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Resumo

NOVAS ARQUITETURAS PARA SENSORES MODIFICADOS
COM MATERIAIS NANOESTRUTURADOS DE CARBONO. Neste trabalho
de mestrado séo reportados o desenvolvimento de novas arquiteturas de sensores
utilizando nanomateriais de carbono. Assim, primeiramente, a modificacdo da
superficie de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com 0s nanomateriais 0xido
de grafeno reduzido (RGO) e carbon black (CB; negro de fumo) em um filme de
quitosana (CTS) para o desenvolvimento de um sensor eletroquimico é descrito.
O sensor foi caracterizado utilizando a microscopia eletronica de varredura
(SEM), espectroscopia de ultravioleta, infravermelho com transformada de
Fourier, espalhamento dinamico de luz e voltametria ciclica (CV). Utilizando-se
0 metodo de Nicholson e dados obtidos por CV a partir do eletrodo RGO-CB-
CTS/GCE, a constante heterogénea de transferéncia de elétrons (k°) de 5,6 x
102 cm s foi obtida. O eletrodo proposto foi utilizado na determinacdo de
dopamina (DA) (neurotransmissor) e paracetamol (PAR) (analgésico). Dessa
forma, empregando-se a voltametria de onda quadrada (SWV), obteve-se um
potencial de pico anddico em 0,25 V para a DA e em 0,50 V para 0 PAR vs.
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™). As curvas analiticas obtidas foram lineares nas
faixas de 3,9 x 10°a 3,4 x10°mol L' e 2,0 x 10°e 1,7 x 10° mol L™* com
limites de deteccdo de 2,0 x 10° e 5,3 x 10° mol L™ para DA e PAR,
respectivamente. Foi observado no sensor desenvolvido vantagens como a
simples confeccdo do eletrodo, baixo custo dos nanomateriais utilizados,
resposta rapida (7 s para cada medida). Ademais, este sensor foi aplicado com
sucesso na determinacdo simultdnea destes analitos em amostras de urina
sintética.

O segundo sensor desenvolvido foi baseado na modicacdo da
superficie do GCE com nanodiamantes (Dnano) em um filme de hidrocloreto de
polialilamina (PAH). O sensor Dnano-PAH/GCE foi caracterizado utilizando-se

um espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier e CV. A
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dispersdo destes materiais em agua foi estavel e um k% igual 2 2,0 x 10 cm s*
foi estimado utilizando o método de Nicholson e dados de CV. O sensor
desenvolvido foi usado para a determinacdo de catecol (CAT) utilizando-se a
voltametria de pulso diferencial (DPV). Apo6s as condicBes experimentais
otimizadas, a corrente de pico anodica para o CAT foi linear na faixa de
concentragdo de 2,0 x 10°® a 1,1 x 10 mol L™* com um limite de deteccdo de
1,5 x 10 ° mol L™*. O método proposto foi aplicado para a determinacdo de CAT
em amostras de aguas naturais, com algumas vantagens como resposta rapida (9
s para realizar cada medida), seletividade e simplicidade de construcdo do

eletrodo de trabalho.
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Abstract

NEW ARCHITECTURES FOR SENSORS USING CARBON
NANOMATERIALS. In this work are reported the development of new
architectures for sensors using carbon nanomaterials. Firstly, the investigation of
the nanomaterials reduced graphene oxide (RGQO) and carbon black (CB) in
chitosan film (CTS) modifying the surface of a glassy carbon electrode (GCE)
for the development of new electrochemical sensor is described. The sensor was
characterized by using scanning electron microscopy (SEM), ultraviolet
spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, dynamic light scattering
and cyclic voltammetry (CV). Using the Nicholson method and the results
obtained by CV with the proposed RGO-CB-CTS/GCE, the heterogeneous
electron transfer rate constant (k°) of 5.6 x 10 cm s* was obtained. The
proposed electrode was applied for the simultaneous determination of dopamine
(DA) (neurotransmitter) and paracetamol (PAR) (analgesic). Employing SWV,
DA presented an anodic peak at 0.25 V and PAR at 0.50 V vs. Ag/AgCl (3.0
mol L™ KCI). The analytical curves obtained were linear in the range from 3.9 x
10°® to 3.4 x 10° mol L™ and between 2.0 x 10° and 1.7 x 10 mol L™ with
detection limits of 2.0 x 10° and 5.3 x 10° mol L' for DA and PAR,
respectively. The developed sensor presented advantages such as simple
preparation, low cost of nanomaterials used, fast response (7 s for each
measure). Besides, the sensor was successfully applied in the simultaneous
determination of the analytes in synthetic urine samples.

The second fabricated sensor was based on the modification of a
GCE with nanodiamond (Dnano) within a Poly(allylamine hydrochloride)
(PAH) film. The Dnano-PAH/GCE sensor was characterized by Fourier
transform infrared spectroscopy and cyclic voltammetry. It was observed a
stability of the dispersion and a k° of 2.0 x 1072 cm s = was obtained using the
Nicholson method and the results obtained from CV technique. The developed

sensor was applied for determination of catechol (CAT) using differential-pulse
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voltammetry (DPV). Under optimal experimental conditions, the anodic peak
current was linear in the CAT concentration range of 2.0 x 10° to 1.1 x 10
mol L™* with a detection limit of 1.5 x 10° mol L™. The proposed method was
applied for the determination of CAT in natural water samples, presenting
vantages such as fast response (9 s to carry out one measure), selectivity and

simplicity of working electrode fabrication.
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r — coeficiente de correlacéo

R - constante universal dos gases perfeitos (8,314 J mol * K™)
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SEM - Microscopia eletronica de varredura (do inglés Scanning Electron
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SWCNTSs - nanotubos de carbonos de parede simples (do inlgés single- wall
carbon nanotubes)

SWV - Voltametria de onda quadrada (do inglés Square-wave
Voltammetry)
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WE - eletrodo de trabalho (do inglés working electrode)

v - velocidade de varredura de potencial

VS. - VEersus
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(10) 9,2 x 107, (11) 1,1 x 10*mol L™) em tampdo fosfato 0,10 mol L™ (pH =
6,5). Sendo a = 100 mV; t = 10 ms e v = 10 mV s *; (b) Curva analitica obtida
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracdes gerais

