—DHP/GCE, ap6s
sucessivas adi¢des de N2Ha4: (a) 2,50; (b) 5,00; (c) 7,40; (d) 15,0; (e) 21,0; (f)
28,0; (g) 35,0; (h) 45,0; (i) 56,0; (j) 65,0; (k) 75,0 pumol L™t em solugéo de
tampéo fosfato (pH 10,0) com agitacdo de 1000 rpm. Potencial aplicado foi
0,15 V. O gréfico inserido corresponde a respectiva curva analitica obtida (n

= 3).

Outros procedimentos para a determinacdo eletroanalitica de
N2Hs usando eletrodos modificados foram relatados na literatura e os
parametros analiticos obtidos estdo apresentados na TABELA 5.1
Comparando-se os valores de LOD, o valor obtido no método aqui proposto
foi significativamente menor do que aqueles relatados usando um GCE
modificado com cobalto e octaetilporfirinal*®; um eletrodo de cobalto
modificado com nanofolhas de oxi-hidréxido de cobalto'??; um GCE
modificado com um compdsito de nanobastdes de ZnO e nanofibras de
carbono!?* e um eletrodo de 6xido de indio e estanho (1TO, do inglés: indium
tin oxide) modificado com SnO, e goma guar*?®. Além disso, o desempenho

do eletrodo proposto foi similar aqueles obtidos empregando-se um eletrodo
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de composito de carbono macroporoso modificado com Co e estrutura de
metalorganicas'®.

Por outro lado, LEE et al.'?; DING et al. 11%; ZHOU et al. 1%® ¢
KRITTAYAVATHANANON!? obtiveram valores de LOD menores
usando um eletrodo de ITO modificado com poli(dopamina) e CV; um GCE
modificado com ZnO e RGO e amperometria; um GCE modificado com
Mn,O3; e Au e amperometria; e um eletrodo de carbono vitreo de disco
rotatorio modificado com nanoparticulas de Pd e RGO e amperometria,
respectivamente.

Vale ressaltar que o metodo eletroanalitico proposto apresenta
a vantagem de ter uma amplitude de faixa linear semelhante aos demais
métodos, porém com menores concentracbes de NyH4, permitindo a
quantificacdo de baixas concentracdes deste analito. Muitas das referéncias
citadas utilizam sensores eletroquimicos constituidos de materiais de suporte
para as nanoparticulas cataliticas, de alto custo, como grafeno ou
ftalocianina. Além disso, a sintese dos materiais de suporte é trabalhosa e
dificil de reproduzir. Em contrapartida, a arquitetura do sensor proposto
nesta tese utiliza material de carbono (CB) que é mais simples e de menor
custo. Além disso, proporcionou procedimento com resultados altamente

reprodutiveis.
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TABELA 5.1- Comparacdo dos parametros analiticos obtidos usando o
eletrodo proposto Au@Pd/CB-DHP/GCE e outros sensores eletroquimicos

para a determinacdo de N2Ha

Eletrodo Técnica Faixa linear LOD Referéncias

(LM) (LM)
Co/OEP/GCE Amperometria 50-5000 51,8 18
PDA/ITO eletrodo CVv 100-10000 1,00 2
Co/MOF/MPC Amperometria 5-630 1,75 &
eletrodo

CoOOH nanofolhas ~ Amperometria 0-1000 20,0 12
Hb/ZnO/CNF/GCE ~ Amperometria 19,8-1710 6,60 %

SnO,-GG/ITO CVv 2000~ 2760 123
eletrodo 22000

ZnO/RGO eleotrodo  Amperometria 1-33500 0,80 119
Mn,O3/Au/GCE Amperometria 2-1300 1,10 126
PANPs/RGO/RDE Amperometria 10-300 02 1%
Au@Pd/CB- Amperometria 2,50-88,0 1,77 Este
DHP/GCE trabalho

OEP: octaetilporfirina; pDA: poli(dopamina); ITO: oxido de indio e estanho;
MOF: estrutura metalorganica; MPC: compdsito de carbono macroporoso;
CoOOH: oxi-hidroxido de Co; Hb: hemoglobina; CNF: nanofibra de
carbono; GG: goma guar; RGO: oxido de grafeno reduzido; PdNPs:

nanoparticulas de Pd; RDE: eletrodo de disco rotatério;

A precisdo do método amperométrico proposto foi avaliada a
partir de estudos de repetibilidade intra e inter-dias. Para a repetibilidade
inter-dias foram utilizados trés eletrodos modificados preparados em dias

diferentes, para duas concentracdes de NoHy4 (5,0 e 75 umol L) em solucéo
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de tampédo fosfato (pH 10,0), o valor de RSD obtido para resposta
amperométrica de NyHs foi de 7,9 % e 3,0 %, para as diferentes
concentracdes, respectivamente, indicando uma boa repetibilidade do sensor
proposto.

Além disso, foi realizado o estudo da repetibilidade de um unico
eletrodo, nas mesmas concentracdes de NoH4 (5,0 e 75,0 pmol L), onde
foram realizadas 10 medidas amperométricas sucessivas com 0 mesmo
Au@Pd/CB-DHP/GCE e para este estudo foram obtidos RSD de 6,5 % e 5,8
%, respectivamente. O sensor aqui proposto apresentou baixos RSD para a
repetibilidade do sinal de N;H, indicando assim, uma boa precisdo na

resposta analitica.

5.3.4 Aplicacéo do sensor proposto Au@Pd/CB-DHP/GCE

A seletividade do sensor amperometrico para o quantificacdo de
N2H, foi examinada realizando-se as medidas amperométricas de uma
solucédo de N2H4 50,0 pmol L™ e de sucessivas adi¢cdes (na mesma solucéo)
de algumas espécies quimicas comumente encontradas em aguas, que foram
consideradas como possiveis interferentes, tais como alguns cations (Ca?*,
Fe?*, Na*, Mg?*, K* e Ca?"), anions (CI-, SO4>~ e NO3"), &cido humico, e
vermicomposto, todos foram avaliados numa proporcdo de 1:10
[N2H.]:[interferente].

Os valores de RSD obtidos para cada caso sao apresentados na
TABELA 5.2. Nao foram observadas respostas significativas (valores de
RSD menores que 7,8%) no sinal analitico de N2H4 quando o potencial do
eletrodo foi mantido a 0,15 V e as substancias supramencionadas
adicionadas na solucéo. Portanto, este sensor pode ser usado como um sensor

seletivo para deteccdo de N2H4 na presenca de diferentes espécies quimicas.
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TABELA 5.2 — Efeito de possiveis interferentes na determinacédo
amperometrica de uma solugdo de N2H4 50,0 pmol L™* na proporgédo de 1:10
[N2H4]:[interferente]

Interferente % interferente
Ca** 2,4
Fe3* 7,8
Na* 4,6
Mg?* 2,9
K* 2,0
Cu? 4,2
Cl- 3,3
SO 4.4
NOs~ 6,3
Acido hdimico 2,4
vermicomposto 0,50

Em seguida, a possivel ocorréncia de efeitos de matriz das
amostras de agua na determinacdo de N2H, foi estudada, a partir de ensaios
de adicdo e recuperacdo. Foram analisadas duas amostras de agua
fortificadas com duas diferentes concentracdes de N2Hs conhecidas; as
determinacdes foram feitas usando o metodo proposto, e 0s resultados
calculados por interpolacdo na respectiva curva analitica, previamente
obtida. Como pode ser observado na TABELA 5.3, obteve-se uma
recuperacgédo que variou de 88 % a 104 %. Com base nestes resultados, pode-
se concluir que os efeitos da matriz ndo apresentam interferéncia

significativa no método amperométrico proposto.
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Finalmente, o desempenho do novo método analitico
amperométrico descrito foi comparado ao desempenho de um método
espectrofotométrico descrito na literatura'® — ver TABELA 5.4.

Os resultados obtidos foram comparados empregando-se o teste
t-pareado em um nivel de confianca de 95 % (texperimental = 2,53 < teritico =
4,30). Pode-se concluir que os resultados obtidos empregando-se os dois
métodos sdo estatisticamente concordantes neste nivel de certeza. Além
disso, quando os resultados obtidos aplicando-se ambos os métodos
analiticos foram comparados, valores de erro relativo inferior a 6,5% foram
alcangadas para todas as amostras. Estes resultados sdo uma indicagédo da
boa exatiddo do novo metodo proposto e a sua viabilidade para a

determinacéo de N2H4, em amostras de agua.

TABELA 5.3- Resultados obtidos na determinacdo de N2H4 em amostras de
aguas por adicéo e recuperacdo usando o meétodo proposto e 0 Au@Pd/CB-
DHP/GCE

Adicionado Encontrado? Recuperado

Amostras
(umol L™ (umol L) %
i Nivel
Agua de represa . 4,0 3,9+0,3 98
Nivel
, 34,7 33,2+0,2 96
Agua da Nivel
_ 4,0 3,5+0,4 88
torneira 1
Nivel
, 34,7 36,1+0,3 104
in=3
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TABELA 5.4— Resultados obtidos na determinacdo de N2H, em amostras de

aguas pelo método proposto e pelo método comparativo espectrofotométrico

Erro®
Amostras Espectrofotométrico? Amperométrico? %)
(6]
(umol L)
Agua de represa 48 + 4 51+4 6,3
Agua da torneira 47 +1 46 + 1 2,1

an=3;"erro (%) = 100 [(valor amperométrico — valor espectrofotométrico)/ valor
espectrofotométrico].

5.1 ConclusOes parciais

As nanoparticulas de Au@Pd suportadas em CB foram
preparadas com sucesso por meio da reducdo quimica dos precursores AuCls;
e PdCl,. A caracterizacdo do Au@Pd/CB por TEM e EDS indicou que a
estrutura core-shell das nanoparticulas de Au e Pd foi formada no CB.

Além disso, 0 eletrodo proposto (Au@Pd/CB—DHP/GCE)
apresentou atividade eletrocatalitica para a oxidagdo do N;H, com elevada
detectabilidade e seletividade, e uma rapida resposta amperomeétrica,
podendo assim ser aplicado com sucesso na determinacdo de N;H; em

amostras de agua sem interferéncia significativa da matriz.
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6 — Avaliacdo de eletrodos 3D baseados em carbono vitreo
reticulado modificados com nanoparticulas de ouro por duas

diferentes estratégias
A partir deste ponto, inicia-se a apresentacdo dos resultados

obtidos no desenvolvimento de eletrodos a base 3D—RVC.

6.1 Objetivo especifico

Apesar deste tipo de material (3D—RVC) ser utilizado ha muito
tempo para fins eletroquimicos, como nas células combustiveis e
baterias®”%, ainda hd muito a ser explorado do uso deste material em
aplicacOes eletroanaliticas, especialmente em termos de modificagdo com
nanoparticulas metalicas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi o de
incorporar nanoparticulas de ouro neste material, utilizando duas diferentes
estratégias, eletrodeposicao e adsor¢do quimica de uma solucéo coloidal de
nanoparticulas previamente preparada. Ademais, também avaliou-se o
desempenho eletroquimico dos 3D-RVC modificados com AuNPs em
relacéo a resposta de espécies inorganicas e organicas de conhecida resposta
eletroquimica, sendo consideradas como sondas redox as seguintes
substancias: hexacianoferrato (I11) de potassio (Ks[Fe(CN)s]), cloreto de
hexaminruténio ([Ru(NHs)s]Cls) (111), paracetamol (PCT), &cido urico (AU),
hidroquinona (HQ) e triptofano (TPF).

6.2 Experimental

6.2.1 Reagentes e solucgdes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico: paracetamol
(PCT), acido urico (AU) e triptofano (TPF) foram adquiridos de Sigma-
Aldrich e hidroquinona (HQ) de Vetec. O 3D—RVC Duocel® (45 ppi) (do
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inglés: pores per inch) foi adquirido de Energy Research and Generation
Aerospace Corporation — Califérnia.

Solugdes de [Fe(CN)e]® e de [Ru(NH3)e]** 1,0 mmol L foram
preparadas em KCI 0,1 mol L™, e usadas como sondas eletroquimicas para
investigar o comportamento eletroquimico dos eletrodos propostos.

Uma solucdo de tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), foi
preparada pesando-se massas adequadas de KH,PO,e Na;HPO, para um
volume de 250 mL. Esta solucdo foi utilizada como eletrélito suporte. Todas
as outras solucbes empregadas neste trabalho foram preparadas com agua
ultrapura fornecida por um sistema Mili-Q (Millipore®).

Na sintese das AuNPs uma solucdo de HAuUCI, 50,0 mmol L™
e uma solucdo de citrato de sodio (NasCsHsO7) 0,3 mol L™* foram usadas
como mostrado na SECAO 6.2.3.

6.2.2 Instrumentacao

Detalhes da instrumentacéo utilizada podem ser encontrados na
SECAO 3.2.2.

O eletrodo de trabalho 3D—RVC foi montado como mostra o
esquema ilustrado na FIGURA 6.1. Usou-se um tubo cilindrico de plastico
(o.d. 1,3 cm, i.d. 1,0 cm) e um cilindro de cobre conectado com uma haste
de liga metalica de cobre e zinco para contato elétrico (FIGURA 6.1 (B)),
apos a inser¢do do 3D—RVC (FIGURA 6.1 (A)) no tubo foi mantido
aproximadamente 0,40 cm para ser submerso na solugéo, este comprimento
foi medido para cada eletrodo usando paquimetro e todos os resultados
expressos em densidade de corrente (A cm?), ou seja, em termos de volume

para permitir a comparacéo direta (FIGURA 6.1 (C)).
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FIGURA 6.1 — Montagem esquematica do eletrodo 3D—RVC usado neste
trabalho. (A) RVC 45 ppi, (B) tubo de pléastico cilindrico e contato haste de

b Wi

1 ~0,40 cm

liga metéalica de cobre e zinco, e cilindro de cobre, (¢) 3D—RVC pronto para

0 uso.

Para as analises de SEM, o 3D—RVC foi usado como recebidos
do fornecedor sem qualquer modificacdo adicional. Imagens de SEM
também foram coletadas para o 3D—RVC apods as modificagdes com as

nanoparticulas.

6.2.3 Sintese das nanoparticulas de ouro

As AuNPs foram obtidas pelo método Turkevich™. Esse
método consiste na adi¢do de 4,0 mL de uma solugdo de HAuCl; 50,0 mmol
Lt em um baldo volumétrico de 200 mL e agua ultrapura até completar o
volume. Entdo, esta solucéo foi colocada em erlenmeyer e aquecida até 85
°C, sob agitacdo. Em seguida foi adicionado 2,0 mL de uma solucdo de
citrato de sodio 0,3 mol L. Apds 4 minutos sob agitagdo constante, ocorreu
uma mudanca de coloracdo de amarelo claro para vermelho escuro,
indicando o final da reacdo e obtendo-se, assim, uma disperséo coloidal das
AuNPs. Em seguida, o meio reacional foi rapidamente resfriado em banho
de gelo até a temperatura ambiente (25 °C). A dispersdo coloidal final de
AuUNPs foi transferida para um frasco &mbar e armazenada em temperatura

ambiente.
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6.2.4 Preparacéo do eletrodo de trabalho

Para a preparacao do eletrodo de trabalho foram estudadas duas
diferentes estratégias de incorporacdo das AuNPs no substrato 3D—RVC:

1°) O primeiro método de incorporacéo foi baseado no método
de adsor¢ao, onde o 3D—RVC foi imerso em uma solugao coloidal de AuNPs
(previamente preparada, SECAO 6.2.3) e mantido por 10 minutos, apos este
tempo o material foi mantido em um dessecador durante 5 horas para a
evaporagéo do solvente, este sensor foi nomeado como AuNPSgs)/3D—RVC.

2°) O segundo método foi baseado na eletrodeposicédo, que foi
realizada aplicando-se amperometricamente um potencial de —0,4 V durante
40 segundos, em solugdo de HCI 0,1 mol L™ contendo HAuCl4 0,1 mmol
L1, estas condicdes foram estudadas previamente em outro trabalho do

grupo de pesquisal®®, este eletrodo foi nomeado como AuUNPSlen/3D—RVC.