O estudo de sensores atrai crescente atencdo da comunidade
cientifica por ter uma vasta gama de aplicabilidade nas mais diversas areas, a
saber: saude, militar, controle de processos, de alimentos, de bebidas e
agricultura, entre outras. Os sensores sdo dispositivos que possibilitam uma
variedade de modificagdes em sua estrutura por meio da utilizagdo dos mais
diferentes materiais e arquiteturas. Sdo empregados juntamente com as técnicas
eletroanaliticas (voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave
Voltammetry), voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés Differential
Pulse Voltammetry), voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry),
amperometria, entre outras) possibilitando a determinacdo dos mais diferentes
analitos como pesticidas, compostos fenolicos, farmacos e metais pesados. Estes
podem ser determinados em diversas matrizes como amostras de agua naturais,
alimentos e fluidos bioldgicos (eg. urina, fluido espinhal, soro). Dessa forma, a
combinacdo dos sensores eletroquimicos com as tecnicas eletroanaliticas
despertam interesse por serem capazes de mudar significativamente o panorama
da quimica analitica, uma vez que na quantificacdo de diferentes analitos
utilizando estas ferramentas tem-se vantagens, de modo geral, como curtos
tempos de analise, custo relativamente baixo, muitas vezes ndo ha a necessidade
de uma etapa de preparo de amostra, além de ser possivel alcancar (com as
técnicas de pulso) alta sensibilidade e baixos limites de deteccdo (LD) (10° a
10°° mol L™).

Além disso, a escolha dos nanomateriais de carbono para modificar
a superficie dos diferentes eletrodos e confeccionar novas arquiteturas de
sensores eletroquimicos torna-se atraente uma vez que esses apresentam
caracteriticas distintas. De modo geral, essas propriedades sdo for¢a mecanica,
ampla faixa de potencial de trabalho, s&o razoavelmente inertes quimicamente e

susceptiveis a modificacdo de suas estruturas, bem como inser¢do/remocao de
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grupos funcionais em suas estruturas. Em alguns casos, esta Ultima pode levar a
uma maior transferéncia de elétrons na interface eletrodo/solucdo e aumentar a
area eletroativa, o que torna uma ferramenta bastante interessante para

aplicacdes analiticas.

1.2. Nanomateriais de carbono

Nanomaterias sdo estruturas que apresentam uma de suas
dimensdes compreendidas entre 1 e 100 nm. Quando comparados ao mesmo
material na forma bulk, esses apresentam distintas caracteristicas como forca
mecanica, condutividade elétrica e térmica e compatibilidade com materiais
biologicos. Essas propriedades sdo devidas a sua escala nanométrica, 0 que
permite suas aplicacbes nos mais diversos campos da ciéncia como mecanica,
Optica, magnética, eletrbnica, eletroquimica e bioquimica, bem como o
desenvolvimento de novas arquiteturas de sensores eletroquimicos.

Nesse contexto, 0os nanomaterias de carbono sédo exemplos desses
materiais com uma de suas dimensdes nas escalas nanométricas. Estes
apresentam caracteristicas como ampla faixa de potencial de trabalho, séo
razoavelmente inertes quimicamente e suas superficies podem ser modificadas
por meios de procedimentos quimicos, em sua maioria, faceis de conduzir. Séo
alguns exemplos destes nanomateriais o fulereno, o grafeno, o carbono amorfo e
0s nanotubos de carbono (CNTs, do inglés carbon nanotubes) (de parede

simples e maltiplas paredes), apresentados na FIGURA 1.1.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mec%C3%A2nica
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93ptica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Eletr%C3%B4nica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Qu%C3%ADmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bioqu%C3%ADmica
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FIGURA 1. 1 - Estrutura dos nanomateriais de carbono sendo (a) fulereno, (b)

grafeno, (c) carbono amorfo e (d) CNTs (de parede simples e paredes multiplas)

1.2.1. Grafeno

O grafeno é um composto originado a partir do material bulk
grafite, no qual tem-se uma estrutura organizada em camadas, onde em cada
uma os atomos de carbono estdo dispostos em hexagonos, sendo as ligacoes
entre estes extremamente fortes (ligagdes m conjugadas). Ainda, no grafite,
temos que entre essas camadas (distancia aproximadamente de 3,35 A), tem-se
os carbonos fazendo ligacdes de Van Der Waals, e portanto, ligacbes fracas e
faceis de quebrar, 0 que o torna um material descamével'. Assim, uma camada
desse grafite € conhecida como grafeno. Na FIGURA 1.2 € apresentada a
estrutura do grafite.

Desde 2004, quando Novoselov et al.? propuseram um mecanismo
para preparar folhas de grafeno através da esfoliacdo do grafite pirolitico, este se
tornou um material muito estudado por inimeros pesquisadores. Nesse contexto,

o grafeno é um material composto por atomos de carbono hibridizados sp® na
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forma de uma camada bidimensional infinita’. Ele apresenta uma de suas
dimensdes laterais nas escalas nanométricas, o que lhe confere propriedades
fisico-quimicas unicas quando comparadas com o mesmo material sélido na
forma bulk (grafite), tais como elevada area superficial, condutividade térmica e
elétrica e forca mecanica.

Devido as propriedades diferenciadas que apresenta esse
nanomaterial a base de carbono tem atraido bastante interesse cientifico e
tecnoldgico, mostrando-se promissor para a otimizacdo de componentes
eletrénicos, ceélulas a combustivel, células solares, biotecnologia e

desenvolvimento de sensores e biossensores.

335A

FIGURA 1. 2 - Estrura do grafite.

1.2.1.1. Oxido de grafeno vs. 6xido de grafeno reduzido

Para a sintese do grafeno, tem-se que o grafite pode ser oxidado por
diferentes acidos fortes e como resultado obtém-se a formacdo de folhas de
Oxido de grafite. Além disso, existem diferentes métodos para a separacao
dessas folhas, pois geralmente o desejado é descamar essas folhas de 6xido de
grafite para se obter a folha de Oxido de grafeno. Assim, pode-se citar a

esfoliacdo mecénica, onde a partir de um pedaco do bulk de grafite, utiliza-se
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forca mecanica para delaminar as camadas (esse método também é conhecido
como scoth tape)?. Outro procedimento seria a esfoliacdo na fase liquida, sendo
geralmente empregados cations metalicos como o K* e Na* entre as camadas do
grafite para aumentar a distancia entre as mesmas e, em seguida, utiliza-se
forcas mecanicas (sonificacdo, agitacdo mecanica ou borbulhamento) para
separa-las totalmente, sendo todo este procedimento feito em solucdo®. Nesse
contexto, obtém-se entdo a folha de oxido de grafeno (GO, do inglés graphene
oxide). Neste material, observa-se a presenca de diferentes grupos funcionais
tais como hidroxila, epdxi, carbonila e carboxila, tanto no plano basal da folha
(em cima e abaixo do plano desta) quanto no plano edge (extremidades da
folha). Ainda, tem-se a quebra da maioria das duplas ligacdes na folha, sendo
portanto a maioria dos carbonos sp® no GO. Assim, devido & essa mudanca da
hibridizacéo do carbono e a existéncia desses grupos funcionais, principalmente
no plano basal, observa-se uma perda significativa na condutividade do
material*®>. Pensando nisso, tem sido propostas as utilizagbes de alguns
reagentes redutores como hidrazina®, acido ascorbico’ e boroidreto de sodio®
para reduzir o GO. Como resultado, obtém-se a folha de Oxido de grafeno
reduzido (RGO, do inglés reduced graphene oxide)?, com poucos grupos
funcionais nas extremidades, sendo a maioria dos carbonos do tipo sp® em sua
rede extrutural, o que confere maior condutividade ao composto, € 0 torna um
material interessante, como por exemplo, para a fabricacdo de sensores e
biossensores eletroquimicos™. O processo de sintese do RGO, de maneira

sucinta, é representado na FIGURA 1.3.
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reduzido

FIGURA 1. 3 - Sintese do 6xido de grafeno reduzido a partir do material bulk
grafite.

1.2.2. Carbon black

O carbon black (CB) também conhecido como negro de fumo é
uma especie de carbono amorfo, com alta relacdo entre area superficial e
volume, sendo muito utilizado na &rea industrial para pigmentacdo de tintas,
como agente condutor elétrico de materiais de alta tecnologia e principalmente
na producéo de borracha™.

O CB pode ser produzido pelo método da decomposicao térmica ou
da combustdo parcial sob condi¢cbes controladas, tendo como matéria prima
destes processos os hidrocarbonetos (eg. 6leo ou gas natural). Assim, existem
diferentes espécies de CB, sendo que suas caracteristicas variam de acordo com
a sua sintese. Dentre os diversos processos tem-se o de fornalha, o mais
utilizado para a producdo em massa devido ao elevado rendimento de sua
producdo. Esse processo € baseado na queima de 6leo de petrdleo ou carvdo em
altas temperaturas e, como resultado, apresenta particulas com tamanho e

estrutura controladas, o que garante a obtencdo das propriedades desejadas do



Baccarin, M. Introdugao 7

material. Outros processos seriam o de canal, (o qual fornece o CB com diversos
grupos funcionais na superficie, sendo utilizado em algumas aplicacdes de
pintura), o de acetileno negro (obtido pela decomposicdo térmica de gas
acetileno, gerando um material com maior cristalinidade, sendo empregado em
agentes condutores elétricos) e o lampblack (obtém-se o CB a partir de fuligem
de fumaca da queima de dleos ou madeira de pinho, sendo usado para a
producéo de tintas)*?.

Sobre a estrutura quimica deste material tem-se que este € composto
por carbonos sp? (grupos de 4 folhas de grafite) e carbonos sp® (ligados
aleatoriamente), conferindo a este material uma forma amorfa, como pode ser
visto na FIGURA 1.4. Ademais, ligados a esses carbonos pode-se ter grupos
funcionais como hidroxila, carboxila, cetona e carbonila devido a sintese deste
material ser geralmente na presenca de oxigénio. Assim, as propriedades desse
material sdo: alta condutividade devido & presenca de carbono sp®, forma
dispersdes estaveis em meio aquoso (presenca de grupos funcionais) e, além
disso, trata-se de um material extremamente barato (~R$ 3,00/kg), o que o torna
uma alternativa interessante para a construcdo de novas arquiteturas de
sensores™>*,

Na literatura, sdo encontrados trabalhos empregando este
nanomaterial na fabricacdo de sensores e biossensores para a determinacdo de
diferentes analitos como pesticidas’®, compostos fendlicos'®, glicose’,

farmécos'® e metais pesados'®?°.
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FIGURA 1. 4 - Estrutura do nanomaterial de carbon black (negro de fumo).

1.2.3. Nanodiamantes

Os nanodiamantes (Dnano) foram sintetizados pela primeira vez em
1960 na antiga Unido Soviétiva, baseado na irradiacdo do grafite por ondas de
choque, geradas pela detonacéo de explosivos da mistura de TNT (2-metil-1,3,5-
trinitrobenzeno, formula molecular (CsH(NO,);CH3) e RDX (hexogeno,
férmula molecular C3HgNgOg) em uma camara fechada metalia com atmosfera
de N,, CO, e agua liquida e/ou gasosa®?*. Ap6s a detonacdo, as fuligens que
sobraram estavam cheias de nanoparticulas de diamante*, como apresentado na
FIGURA 1.5. Entretanto, foi na década de 80 que este material passou a atrair
interesse cientifico e industrial, sendo hoje produzido por diferentes métodos
como por exemplo, detonacéo, ablacdo a laser, plasma assistido por deposicéo
quimica de vapor, sintese em autoclave a partir de fluidos supercriticos e
cavitacdo com ultrassom?.

Dnano é um material com particulas de tamanho menor que 10 nm
(com formas de esfera), coloracdo acizentada e, além disso, apresenta estrutura
tetraédrica com carbonos sp® hibridizados, com algumas ligacdes =
deslocalizadas e grupos funcionais contendo oxigénio em sua superficie®*?*.

Devido a algumas de suas propriedades este material tem uma versatil
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aplicabilidade nos mais diferentes estudos®. Por exemplo, por ter uma alta
dureza e ser quimicamente estavel, tém sido utilizado como um polidor muito
eficiente?®. Por apresentar particulas pequenas e de baixa toxicidade, pesquisas
tem sido direcionadas para o seu uso como veiculo para principio ativo de
farmacos e tratamentos contra diferentes tipos de cancer?’. E ainda, devido a
capacidade de produzir dispesbes estaveis em meio aquoso (por causa dos
grupos funcionais em sua estrutura) ¢ a presenca de ligagdes m em sua superficie
(material condutivo)®®, ele torna-se uma interessante ferramenta para o

desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Na literatura poucos trabalhos

reportam a utilizacdo de filmes deste material para a modificacdo da superficie
28,29

de eletrodos para aplicacdes eletroanaliticas

Fuligem

Camera metalica

Didmetro < 10 nm {

Nanodiamantes

FIGURA 1. 5 - Esquema de sintese dos Dnano pelo método de detonagéo por

choques de ondas.