6.2.5 Medidas eletroguimicas

Primeiro, para verificar a influéncia das AuUPNs no
comportamento do eletrodo 3D—RVC, um estudo eletroquimico foi realizado
usando CV em diferentes velocidades de varredura de potenciais (10 — 500
mV s1). Neste estudo, as medidas voltamétricas foram realizadas na
presenca de sondas eletroquimicas [Fe(CN)g]*~ 1,0 mmol L™* e [Ru(NHz3)e]**
1,0 mmol L™, em solucéo de KCI 1,0 mol L™, além de moléculas organicas
com o comportamento eletroquimico bem difundido na literatura: PCT, UA,
HQe TP.

Com base nos dados obtidos neste estudo, foi possivel calcular
a k® para cada caso, além de identificar se o transporte de massa da espécie
em solucdo a superficie do eletrodo foi controlado por difusdo ou adsorcgéo.

Além disso, foram realizadas as curvas analiticas com adicéo de

aliquotas sucessivas de cada solucao padrdo para cada molécula organica. E
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ainda, foram comparados os parametros analiticos, como sensibilidade, faixa
linear e LOD para cada eletrodo de trabalho proposto.

A repetibilidade intra-dia foi determinada por medidas
sucessivas usando o mesmo eletrodo (n = 10) e a repetibilidade inter-dias a
partir de medidas utilizando trés eletrodos preparados em dias diferentes
(n=3). Ambos os estudos foram realizados para solug6es individuais de cada
analito PCT, UA, HQ e TP na concentragdo de 25,0 pmol L™ em solugéo de
tampao fosfato pH 7,0.

Por fim, a seletividade do meétodo eletroanalitico proposto foi
avaliada em matrizes biologicas, estas moléculas foram quantificadas em

amostras de soro sanguineo e urina.

6.3 Resultados e discussao
6.3.1 Caracterizagdo morfologica do eletrodo 3D—-RVC e

suas modificacdes com AuNPs
Os eletrodos 3D-RVC com ou sem modifica¢cdes foram
caracterizados morfologicamente por SEM. Observa-se na FIGURA 6.2 que
a estrutura deste material € macroporosa, com elevada area de superficie
(devido a estrutura 3D), o didametro médio de poro € de aproximadamente
400 pm.

FIGURA 6.2 — Imagem de SEM obtida para a superficie de 3D—RVC.
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Em seguida, seguiu-se para a caracterizacdo morfologica do
3D—RVC ap6s a incorporagao das AuNPs por ambos os métodos aplicados.
Na FIGURA 6.3 podem ser vistas as imagens de SEM obtidas, em (A) para
0 sensor AUNPSgs)/3D—RVC e em (B) para 0 AUNPSlery/ 3D—RVC). Como
observado na FIGURA 6.3 (A) as AuNPs foram incorporados no material
(3D—RVC) pouco distribuidas, e formando alguns aglomerados. O tamanho
destas particulas esta entre 20 e 35 nm (ver histograma de distribuicdo
FIGURA 6.3 (C)). Por outro lado, para o método de eletrodeposicdo
(FIGURA 6.3 (B)), as AuNPs formados foram distribuidas homogeneamente
sobre a superficie 3D—RVC. E possivel notar que o tamanho do AuNPs esta
entre 30 e 50 nm, como pode ser observado no histograma de distribuicéo,
FIGURA 6.3 (D).
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FIGURA 6.3 — Imagens de SEM obtidas para (A) AuUNPSley/3D—RVC; (B)
AUNPS(145)/3D-RVC; magnificagdo 200000 vezes. (C) e (D) S&o os

respectivos histogramas de distribuicéo.

6.3.2 Caracterizacao eletroquimica dos eletrodos de 3D—RVC,
AUNPS(ads)/3D—RVC e AUNPSlety/3D—RVC

O comportamento eletroquimico dos eletrodos propostos
(3D—RVC, AuNPS(ds/3D-RVC e AUNPS(ey/3D-RVC) foi estudado
usando CV para as sondas redox ([Fe(CN)e]>~ e [Ru(NHs)s]**).

Na FIGURA 6.4 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos
obtidos para os trés eletrodos avaliados, na presenca de [Fe(CN)g]>~ 1,0
mmol L em solugdo de KCI 0,1 mol L, v =50 mVs™. E os valores de
correntes de pico e potenciais de pico extraidos destes voltamogramas estao
apresentados na TABELA 6.1.
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FIGURA 6.4 — Voltamogramas ciclicos obtidos usando o eletrodo nédo
modificado 3D-RVC (—) e os eletrodos modificados com AuNPs:
AUNPS(305/3D—RVC (=) e AUNPS(@ey/3D-RVC (—) na presenca de
[Fe(CN)s]*~ 1,0 mmol Lt em solugdo de KCI 0,1 mol L, v=50 mVvs™.

TABELA 6.1 — Valores de correntes de pico e potenciais de pico obtidos
para [Fe(CN)g]*~ extraidos da FIGURA 6.4

[Fe(CN)e]*
Eletrodo
lpa(A)  Epa (V) loc (A)  Epc (V) 4Ep (V)
3D-RVC 0,537 0,265 -0,484 0,166 0,099

AUNPS(ags)/3D—RVC 0,602 0,285 -0,590 0,200 0,085
AUNPSelety/3D-RVC 1,34 0,274 -1,362 0,167 0,107

A partir da FIGURA 6.4 e da TABELA 6.1, nota-se que foi
obtido um par redox bem definido, e com comportamento quasi-reversivel
com valores de AE, de 0,099, 0,085 e 0,107 V para 3D-RVC,
AUNPSa45/3D—RVC e AuNPsle/3D—RVC, respectivamente.

Outra caracteristica que pode ser observada, € que a magnitude

de sinal analitico aumenta c.a. 2,6 vezes para 0 AUNPSglety/3D—RVC, quando
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comparado com os outros dois eletrodos, indicando que as propriedades
eletroquimicas do material 3D—RVC foram melhorada com a incorporacao
das AuNPs, sendo que essa melhoria pode estar ligada a melhor distribuicdo
de AuNPs no material, para este caso.

Da mesma forma, o menor sinal analitico obtido usando o
AUNPSad5)/3D—RVC pode ser atribuido a baixa adsor¢do e distribuigdo de
AUNPs na superficie, como confirmado por imagens de SEM (FIGURA 6.3
(A)).

Adicionalmente, outros estudos utilizando a técnica de CV
foram realizados para melhor investigacdo do comportamento eletroquimico
dos eletrodos propostos.

Na FIGURA 6.5 (A—C) sdo apresentados voltamogramas
ciclicos obtidos em solucdo de [Fe(CN)e]*>~ 1,0 mmol L em solugcdo KCI
0,1 mol L a diferentes velocidade de varredura de potencial (10 a 500 mVs-
1) forneceram valores de correntes de pico (Ipa€ Ipc) linearmente dependentes
com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial, evidenciando
um controle difusional referente ao transporte de massa para o eletrodo. Os
coeficientes angulares de 0,39, 0,42 e 0,41 obtidos a partir do grafico de
logaritmo da densidade de corrente (log J) com o logaritmo da velocidade de
varredura de potencial (log v), corroboram com a afirmacao, evidenciando a

auséncia de efeitos de adsorcdo e camada fina'®,
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FIGURA 6.5 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades
de varredura de potencial (10 — 500 mVs™) para [Fe(CN)s]*~ 1,0 mmol L™
em solucdo KCI 0,1 mol L™; sendo em (A) para o eletrodo 3D-RVC, (B)
para 0 AuNPS@s)/ 3D-RVC e em (C) para 0 AUNPSeler)/3D-RVC. Os
gréficos inseridos correspondem a relacdo linear entre a corrente de pico
anodico e catodico, e a raiz quadrada da velocidade de varredura de

potencial.