1.3. Sensores a base de filmes

Estes nanomateriais de carbono podem ser utilizados em eletrodos
como pasta, composito ou filme. Nesse contexto, a preparacdo de dispersdes
estaveis com esses nanomateriais para a formacéo de um filme é uma alternativa
para modificar a superficie dos diferentes eletrodos como o de carbono vitreo

(GCE, do inglés glassy carbon electrode), de carbono pirolitico e de ouro. Estas
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dispersdes devem ser estaveis, proporcionar aderéncia sobre a superficie do
eletrodo e, além disso, ndo devem impedir a transferéncia de elétrons na
interface eletrodo/solugdo. Deste modo, algumas substancias (eg. polimeros,
liquidos ibnicos, dendrimeros e outros) tém sido utilizados para preparar essas
dispersoes, a saber: dihexadecil hidrogenofosfato (DHP, do inglés dihexadecyl
hydrogen phosphate)®, poli(etilenoimina)®, hidrocloreto de polialilamina
(PAH, do inglés polyallylamine hydrochloride)® e quitosana (CTS, do inglés

chitosan)®.

1.3.1. Quitosana

A CTS é um polissacarideo sintetizado a partir da reacdo de N-
desacetilacdo da quitina (um biopolimero extraido principalmente de carapacas e
exoesqueletos de crustaceos). A CTS apresenta em suas unidades estruturais
grupos acetamida (-NHCOCH;), amina (-NH,) e hidroxila (-OH) ligados
diretamente ao heterociclico® (ver FIGURA 1.6). Devido aos diversos sitios
ativos que se encontram em sua molécula, ela torna-se um material
extremamente versatil para modificaces quimica, podendo ser aplicada nas
mais diversas areas da ciéncia como médica, biologica, quimica e
biotecnologica.

Este biopolimero tem pKa igual a 6,5. Trata-se de um composto
insolivel em &gua e em solventes organicos, entretanto apresenta solubilidade
em meio &cido. Em solugio acida, os grupos amino sdo protonados (—NHs"),
conferindo ao biopolimero um caréter catiénico, sendo solvatado pela moléculas

de 4gua®*

e solubilizando-se. Dependendo do nimero de grupos amina que se
encontram em seu esqueleto estrutural (propriedade essa conhecida como grau
de desacetilacdo) podemos mudar algumas de suas caracteristicas como, por
exemplo, ndo afinidade pela agua (carater hidrofébico), solubilidade e
viscosidade de suas solugdes, entre outras. Com isso, ela torna-se um material

muito interessante para a formacdo de dispersdes estaveis com alguns



Baccarin, M. Introdugcdao 11

nanomaterias de carbono para a construcdo de novas arquiteturas de sensores e

biossensores eletroquimicos®*”. Na literatura encontram-se diversos trabalhos

38,39 40,41

utilizando materiais de carbonos como grafeno™ ", nanotubos de carbono™"" e
fulereno®, dispersos em filme de CTS para modificar a superficie dos mais

diferentes eletrodos.

_ " _
o "o o HO
2 NH, NH, NH, NH,
N dn

FIGURA 1. 6 - Estrutura da CTS.

1.3.2. Hidrocloreto de polialilamina

O PAH é um polication em meio aquoso com Varios grupos amino
ionizaveis (-NH;") em sua cadeia. Apresenta um pKa entre 8,5 e 9,7, isto
significa que em uma solucdo bésica (pH = 8,0), somente uma parte dos
aminogrupos estdo protonados e o restante desprotonados (grupos amina, —
NH,)*. Essa substancia tem sido muito empregada para a técnica de camadas
auto-organizadas®®  (layer-by-layer) e desenvolvimento de  sensores

eletroquimicos®™. Na FIGURA 1.7 é apresentada a estrutura do PAH.

HCI

NH»

FIGURA 1. 7 - Estrutura do PAH.
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Muitos trabalhos utilizando sensores e biossensores empregando
PAH em dispersdes contendo grafeno®, CNTs* e outros nanomateriais de
carbono sao reportados na literatura. O PAH interage com estes materiais, em
meio aquoso, devido a presenca de cargas positivas em sua molécula
interagindo, por ligacOes eletrostaticas, com as cargas negativas dos grupos
funcionais presentes nesses nanomateriais de carbono. Como consequéncia
dessas interacdes, tem-se a formacdo de dispersdes estaveis e homogéneas, que
por sua vez, podem ser utilizadas para modificar a superficie dos mais diferentes
eletrodos visando distintas aplicacdes. Assim, estes dispositivos tém sido
empregados para a determinacdo de diversos analitos tais como acido

ascorbico®, sulfito®®, ciprofibrato*’, compostos fenélicos™ e propiltiouracil®.

1.4. Aplicacao na area ambiental

Um dos problemas mais sérios enfrentados pelas fiscalizagdes
ambientais é o despejo desorganizado e incorreto de residuos industriais no meio
ambiente, responsaveis pela poluicdo da fauna e da flora. Estes efluentes de
plantas industriais tais como refinarias, gaseificadores de coque e plantas
petroquimicas, frequentemente contém elevados teores de substancias toxicas,
dentre elas, os compostos fendlicos™.

As substancias fendlicas apresentam em suas moléculas um ou mais
grupos hidroxila (—OH) ligados a um anel aromatico, sendo alguns exemplos

desta classe apresentados na FIGURA 1.8.
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(a) 9" (b) T (c) 9"

OH

OH
OH
FIGURA 1. 8 - Estrutura molecular de alguns fendis: (a) catecol (CAT) (b)

resorcinol e (c) hidroquinona.

Em estudos laboratoriais foi constatado que em ambientes aquéaticos
a presenca destes fenois (a niveis de ppm) afeta significativamente as
propriedades organolépticas™ da agua e ainda, no processo de cloracdo da agua
potavel ocorre a sua reacdo destes fendis com o cloro ativo produzindo
clorofendis, substancias carcinogénicas®. A agéncia reguladora CONAMA
regulamenta por meio da resolucdo n° 20, de 18 de junho de 1986 a
classificacdo das aguas doces, salobras e salinas do territorio nacional quanto a
qualidade das mesmas. Nesse documento encontra-se a quantidade maxima
permitida nessas aguas de alguns compostos fendlicos (pentaclofendis e
triclorofendis), sendo este valor de 0,010 mg L™.