Utilizando estes mesmos dados obtidos nos experimentos de
CV, foi possivel calcular a area eletroativa para os eletrodos propostos
empregando-se a EQUACAO 6.1 de Randles-Sevcik©01%,
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I, = (2,69 x 10°)n%*24DY*Cv'/? EQUACA0 6.1

Sendo I, a corrente de pico anddica ou catodica em Ampere (A),
n é o nimero de elétrons envolvidos na reacéo, A é a area eletroativa em cm?,
D é o coeficiente de difusdo em cm? s, C é a concentragdo das espécies em
solucdo em mol cm™ e v!2 a raiz quadrada da velocidade de varredura de
potencial em V s,

O coeficiente angular obtido na regresséo linear de lp, vs. v¥2 foi
aplicado na EQUACAO 6.1, com os valores de D = 7,6 x 107%¢cm? 57129, n
=1eC=1,0x10%mol cm?, e os resultados indicaram uma area eletroativa
de 0,98 cm?, 1,31 cm? e 2,62 cm? for 3D-RVC, AuNPs(q)/3D-RVC ¢
AUNPSley/3D-RVC, respectivamente. E importante notar que apds as
modificacdes dos eletrodos, a area eletroativa aumentou cerca de 34 %
AUNPSad5)/3D—RVC e 167 % AuNPseen/3D—RVC, o que mostra uma
evidente melhora baseada na adicdo das AuNPs. Estes resultados estdo em
consonancia com as imagens de SEM obtidas, onde foi observada uma maior
e melhor distribui¢do de AuNPs 3D—RVC para o método de eletrodeposicao,
0 gue proporcionou a maior area eletroativa.

Esta area eletroativa maior € de extrema importancia para as
propostas analiticas, uma vez que uma alta area eletroativa pode
proporcionar o aumento do sinal analitico (magnitude da corrente) e a
obtencdo de metodos com melhor desempenho analitico.

Finalmente, para avaliar a qualidade do material, foi estimado o
valor de k° para cada um dos eletrodos propostos, utilizando o método de
NICHOLSON para sistemas quasi-reversiveis controlados por difusdo®. Os

calculos envolvidos neste método estéo relacionados com a EQUACAO 6.2:

Y='[xDnvFRT] EQUACAO 6.2
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sendo ¥ um parametro cinético, € os demais termos ja foram
definidos anteriormente. O pardmetro cinético W pode ser obtido
empregando-se a EQUACAO 6.3 proposta por LAVAGNINI et al.?**? que

relaciona de forma simples ' e os valores de AEp:

P = (~0,6288 + 0,00217AE,)/(1 — 0,01 7nAE,) EQUACAO 6.3

A partir dos valores calculados de P, e aplicando a EQUACAO
6.2, os valores de k° obtidos foram iguais a 1,9 x 1073, 4,4x103%e 2,6
x 103 cm st para 3D—RVC, AUNPS(s/3D—RVC e AuNPSe/3D-RVC,
respectivamente. O valor obtido para o eletrodo 3D—RVC esta de acordo
com o valor relatado por SILVA et al. (1,0 x 103 cm s71)2% para um eletrodo
de carbono vitreo monolitico. Para os eletrodos modificados com AuNPS
houve um pequeno aumento no valor de k°, indicando uma ligeira melhoria
nas propriedades eletronicas e desempenho eletroquimico desses eletrodos.
Sendo que para o eletrodo com as AuNPs adsorvidas uma melhor taxa de
transferéncia de elétrons foi obtida, imagina-se que isso se deve ao fato das
nanoparticulas serem de menor tamanho neste caso - vide FIGURA 6.3 (C),
0 que facilita a eletrocatéalise, pois melhora o transporte de massa devido a
contribuicao da difuséo radial.

Para completar a caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos
propostos, voltamogramas ciclicos foram obtidos em solucdo contendo
[Ru(NH3)s]** 1,0 mmol L™ em solugdo de KCI 0,1 mol L™, v=50 mV s
(FIGURA 6.6). E os valores de correntes de pico e potenciais de pico

extraidos destes voltamogramas estdo apresentados na TABELA 6.2,
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FIGURA 6.6 — Voltamogramas ciclicos obtidos usando o eletrodo ndo
modificado 3D-RVC (—) e os eletrodos modificados com AuNPs:
AUNPS(305/3D-RVC (=) e AUNPS@ey/3D-RVC (—) na presenca de
[Ru(NH3)s]** 1,0 mmol Lt em solugédo de KCI 0,1 mol L™, v=50 mVs™,

TABELA 6.2 — Valores de correntes de pico e potenciais de pico obtidos
para [Fe(CN)g]*~ extraidos da FIGURA 6.6

[RU(NH3)e]**
Eletrodo
lpa (A)  Epa (V) Inc (A)  Epc (V)  AEp (V)
3D-RVC 0,370 -0,112 -0,445 -0,172 0,060

AUNPS(ads/3D-RVC 0,461 -0,110 -0,558 -0,176 0,066
AUNPSelety/3D-RVC 1,082 -0,102 -1,22 -0,185 0,083

Como pode ser visto, o pico redox foi bem definido e os valores
de AE, foram 0,060, 0,066 e 0,083 V para 3D—RVC, AuNPs(s)/3D—RVC e
AUNPSelet/3D—RVC, respectivamente, mostrando-se um comportamento
quase-reversivel. Quando os voltamogramas ciclicos obtidos (FIGURA 6.6)

sdo novamente comparados, AUNPSlet/3D—RVC apresenta o incremento de
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corrente mais alto, confirmando os resultados obtidos para a sonda
eletroquimica [Fe(CN)g]*".

Além disso, FIGURA 6.7 (A-C) sdo apresentados
voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo de [Ru(NHz3)s]*" 1,0 mmol L
em solugdo KCI 0,1 mol L™ a diferentes velocidade de varredura de potencial
(10 a 500 mVs?) forneceram valores de correntes de pico (lpa € Ipc)
linearmente dependentes com a raiz quadrada da velocidade de varredura de
potencial, indicando que o processo de transporte de massa para o eletrodo €
controlado por difusdo. Os coeficientes angulares de 0,45, 0,47 e 0,41
obtidos a partir do grafico de logaritmo da densidade de corrente (log J) com
o logaritmo da velocidade de varredura de potencial (log v), corroboram com

a afirmacdo, indicando a auséncia de efeitos adsortivos.
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FIGURA 6.7 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades

de varredura de potencial (10 — 500 mVs™?) na presenca de [Ru(NH3)e]** 1,0

mmol L em solugdo KCI 0,1 mol L™; sendo em (A) para o eletrodo 3D—
RVC, (B) para 0 AUNPSgs)/ 3D-RVC e em (C) para 0 AUNPSery/3D-RVC.
Os gréficos inseridos correspondem a relacéo linear entre a corrente de pico
anodico e catodico, e a raiz quadrada da velocidade de varredura de

potencial.

6.3.3 Comportamento eletroquimico de moléculas organicas

sobre os eletrodos propostos
Apbds a caracterizacdo eletroquimica e morfoldgica, o
comportamento eletroquimico dos eletrodos propostos foi avaliado para
algumas biomoléculas bem conhecidas na literatura (PCT, AU, HQ, TP)
utilizando CV. Na FIGURA 6.8 (A — D) € possivel observar as respostas

121



Deroco, P. B. Capitulo 6

voltamétricas para cada biomolécula (A) PCT 0,5 mmol L !, (B) AU 0.1
mmol L !, (C) HQ 0,1 mmol L ! (D) TPF 0,1 mmol L ~!. E na TABELA 6.3,
observa-se o0s valores de correntes de pico e potenciais de pico extraidos
destes voltamogramas.

Observa-se que ndo ha diferencas significativas nos potenciais
de pico para todas as moléculas. No entanto, se for observado o incremento
de sinal analitico, 0 AUNPSEer)/3D-RVC apresentou um melhor
desempenho quando comparado com o 3D-RVC sem modificacéo, sendo de
33%, 118%, 69% e 48% para PCT, AU, HQ e TPF, respectivamente.