Na literatura sdo encontrados muitos trabalhos que propdem a
determinagdo de compostos fenélicos utilizando métodos cromatéograficos™,
fluorescéncia®®, eletroforese capilar’’ e espectrofotometria®®. No entanto, a
utilizacdo de meétodos eletroquimicos representa uma alternativa para a
determinacdo destes analitos. Esses métodos podem oferecer vantagens como
facil manipulagdo instrumental, menores tempos de anélise, possibilidade de
miniaturizacdo do equipamento, podendo assim serem empregados em analise in
situ, sendo que em muitas aplicacbes, ndo sdo necessarias tratamentos

sofisticados das amostras. Assim, na literatura ja vem sendo relatados
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trabalhados que utilizam como vantagens técnicas eletroquimicas na

determinacéo de compostos fendlicos >

Foroughi et al.?

propuseram um sensor eletroquimico baseado em
um GCE modificado com CNTs funcionalizados e ruténio vermelho (formula
molecular é [(NH3)sRUORu(NH3);ORu(NH3)s]Clg) para a determinacéo
simultanea de hidroquinona e CAT em &guas naturais. O método desenvolvido
apresentou alta seletividade e rapido tempo de resposta.

Em outro trabalho Mersal et al.®

reportaram um método
eletroanalitico simples, rapido e seletivo, utilizando um eletrodo impresso de
grafite, para a determinacdo de CAT. A curva analitica obtida foi linear na faixa
de 1,0 x 10°a 1,0 x 10* mol L™*, com um LD de 2,9 x 10" mol L™". O sensor
proposto foi empregado na determinacdo de CAT em amostras de aguas
naturais.

Vicentini et al.®® desenvolveram um biossensor modificando a
superficie de um GCE com nanoparticulas de ouro e a enzima tirosinase em um
filme. A determinacdo de CAT foi realizada utilizando-se a amperometria, sendo
a curva analitica linear no intervalo de concentracdo de CAT de 2,5 x 10°a 9,5
x 10™° mol L™, com um LD de 1,7 x 107 mol L™. O eletrodo proposto foi

aplicado com sucesso na determinacdo de CAT em aguas naturais.

1.5. Aplicacédo na area medicinal

1.5.1. Catecolaminas

Atualmente, busca-se cada vez mais investir em pesquisas que
expliquem como funcionam certas disfuncbes neuroldgicas e cardiacas, tais
como a doenca de Alzheimer, a doenca de Parkinson, esquizofrenia, depresséo e
hiperatividade®™. Em alguns estudos foram observados, que esssas patologias
podem estar diretamente relacionadas as moléculas de catecolaminas, a saber:

adrenalina, serotonina e dopamina (DA) (representadas na FIGURA 1.9).
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Dentre as diversas fungdes que exercem no corpo humano, podem-
se destacar algumas como a de neurotransmissor (relacionado a células nervosas
enviando sinais e comandos para outras células), exercer acdo excitdria (que
podem levar a um aumento dos batimentos cardiacos e da forca de contracao) e

inibitéria (relacionada ao controle da funcdo enddcrina como secrecdo da

insulina)®®.
(a) (b) (c) NH,
HO
HO:O/\/NHz HO W HO
HO HO O‘

FIGURA 1. 9 - Estruturas moleculares de algumas catecolaminas: (a) dopamina,
(b) adrenalina e (c) serotonina.

Muitos trabalhos tem sido propostos utilizando sensores
eletroquimicos para a determinacdo de algumas catecolaminas em fluidos
biologicos. Goyal et al.”” descreveram um sensor eletroquimico para a
determinacdo de DA na presenca de altas concentracdes de acido ascorbico
utilizando um eletrodo de ouro modificado com fulereno-C60. O método
proposto foi utilizado para a determinacdo desse analito em formulacdes
farmacéuticas, urina e plasma sanguineo, sendo os fluidos analisados
diretamente, sem nenhum tratamento prévio. Moraes et al.®® reportaram o
desenvolvimento, caracterizacdo e utilizacdo eletroquimica de um eletrodo
compasito preparado pela mistura de ftalocianina de cobalto, CNTs e parafina,
para a determinacdo quantitativa de adrenalina em amostras de urina humana.
Esses pesquisadores empregaram o mesmo sensor em 1000 determinacdes do

analito, indicando a elevada estabilidade do eletrodo compdsito fabricado.
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1.5.2. Paracetamol

O acetaminofeno (conhecido popularmente como paracetamol
(PAR) introduzido pela primeira vez na medicina em 1893 por VVon Mering é
uma amida aromatica acilada (ver FIGURA 1.10), solGvel em &gua e um dos
medicamentos mais utilizados para alivio de dores cronicas, além de ser um dos
melhores analgésicos disponiveis no mercado®.

Apesar de apresentar baixa toxicidade em doses terapéuticas, em
altas concentragdes esta droga pode tornar-se nociva a saude humana. Foi
observado em estudos clinicos que uma superdosagem pode levar a insuficiéncia
hepatica e renal, podendo em alguns casos até levar a morte™®. Assim, a sua
ingestdo é regulamentada no Brasil pela ANVISA, que regulamenta, para

adultos, uma ingestéo diaria admissivel de 4g.

NH\‘%O
HO’ i CH,

FIGURA 1. 10 - Estrutura molecular do PAR.

Quando ingerido, temos que cerca de 90% de uma dose terapéutica
é eliminada na urina em 24 horas. Dessa quantidadde, temos que a maioria séo
metabdlitos conjugados e 1 a 4 % é o PAR inalterado™, o que viabiliza a

determinagdo do mesmo em amostras de urina.

1.5.3. Determinacdo simultanea de DA e PAR em amostras de
urina

Como mencionado, o PAR, uma das drogas mais populares
utilizadas para o alivio da dor crénica e devido a sua atividade anti-inflamatoria
pode ser combinado com outros analgésicos opidides para promover o alivio da
dor intensa ap6s algumas cirlrgias importantes’. Por outro lado, a DA um

importante  neurotransmissor no corpo humano™, como ja descrito
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anteriormente, em baixas concentragbes ou a sua disfuncdo do sistema pode
estar associado com algumas doengas importantes como, por exemplo a doenca
de Parkinson™. Um dos sintomas agravantes dessa enfermidade sdo a perda do
controle da funcdo motora levando a constantes dores cronicas. Assim, para 0
alivio dessa dor, alguns médicos receitam para o paciente diferentes analgésicos,
dentre eles o PAR, e assim, ha a possibilidade de serem encontrados a DA e o
PAR na urina excretada pelo portador da doencga. Sendo assim, como descrito, é
importante quantificar estes analitos individualmente, bem como observar se um
analito ndo interfere na quantificacdo do outro, quando presentes em uma
mesma amostra. Para isso é necessario a busca por métodos cada vez mais
seletivos e sensiveis para a determinacdo dos mesmos.