Concentrando-se no eletrodo modificado por adsorcéo das
nanoparticulas (AuNPS@ds)), 0 incremento de sinal de corrente foi menor ou
igual a 3D-RVC, exceto para HQ, mostrando que a ma distribui¢do das
AUNPs sobre a superficie pode afetar drasticamente a resposta do eletrodo.
No entanto, para HQ ocorre um aumento no sinal de corrente, este
comportamento divergente observado para os eletrodos AUNPS ags), pode ser
um indicio de que o processo de adsorcdo para fabricacdo dos eletrodos
modificados, ndo seja reprodutivel. Outra hipOtese € que no processo de
incorporacdo das nanoparticulas por adsor¢cdo no RVC, estas entram dentro
dos poros do material, diminuindo assim a superficie disponivel para a
ocorréncia da reacdo eletroquimica, diminuindo desta maneira a magnitude
do sinal analitico obtido, como observado neste estudo. No entanto, a
deposicao eletroquimica ocorre diretamente na superficie do eletrodo RVC,
0 que explica a maior quantidade de nanoparticulas, devido ao maior sinal

analitico observado para estes eletrodos.
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FIGURA 6.8 — Voltamogramas ciclicos obtidos usando o eletrodo néo
modificado 3D-RVC (—) e os eletrodos modificados com AuNPs:
AUNPS(a35)/3D—RVC (—) € AUNPS(elery/ 3D—RVC (—) na presenca de (A) PCT
0,5 mmol L7, (B) AU 0,1 mmol L !, (C) HQ 0,1 mmol L ' e (D) TPF 0,1

mmol L ~! em solucédo de tampéo fosfato pH 7,0,v=50 mV s
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TABELA 6.3 — Valores de correntes de pico e potenciais de pico obtidos
para PCT, AU, HQ e TF, extraidos da FIGURA 6.8

Analito Eletrodo
3D-RVC AUNPS(ads/3D-RVC  AUNPSeleyy/3D—RVC
la(A) 0,778 0,588 1,03
Epa
0,537 0,537 0,529
(V)
PCT
loc (A) 0,130 0,087 0,245
Epc
0,095 0,090 0,137
V)
lha(A) 0,543 0,525 1,097
AU Epa
0,432 0,525 0,532
V)
la(A) 0,609 0,864 1,08
Epa
0,272 0,339 0,362
V)
HQ
loc (A) 0,6187 1,0218 1,180
Epc
—0,042 —0,051 -0,111
V)
lba(A) 0,068 0,077 0,104
TF Epa
0,844 0,911 0,822
V)

Apbs este estudo, para avaliar a potencialidade analitica destes
eletrodos, foram realizadas sucessivas adi¢cbes de solugbes padrédo
individuais de PCT, AU, HQ e TPF em solucdo tampéo fosfato pH 7,0,
utilizando CV (v =50 mVs 1), construindo-se assim, as curvas analiticas para

cada analito de interesse.
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Na FIGURA 6.9 (A — D) sdo apresentados os graficos
relacionando os sinais analiticos obtidos (densidade de corrente catddica — j)
em funcgéo das concentracgdes dos analitos de interesse, quando os diferentes

eletrodos foram utilizados.
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FIGURA 6.9 — Curvas analiticas obtidas apds sucessivas adi¢bes de (A)
PCT, (B) AU, (C) HQ e (D) TPF utilizando os eletrodos 3D—RVC (m),
AUNPS(ad5/3D—RVC (@) e AuNPSlery/3D—RVC (A) em tampéo fosfato pH
7,0,v=50mV s,

Observando-se estes graficos e os parametros analiticos
reportados na TABELA 6.4, TABELA 6.5, TABELA 6.6 e TABELA 6.7,
para PCT, AU, HQ e TPF, respectivamente; como esperado o
AUNPSlety/3D-RVC  proporcionou maior sensibilidade para todos os

analitos estudados e menores LOD, evidenciando, mais uma vez, que a
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incorporagcdo de AuNPs sobre o 3D-RVC melhorou as propriedades
eletroguimicas, principalmente o aumento de sinal analitico. Também foi
possivel observar que 0 AUNPS@g)/3D-RVC e 3D-RVC apresentaram
valores similares de sensibilidade. Neste trabalho os LOD foram calculados
baseados no método de 3 vezes o sinal-ruido (3S/N), como detalhado na
SECAOQ 4.2.4.

TABELA 6.4 — Comparacao dos parametros analiticos para a determinacao
de PCT obtidos com os eletrodos 3D-RVC, AUNP(s)/3D-RVC e
AUNP(e|etr)/3D—RVC, e CV

Sensores Parametros analiticos Valores obtidos
Sensibilidade 1,9 Acm=3 L mol™
3D-RVC LOD 0,36 umol L
Faixa linear 1,0 —210,0 umol L
Sensibilidade 1,9 Acm~ L mol™
AUNP.45/3D-RVC LOD 0,39 umol L !
Faixa linear 1,0 —210,0 umol L™
Sensibilidade 2,6 Acm=3 L mol™
AUNP ety /3D-RVC LOD 0,32 umol L
Faixa linear 1,0 —210,0 umol L™
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TABELA 6.5 — Comparacdo dos parametros analiticos para a determinacéo
de AU obtidos com os eletrodos 3D-RVC, AUNP@s)/3D-RVC e
AUNP(e|etr)/3D—RVC, e CV

Sensores Parametros analiticos Valores obtidos
Sensibilidade 1,1 Acm=3L mol?
3D-RVC LOD 0,23 pmol L™
Faixa linear 1,0 — 380,0 pmol L™
Sensibilidade 1,3 Acm3L mol?
AUNP245/3D-RVC LOD 0,33 pmol L
Faixa linear 1,0 — 380,0 umol L
Sensibilidade 2,4 Acm2 L mol™
AUNP (gletr)/3D-RVC LOD 0,21 pmol L
Faixa linear 1,0 — 380,0 umol L

TABELA 6.6 — Comparacao dos parametros analiticos para a determinacéo
de HQ obtidos com os eletrodos 3D-RVC, AUNP@)/3D-RVC e

AU N P(eletr)/?) D—RVC, e CV

Sensores Parametros analiticos Valores obtidos
Sensibilidade 1,7 Acm3 L mol™
3D-RVC LOD 0,27 pmol L™
Faixa linear 1,0 — 380,0 pmol L™
Sensibilidade 1,6 Acm=3L mol™*
AUNP (2/3D-RVC LOD 0,24 pumol L2
Faixa linear 5,0 —380,0 pmol L
Sensibilidade 2.4 Acm=3L mol?
AUNP ¢jern/3D-RVC LOD 0,20 pmol L™
Faixa linear 2,5-210,0 umol L
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TABELA 6.7 — Comparacdo dos parametros analiticos para a determinacéo
de TPF obtidos com os eletrodos 3D-RVC, AUNP(4)/3D-RVC e
AUNP(e|etr)/3D—RVC, e CV

Sensores Parametros analiticos Valores obtidos
Sensibilidade 1,5 Acm=3 L mol?
3D-RVC LOD 0,11 umol L™
Faixa linear 1,0 — 73,0 pmol L™
Sensibilidade 2,0 Acm2 L mol™
AUNP (445)/3D-RVC LOD 0,10 umol L
Faixa linear 5,0 —130,0 umol L
Sensibilidade 2,6 Acm2 L mol™
AUNP (gletr)/3D-RVC LOD 0,07 pmol L
Faixa linear 1,0 —210,0 umol L

6.3.4 Repetibilidade do método e da producdo do eletrodo

AUNPSeletry/3D-RVC
Apos observar que o eletrodo AUNPSgety/3D—-RVC apresentou

o melhor desempenho eletroanalitico, dentre os eletrodos estudados, foi
realizado um estudo para avaliar a repetibilidade deste eletrodo. Primeiro,
foram feitas dez medidas (n = 10) sucessivas com 0 mesmo eletrodo para
solucbes contendo os respectivos analitos alvos separadamente (PCT, AU,
HQ e TPF) na concentracdo de 25,0 umol L™ usando CV em solugdo de
tampdo fosfato pH 7,0. Para avaliar a repetibilidade da producdo de
eletrodos, trés diferentes eletrodos AuNPSer/3D-RVC foram utilizados
com diferentes solucdes (25,0 umol L) contendo os respectivos analitos
apresentados neste estudo. O RSD para cada analito é apresentado na

TABELA 6.8, os valores obtidos foram satisfatorios com RSD menores do
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que 1,65% para repetibilidade do método e menos de 10,7% para a

construcéo do eletrodo.