Neste cenario, surgem as técnicas eletroanaliticas como uma
alternativa para a determinacdo simultanea desses analitos. Os métodos
eletroanaliticos, via de regra, apresentam sensibilidades comparavel aquelas
obtidas com o emprego de técnicas de cromatografias, tendo como vantagem, na
maioria dos casos, a ndo necessidade de preparo mais sofisticado da amostra,
como € 0 caso da urina, requerendo apenas a diluicdo da mesma. Considerando-
se a similiaridade das estruturas moleculares da DA e do PAR, torna-se um
desafio quantifica-las e/ou determind-las empregando-se um método
eletroquimico. Nestes casos, 0s eletrodos modificados surgem como alternativa
viavel para resolver ou solucionar os problemas de resolucdo do método,
geralmente encontrados quando se usam eletrodos de trabalho sem modificacéo.
Outras vantagens desses eletrodos modificados incluem geralmente a ampla
janela de trabalho, a rapida transferéncia de elétrons na interface
eletrodo/solucdo, além do que, em alguns trabalhos, o preparo desses eletrodos
tem um custo reduzido do material empregado na modificacdo da superficie do
eletrodo base.

Canevari et al.”” propuseram um método sensivel para a

determinacdo simultanea de DA, &acido urico e paracetamol em amostra de urina
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humana, utilizando silica mesoporosa (SiO,) com CNTs de parede mdltiplas
(MWCNTSs) modificando a superficie de um GCE (o sensor foi denominado
SiO,/MWCNTS/GCE). Os LDs encontrados foram 1,4 x 10> mol L™ para DA,
6,8 x 10~ mol L™ para o 4cido drico e 9,8 x 10~ mol L™ para PAR.

1.7® desenvolveram um sensor

Em outro trabalho, Cheemalapati et a
baseado na modificacdo da superficie de um GCE utilizando um nanocompdsito
de MWCNTs e GO. O sensor MWCNTs/GO/GCE foi utilizado para a
determinacdo de DA e PAR em amostras farmacéuticas e de urina humana.
Utilizando a amperometria, a curva analitica foi linear no intervalo de
concentragdo de DA de 2,0 x 107 a4,0 x 10* mol L' e para PAR de 5,0 x 10’
a 4,0 x 10 mol L ™. Os limites de detecco calculados foram iguais a 2,0 x 10°®

mol L™ para DA e 4,7 x 10 ® mol L™, respectivamente.
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2. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho de dissertacdo teve por objetivo desenvolver e
caracterizar novas arquiteturas de sensores utilizando eletrodos a base de
nanomateriais de carbono para a determinacdo de compostos fendlicos e
neurotransmissores em amostras bioldgicas e ambientais, respectivamente
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3. Desenvolvimento de um sensor eletroquimico a base de grafeno
e carbon black (negro de fumo) em filme de quitosana para
determinacdo simultanea de dopamina e paracetamol em
amostras bioldgicas.
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3.1. OBJETIVO ESPECIFICO

Desenvolver uma nova arquitetura de sensor utilizando RGO e CB
dispersos em um filme de CTS sobre a superficie de um eletrodo de carbono
vitreo (RGO-CB-CTS/GCE) para a determinacdo simultanea de DA e PAR em

amostras bioldgicas.
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3.2. EXPERIMENTAL

3.2.1. Reagentes e solucdes

Boroidreto de sodio, NH;, HCI, DA, PAR, CTS de baixa massa
molar (grau de desacetilacdo de 80 %), ureia, glicose, &cido ascorbico, acido
urico, K3[Fe(CN)g] e po6 de grafite foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O CB,
Vulcan XC72R, utilizado foi fornecido gratuitamente pela Cabot Corporacéo.
Todos os outros reagentes foram de grau analitico e utilizados tais como
recebidos. Todas as solu¢bes foram preparadas com agua ultrapura (resistividade
> 18,0 MQ cm) obtido a partir de um sistema Milli-Q da Millipore® (Billerica,
EUA). Utilizou-se um tampao fosfato 0,10 mol L™ (pH = 6,2) como eletrélito
suporte, preparado com os sais Na,HPO, e NaH,PO, obtidos da Sigma-Aldrich.

Uma solucdo estoque de CTS 1,0 % m/v foi preparada pela
dissolucédo de 2,5 g de CTS em 250 mL de acido acético 1,0 % v/v em agua. A
solucdo foi misturada e agitada com o auxilio de um agitador magnético durante
3 h até a dissolugdo completa, e em seguida, foi armazenada a 4 °C.

As solugdes estoque de DA e PAR 1,0 x 10 mol L™ foram
preparadas pela dissolugcdo dessas substancias em tampao de fosfato 0,10 mol
L™ (pH = 6,2). Quando necessario, as soluces padrdes de ambos os analitos
foram preparadas em concentracdes diferentes por meio de diluicdes da solugéo

estoque.

3.2.2. Instrumentacéo

3.2.2.1. Morfologia e caracterizacao

Para a caracterizacdo do material sintetizado, RGO, foram
realizadas imagens de microscopia eletronica de varredura (SEM, do inglés
Scanning Electron Microscopy) de alta resolucdo, utilizando um microscépio
XL30 FEG (Philips®). Um espectrometro Hitachi U2001 foi utilizado para as
medidas espectrofotométricas do nanomaterial RGO. Também foi empregado

um espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier Nicolet iS50
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(Thermo Scientific) para verificar a presenca de grupos funcionais nos
nanomateriais de GO e RGO. E por fim, um equipamento de espalhamento
dindmico de luz Zetasizer Nano ZS90 (Malvern) foi utilizado para estimar o

didmetro médio das nanoparticulas de RGO.

3.2.2.2. Medidas voltamétricas

As medidas eletroquimicas foram realizadas usando um Autolab
PGSTAT12 (Eco Chemie) potenciostato/galvanostato acoplado a um
microcomputador gerenciado pelo programa GPES 4.9. A célula eletroquimica
utlizada foi um sistema convencional com compartimento Unico para encaixe de
de trés eletrodos, utilizando o sensor RGO-CB-CTS/GCE como eletrodo de
trabalho (WE, do inglés working electrode), uma placa de platina como contra
eletrodo (CE, do inglés counter electrode), e Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) como
eletrodo de referéncia (RE, do inglés reference electrode) (FIGURA 3.1).

Na célula eletroquimica foram utilizados uma aliquota de 10 mL de
eletrélito suporte (tamp&o fosfato 0,10 mol L™}, pH = 6,2) para a realizagdo das
medidas eletroquimicas. Todos o0s experimentos foram conduzidos a
temperatura controlada de 25 + 1 °C. As medicOes de pH foram realizadas em
um pHmetro digital Orion (modelo EA 940), conectado a um eletrodo
combinado de vidro Digimed com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI
3,0 mol L ™). O equipamento de banho de ultrassom utilizado foi um UNIQUE
modelo Ultraclean 1400 A, e todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma
balanca analitica Mettler (modelo H10) com precisdo de + 0,1 mg e uma balanga

analitica Shimadzu, modelo AUW?220D com precisdo de + 0,01 mg.
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Célula eletroquimica
(10 mL de eletrdlito
suporte)

FIGURA 3. 1 - Célula Eletroguimica.