TABELA 6.8 — Resultados obtidos no estudo de repetibilidade do método e
de producdo do eletrodo na presenca de PCT, AU, HQ e TPF usando CV

Repetibilidade do Repetibilidade de producéo

Analito ]
método? do eletrodo®
25,0 umol L™t

RSD % RSD %
PCT 0,672 10,7
AU 1,06 7,16
HQ 1,05 1,66
TPF 1,65 2,66
in=10 :°n=3

Para avaliar a seletividade do método proposto, investigou-se o
efeito de potenciais interferentes pela adicdo de algumas substancias
comumente encontradas nas amostras biologicas analisadas, como ureia,
albumina e glicose. A razdo em concentracdo (mol L™) aplicada foi de 1:10
(analito: interferente), e os resultados obtidos foram comparados com
aqueles obtidos apenas na presenca da solucao padrao de cada analito usando
CV em solucéo de tampao fosfato pH 7,0. Os valores de erro relativo obtidos
variaram entre —4,2 e 0,5 para todos os analitos, sendo observado a partir
destes resultados que ndo houve interferéncia significativa das substancias
comumente encontradas nas amostras analisadas.

Por fim, o procedimento desenvolvido utilizando o eletrodo
AUNP¢ery/3D-RVC e a técnica de CV foi empregado para a determinagéo
de PCT, AU, HQ e TPF em amostras bioldgicas sintéticas (soro sanguineo e

urina). Estas amostras foram adicionadas com uma concentracdo de 24,4
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umol L™t de cada analito e analisadas usando o método de adicdo padréo. E
possivel ver na TABELA 6.9 que o percentual de recuperacéo foi satisfatorio
(93,4 — 117%).

TABELA 6.9 — Resultados obtidos na determinacdo de PCT, AU, HQ e TPF
em amostras biolégicas empregando-se 0 método proposto usando o eletrodo
AUNP gletn/3D-RVC

Adicionado Encontrado*

Amostras Recuperado %
(umol L) (umol L)
PCT 24,4 22,8 £0,01 93,4
Soro AU 24,4 28,5+0,01 117
sanguineo  HQ 24,4 23,51 0,03 96,3
TPF 24,4 25,5+ 0,04 104
PCT 24,4 28,6 + 0,02 117
_ AU 24,4 25,8 £ 0,02 106
Urina
HQ 24,4 24,1+ 0,04 98,8
TPF 24,4 23,8 £ 0,02 97,5
*n=3

6.4 Conclusdes parciais

Demonstrou-se que a incorporacao das AuNPs no eletrodo 3D—
RVC melhora suas propriedades principalmente em termos de magnitude de
sinal analitico (aumento de corrente). Outrossim, dentre as estratégias
estudadas, o método de eletrodeposicéo apresentou melhores resultados, pois
gerou AuNPs com tamanhos uniformes e homogeneamente distribuidas na
superficie do RVC. Deste modo, o eletrodo de AUNPge)/3D-RVC

demonstrou grande potencial para ser empregado como material eletrodico
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em aplicacGes eletroanalitica, em termos de magnitude do sinal analitico e
sensibilidade.

Depois de comprovada a potencialidade deste eletrodo nas
determinacdes de PCT, AU HQ e TPF em amostras biologicas sem
interferéncias da matriz, ele podera ser usado para o desenvolvimento de
procedimentos analiticos para outras moléculas de interesse, explorando-se
as técnicas de pulso, a fim de obter maior sensibilidade e menores limites de

deteccéo.
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7— Aplicacdo de um sensor constituido por carbono vitreo
reticulado modificado com nanoparticulas de ouro na
determinacdo de  acido  ferulico em produtos

cosmeéticos/farmacéuticos

Apdbs demonstrar que o eletrodo modificado com as AuNPs por
eletrodeposicdo (AUNPS(iet/3D—RVC) apresentou melhor desempenho
eletroquimico, quando comparado com o eletrodo modificado com as
AUNPs por adsor¢do (AuNPS(d)/3D—RVC), este eletrodo foi utilizado para
0 desenvolvimento de um procedimento eletroanalitico para a determinacéo

AF em amostras cosméticas e formulacdes farmacéuticas.

7.1 Objetivo especifico

Objetivou-se nesta etapa explorar o eletrodo 3D-RVC
modificado com AuNPs eletrodepositadas para desenvolver um meétodo
amperometrico, como alternativa simples, e de menor custo para auxiliar no
controle de qualidade de AF em amostras de dois cosméticos e de uma

formulacéo farmacéutica.

7.2 Experimental

7.2.1 Reagentes e padroes
O padréao de AF foi adquirido de Sigma-Aldrich. Solucao
padrdo de AF 0,01 mol L foram preparadas diariamente em etanol, sendo
as demais dilui¢bes preparadas diretamente no eletrdlito suporte.
Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico e
utilizados como recebidos.
Solucdes de tampéo fosfato 0,2 mol L~* em diferentes pH (pH

de 2,0 a 6,0) foram preparadas conforme ja descrito na SECAO 3.2.1.
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7.2.2 Instrumentacao

A instrumentacéo utilizada foi a mesma ja descrita na SECAO
3.2.2.

Adicionalmente, a determinacdo de AF também foi realizada
utilizando um método espectrofotométrico, como método comparativo,
adaptado da referéncia®®. As medidas foram realizadas utilizando um
espectrofotometro  UV-Vis Shimadzu (Modelo UV-2550) em um
comprimento de onda de 372 nm, utilizando uma cubeta de quartzo

(comprimento do caminho otico de 10 mm) e etanol como solvente.

7.2.3 Preparacéo do eletrodo AuNPs/3D-RVC
Para detalhes da montagem do eletrodo, ver SECAQO 6.2.2.
Apds a montagem, o eletrodo foi submetido ao processo de
eletrodeposicdo, o qual foi realizado amperometricamente aplicando-se um
potencial de —0,4 V por 40 segundos, em solugdo de HCI 0,1 mol L™
contendo HAUCI, 0,1 mmol L. O eletrodo proposto foi nomeado como
AuNPs/3D-RVC.

7.2.4 Medidas eletroquimicas

O comportamento eletroquimico de AF foi investigado sobre o
eletrodo proposto de AuNPs/3D-RVC empregando-se CV e solucdo de
tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 3,0) como o eletrélito suporte. Além disso,
ainda por CV, foi estudado a influéncia do pH da solucdo tampéo utilizada
como eletrolito suporte.

Em continuidade, fez-se um estudo para avaliar a influéncia do
potencial e do tempo aplicado na amperometria para a eletrodeposicdo das
AuNPs. Foi selecionado o melhor potencial e tempo para a resposta

voltamétrica de AF.
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Para definir o potencial a ser aplicado para deteccdo de AF na
amperometria, variaram-se 0s potencias em torno do potencial de pico de
oxidacéo obtido por CV. Utilizando os parametros experimentais otimizados
para 0 método proposto, a curva analitica foi construida adicionando-se
aliquotas da solucdo padrdo de AF ao eletrolito suporte. Todas as medidas
foram realizadas em triplicata (n = 3) para cada concentragéo.

O LOD foi calculado de acordo com a equagdo 3x SD/m, onde
SD é o desvio padrdo de dez brancos e m é o coeficiente angular da curva
analitica.

A preciséo do eletrodo e do método proposto foi avaliada por
meio de estudos de repetibilidade intra-dia (n = 10) e inter-dias (n = 3).

Por fim, a aplicabilidade do método eletroanalitico proposto foi
verificada na anélise de AF em amostras de dois cosméticos e uma
formulacéo farmacéutica, e os resultados comparados com aqueles obtidos
pelo método de referéncia (espectrofotdmetro, como descrito na SECAO
7.2.2).

7.3 Resultados e discussao

7.3.1 Comportamento eletroquimico de AF

Na FIGURA 7.1 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos
obtidos para AF 10,0 pumol L™t em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 3,0) no
3D-RVC (—) e no AUNPs/3D-RVC (—). Como pode ser visto AF apresenta
um processo redox quase-reversivel, sendo o pico de oxidacdo em
aproximadamente 0,66 V e o pico de reducédo em 0,41 V para ambos 0s
eletrodos.

Observa-se ainda na FIGURA 7.1 que a incorporacdo das

AuUNPs no 3D-RVC promoveu uma melhora na resposta eletroquimica, um
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aumento de 35 % no sinal analitico; o que pode contribuir na melhora dos
parametros analiticos como sensibilidade e LOD.
Por isso nos demais experimentos utilizou-se o eletrodo de 3D-
RVC modificado com AuNPs (AuNPs/3D-RVC).
40

= = branco (AuNPs/3D-RVC)
—— AF (AuNPs/3D-RVC)
— = Branco (3D-RVC)
—— AF (3D-RVC)
0,2 0,4 0,6 08

(E vs. Ag/AQCI) IV

FIGURA 7.1 —Voltamogramas ciclicos obtidos na auséncia (linha tracejada)

1,0

e na presenca (linha sélida) de AF 10,0 pmol L™ em tampéo fosfato 0,2 mol
L~ (pH 3,0) no 3D-RVC (—) e no AuNPs/3D-RVC (=), v=50 mVs™.