3.2.3. Sintese do oxido de grafeno reduzido

O procedimento da sintese do RGO ¢ ilustrado na FIGURA 3.2.
Inicialmente, o GO foi sintetizado a partir do pé de grafite pelo método de

Hummer modificado’"™

(etapa 1).

No método original descrito por Tung et al.78 utilizou-se grafite
natural em p6 com granulometria de 200 mesh, ja na sintese desse trabalho a
esfoliacdo foi realizada baseda no mesmo procedimento, entretanto algumas
adaptacoes foram feitas devido ao uso do grafite expandido. Este possui um
volume 200 vezes maior que o grafite em po, o que pode levar a uma maior area
de reacdo, aumentando a qualidade da esfoliacéo, e a utilizacdo de uma menor

quantidade de grafite oxidado, ou folhas de grafeno maiores que uma camada.

Assim, o grafite foi pré-tratado com a adic¢do de 120 mL de H,SO,
concentrado e aquecido ate 90 °C. A esta mistura foram adicioandos 2,5 g de
K,S,0g e P,Os, em agitacdo, até a completa dissolucdo dos reagentes. A mistura
foi esfriada até 80 °C e adicionou-se 3 g de grafite, mantendo-se a dispersao
nesta temperatura durante 4,5 horas. Na sequéncia, a solucdo foi diluida em 500
mL de &gua deionizada, sendo deixada em descanso durante a noite inteira.
Posteriormente, a solucéo foi filtrada utilizando-se filtro qualitativo 80g e agua
em abundancia para retirar tracos de acido. Em seguida, esta foi secada em uma
estufa a 50 °C por 24h.
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Para a etapa de oxidacédo, foram adicionados 200 mL de H,SO, em
um erlenmeyer (mantido a 0 °C). A este erlenmeyer foram adicioanados 15 g de
KMnQO,, sendo a temperatura monitorada constantemente para nao ultrapassar 0s
10 °C até a total adicdo do reagente. A solucdo foi mantida por 2 horas a 35 °C,
e ao final deste periodo foi observada uma coloracéo esverdeada da mesma. Em
sequéncia, adicionou-se 230 mL de &gua deionizada, vagarosamentoe a solucéo,
sendo a temperatura controlada para ndo ultrapassar os 50 °C. Feito isso, a
solugdo foi deixada sob agitacdo durante 2 horas, obtendo-se ao final deste
periodo uma cor marrom escura para a solucdo. Em seguida completou-se o
volume da soluc3o até 700 mL seguido da adi¢do de 12 mL de H,0, 30% v/v. E
observada uma solucdo com coloracdo dourado brilhante, sendo esta deixada
sob agitacdo por alguns minutos. Apos isso, a solucdo ficou em repouso sob a

bancada por toda a noite.

No dia posterior retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 1250 mL
de HCIl 10% e centrifugou-se a 10.000 rpm por 30 minutos a solucao.
Novamente foi retirado o sobrenadante e adicionou-se agua para lavar o grafeno
e neutralizar o acido, sendo realizada esta etapa trés vezes. Em seguida, 0
material foi colocado em uma membrana de dialise com um cutoff de 10 kDa e
mantida por uma semana, sendo esta agua trocada duas vezes ao dia. No final,
foi observada uma cor marrom da solucdo e esta foi armazenada a 4 °C para

evitar proliferacéo de fungos.

Apbs a esfoliacdo quimica do oOxido de grafite (etapa 2), foi
formada uma solucgéo viscosa de coloracdo escura a qual foi deixada em uma
membrana de dialise de 2 kDa, durante duas semanas, para remover possiveis
vestigios de metais e outros contaminantes, seguida por armazenagem a 4 °C
(etapa 3).

Uma massa de 50 mg de GO foi seca e transferida para um baldo de
fundo redondo com capacidade de 125 mL, sendo ent&o adicionados 100 mL de

dimetilformamida (DMF) e 1 mL de NH; 28 % v/v. Essa solucdo foi deixada em



Baccarin, M. Experimental 26

um banho ultrassonico durante 2 horas (etapa 4). Sequencialmente, a mistura
resultante foi deixada em refluxo a uma temperatura de 95 °C e, entéo, foi
adicionado 16 mL de boroidreto de sodio 0,10 mol L™ (etapa 5). A reacdo de
reducdo do GO ocorreu durante 8 horas. Para remover o DMF, a solucéo foi
mantida por uma semana em membrana de didlise de 10 kDa, sendo esta
inserida em uma proveta de 500 mL contendo agua ultra pura, e o solvente entéo
passou a ser &gua (concentracéo final de RGO foi de 0,80 mg mL™) (etapa 6).

Ao final, a dispersao foi estocada em um frasco ambar e armazenada a 4 °C.

Método de

Membrana de dialise de

Esfoliagio 2kDa (por 2 semanas)

quimica

Grafite Oxido de grafite Oxido de grafeno (GO)
@carbono
@ oxigénio 30 mg GO 4
Remogdo do DMF, 100 mL DMF
Membrana de dialise 1 mL NH;
10kDa (1 semana) (por 2h)
Redugéo 8 h
[~ Conc. 0,8 mg mL~! T=95C
NaBH, 0,1 mol L! '
S » < ==
6 | 5 (a=a

Oxido de grafeno reduzido (RGO)

FIGURA 3. 2 - Representacdo esquematica da sintese de RGO. Etapa 1: GO é
preparado a partir do po de grafite pelo método de Hummer modificado. Etapa
2: esfoliacdo quimica do oxido de grafite. Etapa 3: solucdo de GO ¢ deixada em
uma membrana de diélise (2 kDa) durante duas semanas. Etapa 4: foi adicionado
100 mL de DMF e 1 mL de NH; (28 % v/v) em 50 mg de GO e a mistura é
deixada em um banho ultrassénico por 2 horas. Passo 5: a solugdo é colocada
em refluxo (T = 95 °C) e adiciona-se boroidreto de sodio. Passo 6: reducéo do
GO ocorre durante 8 horas e para remover o DMF, a solucédo é mantida por uma

semana em membrana de dialise (10 kDa).
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3.2.4. Preparo do sensor RGO-CB-CTS/GCE
O GCE (@ = 3,0 mm) foi polido com alumina (particulas de 0,5

pum) com o auxilio de uma politriz durante 5 min para se obter uma superficie
espelhada. Em seguida, lavou-se com agua ultrapura, sonicou-se com
isopropanol absoluto e &dgua deionizada por aproximadamente 1 min, todos os
dias antes da preparacdo do eletrodo de trabalho.