7.3.2 Eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro

Como mencionado anteriormente, a eletrodeposicdo de AuNPs
no 3D-RVC aumenta significativamente a area eletroativa deste eletrodo.
Este aumento tende a melhorar o desempenho analitico do método e como
consequéncia um aumento na detectabilidade dos analitos (valores menores
de LOD), maior sensibilidade (aumento do coeficiente angular da curva
analitica), entre outros.

Sendo assim, fez-se um estudo da influéncia do potencial e do
tempo aplicado na eletrodeposicdo das AuNPs para encontrar a melhor

condicéo.
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Na FIGURA 7.2 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos
obtidos para AF (10,0 umol L™1) em solucéo de tampao fosfato 0,2 mol L™
(pH 3,0) empregando-se o AuNPs/3D-RVC (A) com a aplicagédo de
diferentes potenciais (—0,2; —0,3; —0,4 ¢ —0,5 V) e (B) em diferentes tempos
(20; 30; 40 e 50 s) para a eletrodeposicao do ouro. Observa-se que 0 maximo
de corrente e 0 menor potencial de pico foi obtido quando as AuNPs foram
eletrodepositadas aplicando-se um potencial de —0,4 V durante 40 s. Sendo
assim, estas condicbes foram as selecionadas para 0s proximos

experimentos.

401 (A) ()
30
$20 5 204
£ 5 10/
f‘é 04 f::; 04
- —E=-02V | —1t=20s
— —E=-03V -101 —t=30s
20 —E=-04V -20- —1t=40s
—E=-05V —1t=50s
0.2 0.4 06 08 1,0 0.2 0.4 06 08 1.0
(Evs. Ag/AgCl) IV (E vs. Ag/AgCIl) / V

FIGURA 7.2 — Voltamogramas obtidos utilizando o eletrodo de AuNPs/3D—
RVC (A) para diferentes potenciais e (B) em diferentes tempos de
eletrodeposicéo na presenca de AF 10,0 umol L™* em tampéo fosfato 0,2 mol
L (pH 3,0), v=50 mVs ™,

7.3.3 Estudo do efeito do pH

O efeito do pH (concentracdo hidrogenionica) do eletrolito
suporte na eletrooxidacao de AF foi investigado utilizando CV; as medidas
foram realizadas para uma solucédo de AF 100,0 pmol L™t em tampéo fosfato
0,2 mol L™ na faixa de pH de 2,0 a 6,0. Os voltamogramas ciclicos obtidos
neste estudo sdo apresentados na FIGURA 7.3 (A). Verificou-se que o pH
do eletrdlito suporte afeta o potencial e a corrente de pico anodica do AF; A
magnitude de corrente para AF atingiu um maximo em pH 3,0, como pode
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ser visto na FIGURA 7.3 (B). Ja o potencial de pico anddico, a medida que
0 pH aumenta, desloca-se para potenciais menos positivos, ou seja, mais
préximos de zero. Além disso, observou-se uma relacdo linear entre o
potencial de pico anddico (Eps) e 0 pH no intervalo de 2,0 a 4,0 e no intervalo

de 4,0 a 6,0 (FIGURA 7.3 (B)), que pode ser expresso pelas seguintes

equagoes:

E, (V) = 0,87 — 0,056 pH para a primeira regiéo linear
E, (V) = 0,79 — 0,037 pH para a segunda regido linear

Sendo assim, foi possivel estimar o valor de pKa condicional
(PKa") na interseccdo das duas retas. O pK, encontrado foi igual a 4,2 que
estd em consonancia com o pKa termodinamico da molécula de AF que é
igual a 4,3%%°. A solugdo tampdo com o pH 3,0 foi a selecionada como

eletrdlito suporte neste trabalho por ter proporcionado maior sinal analitico

e melhor definicdo de pico.

200
A
150
%100 ‘R
: -
50 <
5(3 —pH20| 3
T o] = —pH30 | <
- —pH40 | T
——pH 5,0
-50 ——pH 6,0
04 06 0.8 1,0 2 3 4 5 6
(E vs. Ag/AgCl) / V pH

FIGURA 7.3 — (A) Voltamogramas ciclicos para AF 100,0 pmol L™t em
tampdo fosfato 0,2 mol L' em diferentes pH (2,0 — 6,0) usando o

AUNPs/3D-RVC, v =50 mVs?; (B) Gréfico de I, (o) e E, (m) versus pH.
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7.3.4 Determinacdo amperometrica de AF

Buscando-se obter as melhores condicdes analiticas para a
determinacéo de AF, a influéncia do potencial de trabalho foi investigada na
faixa de 0,65 a 0,90 V. Esta faixa de potencial foi selecionada levando-se em
consideracdo o potencial de pico obtido para AF apresentado na FIGURA
7.1. Este experimento foi realizado em solugdo de tampdo fosfato 0,2 mol
L™ (pH 3,0) na presenca de AF 1,0 umol L™ e velocidade de agitacdo da
solucdo de 500 rpm. Como pode ser observado na FIGURA 7.4, a corrente
de oxidacdo aumenta com o aumento do potencial aplicado, atingindo o
maior sinal em 0,75 V. Apos este potencial, ocorreu uma diminuicao no sinal
analitico, uma hipotese para explicar este efeito seria a oxidacdo do Au.
Desta forma, selecionou-se para estudos posteriores o potencial de trabalho

de 0,75 V para garantir o melhor desempenho analitico do sensor proposto.

2,5
L]
2,0
o5 = T
& [
5 _
< E
= 1,51 E
1,0 : ; . : : :
0,6 0,7 0,8 0,9
(E vs Ag/AgQCI) /' V

FIGURA 7.4 — Influéncia do potencial aplicado na oxidacdo de 0,6 pmol L™
de AF em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 3,0) na superficie do AuNPs/3D—
RVC,; agitacdo = 500 rpm.
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7.3.5 Construcéao da curva analitica

Uma vez otimizados os parametros da técnica amperomeétrica
(E = 0,75 V; com agitacdo de 500 rpm), a curva analitica para AF foi obtida
por meio de sucessivos incrementos de AF (de 0,07 a 2,2 pmol L™?) em
solucdo de tampdo fosfato 0,2 mol L™* (pH 3,0). Na FIGURA 7.5 (A) é
apresentado o amperograma obtido neste estudo e na FIGURA 7.5 (B) a
curva analitica correspondente.

Como pode observado, a curva analitica apresentou uma faixa
linear de concentragdo de 0,07 a 2,2 umol L™, com a equacéo de regressao:

I/A = —6,43 x 1078 + 2,70 [AF/(mol L-1)]; r = 0,999.

6,0
6,0
'S —~45
545 £
o
< < 30
< 3,01 Z
151
1,51
, , , , , 0,0- : : : :
200 250 300 350 400 0,0 05 1,0 L5 20
t/s [AF]/ (umol L)

FIGURA 7.5 — (A) Amperograma obtido usando o AuNPs/3D-RVC, ap0s
sucessivas adi¢coes de AF: (a) 0,07; (b) 0,27; (c) 0,56; (d) 0,86; (e) 1,2; ()
1,4; (9) 1,8; (h) 2,2 umol Lt em solucdo de tampéo fosfato (pH 3,0) com
agitacdo de 500 rpm. Potencial aplicado foi 0,75 V. (B) Curva analitica

correspondente.

O calculo do LOD foi realizado utilizando-se a equacdo 3x
SD/m, onde SD ¢ o desvio padréo de dez brancos e m é o coeficiente angular
da curva analitica®™* e o resultado foi 9,0 nmol L.

Outros procedimentos eletroanaliticos para a determinagéo de
AF foram relatados; assim, o valor de LOD aqui obtido pode ser comparado
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com aqueles obtidos pelos métodos descritos na literatura — vide TABELA
7.1. Como pode ser inferido a partir dos dados nesta tabela, o valor do LOD
obtido neste trabalho é: i) 130 vezes menor do que aquele obtido por
ABDEL-HAMID e NEWAIR' pela SWAdASV usando um eletrodo de
carbono vitreo tubular modificado com polipirrol (PPy, do inglés:
polypyrrole) e MWCNTSs; ii) 3,3 vezes menor do que aquele obtido por
ERADY et al.}* usando amperometria e um eletrodo de pasta de carbono
composto por MWCNTSs decorados com nanoparticulas de Ag; iii) 2,2 vezes
menor do que o obtido por LIU et al.**® por DPV usando um eletrodo de
GCE modificado com oxido de grafeno reduzido RGO, iv) 2,2 vezes menor
do aquele obtido por estes mesmos autores®® por DPV usando um GCE
modificado com grafeno funcionalizado com PDDA e v) 110 vezes menor
do que aquele obtido por ZHAO et al.*®* empregando-se um eletrodo de GCE
modificado com MWCNTS.

Assim, o valor de LOD determinado neste trabalho € melhor
dentre aqueles os levantados na literatura para métodos eletroanaliticos e foi
obtido a partir de um novo método que tem a importante vantagem de utilizar
um eletrodo com uma simples modificacédo, a qual leva pouco menos de 1

min para ser realizada.
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TABELA 7.1 — Valores de LOD e faixa linear obtidos usando o eletrodo

AuUNPs/3D-RVC e outros sensores reportados para a determinacédo de AF

Eletrodo Técnica Faixa linear LOD Referéncias
M) (uM)

PPy— SWAdJASV 3,2-25,0 1,17 ¥
MWCNTSs/GCE

Ag-MWCNTS/CPE  Amperometria 0,04-1000 0,03 48
ERGO/GCE DPV 0,085-38,9 0,02 %
PDDA-Gr/GCE DPV 0,09-52,9 0,02 B0
MWCNTs/GCE LSV 2,0-10,0 1,00 !

AuNPs/3D-RVC Amperometria 0,07a2,2 0,009 Este trabalho

Em seguida, para avaliar a precisdo do método e da fabricacéo
do eletrodo, a repetibilidade intra-dia foi determinada por dez medidas
sucessivas (n = 10) no mesmo dia e com 0 mesmo eletrodo. Enquanto que a
repetibilidade inter-dias foi realizada a partir de medidas em trés diferentes
dias, usando trés diferentes eletrodos (n = 3). Ambos os estudos foram
realizados para solugdes de AF em duas diferentes concentragdes (0,56 e
1,44 umol L™). Os RSD para estes estudos foram apresentados na TABELA
7.2. Nota-se que os resultados de repetibilidade intra e inter-dias obtidos
foram satisfatorios com RSD menores do que 3,7 %, atestando assim a boa

precisdo do método proposto.
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TABELA 7.2 — Resultados obtidos no estudo de repetibilidade intra-dia e
inter-dias para a determinacdo de AF (em duas diferentes concentracdes)

usando amperometria e o eletrodo proposto (AuNPs/3D-RVC)

Intra-dia RSD” (%0) Inter-dias RSD™ (%)
AF (umol L™)
0,56 2,8 1,4
1,44 3,7 3,5
*n=10; **n=3.

Na préxima etapa avaliou-se a seletividade do metodo proposto,
investigando-se o efeito de possiveis interferentes na determinacéo de AF.
Para isto, foram realizadas adicbes de algumas substancias comumente
presentes nas amostras farmacéuticas e de cosméticos analisadas na razao de
1:10, a saber: amido, celulose, acido ascorbico, estearato de magnésio e
dioxido de silicio. Esta proporcéo foi escolhida porque corresponde a uma
quantidade de interferente muito maior do que a usualmente encontradas
neste tipo de cosméticos (sérum).

Como pode ser visto na FIGURA 7.6, a deteccdo de AF nédo é
afetada pela adicdo desses possiveis interferentes, sendo que ndo foi
observada variacdo significativa do sinal analitico quando estes compostos
foram adicionados na solucdo do analito. Além disso, apo6s a adicdo dos
possiveis diferentes o sinal analitico para a segunda adicdo de AF variou
apenas 5,7 %.

Sendo assim, estes resultados demonstram que ndo ha
interferéncia significativa destes compostos. Portanto, o procedimento é
capaz de quantificar o farmaco na presenca de excipientes e, portanto, pode

ser considerado seletivo, neste caso.
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94
AF
™ 61 Af '
= interferentes /J\
o [
< 3 M
3
—.
-3 : : : . . . :
0 50 100 150 200

t/s
FIGURA 7.6 — Amperograma obtido usando o AuNPs/3D-RVC, ap0s

adicdo de AF 1,0 umol L, seguida de sucessivas adicGes de possiveis
interferentes na proporg¢éo 1:10 (amido, celulose, &cido ascorbico, estearato
de magnésio e didxido de silicio), e novamente AF 1,0 pmol L™ em solucéo
de tampéo fosfato (pH 3,0) com agitacdo de 500 rpm. Potencial aplicado foi
0,75 V.

Por fim, o procedimento desenvolvido utilizando o eletrodo
AUNPs/3D-RVC e amperometria foi empregado na determinacdo de AF em
amostras comerciais de cosmeticos e farmaco. Para esta quantificacdo
utilizou-se o método da interpolacédo na curva analitica. Na TABELA 7.3 sdo
apresentados os resultados obtidos para os teores de AF determinados
empregando-se 0 método amperométrico proposto e o0 método

espectrofotométrico como método comparativo.
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TABELA 7.3 — Determinacdo de AF em amostras usando o método

amperometrico proposto e 0 método comparativo espectrofotométrico

Amostras . o
Amperometrico? Espectrofotométrico®  Erro® (%)
(mg L™
Sérum A 40+ 3 41+ 1 2,4
Sérum B 14+1 13,4+£0,1 4,5
Comprimido 704 + 52 724 + 11 -2,8
in=3;

b erro médio relativo (%) = 100 [(valor amperométrico — valor
espectrofotométrico)/ valor espectrofotométrico].

Para avaliar o nivel de concordancias dos resultados obtidos
empregando-se os dois procedimentos, aplicou-se o teste t-pareado. Foi
obtido um valor de texperimentat de 0,80, este valor foi menor que 0 teritico = 4,3,
indicando que né&o houve diferencas significativas entre os resultados obtidos
empregando-se ambos 0s metodos, a um nivel de confianca de 95 %. Além
disso, vale ressaltar que os erros obtidos estdo dentro de um intervalo
aceitavel®®®, apresentando assim uma exatiddo satisfatéria para o método

amperometrico proposto.

7.4 Conclusodes parciais

O uso do eletrodo AuNPs/3D—RVC promoveu um importante
aumento da corrente de pico anddica para este AF. Sob condicdes
experimentais Otimas, utilizando a técnica de amperometria foi possivel
obter uma faixa linear de resposta de 0,07 a 2,2 umol L™* e um limite de
deteccdo de 0,009 pmol Lt (9,0 nmol L. Este LOD obtido foi
significativamente mais baixo do que os obtidos nos outros métodos
eletroanaliticos ja descritos na literatura.

Adicionalmente, o sensor proposto apresentou satisfatorias

precisdo e seletividade como mostrado a partir de estudos de repetibilidade
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e interferentes. Finalmente, adequada exatiddo do procedimento
amperometrico proposto para a determinacdo de AF foi obtida por meio da
determinacdo deste composto em amostras comerciais de cosméticos e
formulacdo  farmacéutica,  comparando-as com um  método

espectrofotométrico.
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8 — Conclusoes gerais

Todos o0s sensores e métodos propostos neste trabalho de
doutorado foram considerados muito atraentes, pois sdo métodos simples e
rapidos, de baixo custo, com emprego de reagentes de baixa toxicidade, e
ainda apresentaram elevada sensibilidade. Estes métodos podem ser
importantes ferramentas para o auxilio no controle de qualidade nas
industrias e no diagnostico em clinica medica, no caso da determinacgéo de
farmacos. Ja no caso da determinacdo dos poluentes ambientais, pode-se
auxiliar no monitoramento da contaminacdo de leitos dos rios e dos

alimentos provenientes das culturas tratadas com pesticidas.
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