Para o preparo da dispersdo, em um microtubo foram adicionados
600 pL da solucdo estoque de RGO 0,80 mg mL™", 0,50 mg de CB e 400 pL de
CTS (a partir da solucao estoque). A solucdo foi homogeinizada em um banho
ultrassénico durante 30 min, e em seguida 8 pL da disperséo RGO-CB-CTS
foram pipetados e gotejados sobre a superficie do GCE previamente limpo.
Deixou-se o eletrodo secar a temperatura ambiente (25 + 1 °C) durante 2 horas.
E quando ndo utilizado, o mesmo era armazenado nas condicbes ja
supramencionadas. O sensor fabricado foi denominado RGO-CB-CTS/GCE
(FIGURA 3.3).

Dispersao 30 min no banho
RGO CcB CTS RGO-CB-CTS de ultrassom

____________________________________________________________________________

- —

FIGURA 3. 3 - Processo de preparo do sensor RGO-CB-CTS/GCE.

3.2.5. Preparo das amostras de urina sintética
Para preparar as amostras de urina foram utilizados alguns

componentes presentes em amostras reais, tais como CaCl,.2H,0 (0,28 g), NaCl
(0,73 g), Na,SO, (0,56 g), KH,PO, (0,35 g), KCI (0,40 g) , NH,CI (0,25 g) e
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ureia (6,25 g)*®. Todos os reagentes foram dissolvidos em 250 mL de agua
ultrapura. E importante destacar que esta solucdo foi utilizada imediatamente
ap0s a sua preparacdo para evitar possiveis interferentes no caso de ocorrer a

hidrolise da ureia.

3.2.6. Procedimento desenvolvido para a caracterizacdo dos

nanomateriais

O processo de reducdo do GO foi investigado por meio de medidas
espectrofotométricas. Assim, 100 uL da solucédo estoque de RGO foi diluida
com agua ultrapura para um volume final de 1,0 mL e o espectro de absor¢édo do
material foi entdo obtido. Do mesmo modo, para o estudo de espalhamento
dindmico de luz do nanomaterial RGO foram preparadas trés solucdes
diferentes. Assim, 10 pL, 50 pL e 100 pL de solucdo estoque de RGO foram
diluidas em agua ultrapura com o auxilio de um microtubo para completar o

volume final para 1,0 mL de solucéo.

3.2.7. Procedimento  eletroanalitico  desenvolvido para a

determinacao simultanea de DA e PAR

Inicialmente foi investigado o efeito da concentracédo
hidrogenibénica (pH) do eletrolito suporte sob a resposta voltamétrica dos
analitos DA e PAR pela técnica de DPV. Em seguida, foram estudados as
melhores condi¢bes experimentais das técnicas de SWV e DPV para a
quantificacdo de DA e PAR. Os parametros avaliados na SWV foram frequéncia
de aplicacdo de pulso de potenciais (f), amplitude de potencial (a) e incremento
de varredura (AEg), e para DPV foram velocidade de varredura de potencial (v),
amplitude de potencial (a), e tempo de modulacédo do pulso (t). Posteriormente,
as curvas analiticas foram construidas para os dois analitos, individualmente,

pelas duas técnicas, e os valores de LD, faixa linear e sensibilidade foram
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encontrados e comparados. Para todas as curvas analiticas, os valores de LD
foram calculados pela relacdo: 3 x SD/S, sendo SD o desvio padrdo (do inglés
standard desviation) do branco (n = 10) e S o coeficiente angular (do inglés
slope) da curva analitica e a técnica selecionada para as proximas etapas foi a
SWV, como apresentado na se¢ao resultados e discussao.

Um vez selecionada a técnica voltamétrica, foram construidas as
curvas analiticas fixando-se um analito e fazendo-se adi¢Ges sucessivas do
outro. Apos esse estudo, foi feita entdo a determinagdo simultanea dos analitos,
adicionando-se diferentes concentragbes de ambos analitos na célula
eletroguimica.

Também foram conduzidos estudos de repetibilidade intra-dia (n =
8) e inter-dias (n = 3) para uma concentracdo de DA 7,9 x 10°® mol L™ e de
PAR 4,0 x 10°® mol L™. Em seguida, para avaliar a seletividade do método
desenvolvido, foi realizada a adicdo de possiveis interferentes presentes em
amostras de urina (ureia, glicose, acido ascorbico e acido Urico) a uma solucéo
padrdo contendo DA e PAR, nas razbes das concentracdes da solucdo padrdo:
interferentes: 10: 1; 1: 1 e 1: 10. Por fim, o0 método proposto utilizando o sensor
RGO-CB-CTS/GCE foi aplicado para a determinacgdo simultanea de DA e PAR
em amostras de urina sintética. Nestas determinacfes, nas amostras de urina
foram adicionadas solugdes de DA e PAR, sendo as concentracOes finais destes
analitos na célula eletroquimica de 1,0 x 10™° mol L™* para a DA e 5,0 x 10°
mol L™ para o PAR. O método da adicdo e recuperacdo da concentracdo dos

analitos foi feita em triplicata (n = 3).
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. Caracterizacao do oxido de grafeno reduzido

Inicialmente, foram feitas medidas de espectroscopia na regido do
ultravioleta e visivel para a caracterizacdo do RGO sintetizado e 0 espectro
obtido esté apresentado na FIGURA 3.4. Para esse estudo, a solucdo estoque de
RGO foi diluida 100 vezes em agua ultrapura. Foi observado que o nanomaterial
absorve na regido entre 260 a 280 nm, que corresponde a transi¢do ©1 — 7w* da

ligacdo C=C do anel aromatico, o que corrobora com valores encontrados na

literatura®®®.

1,1
1,01
0,91
0,81
0,7
0,6
0,5
0,4

Absorbancia (a.u.)

200 400 600 800 1000 1200
A (nm)

FIGURA 3. 4 - Espectro de ultravioleta do RGO.

Em seguida, foram obtidos espectros de infravermelho dos
nanomaterias de GO e RGO e os resultados obtidos estdo apresentados na
FIGURA 3.5. A partir do espectro obtido para GO, identificou-se alguns grupos
funcionais presentes na estrutura deste como grupos hidroxila (OH, em 3300 e
1420 cm ), carboxila (COOH, em 1745 cm™) e cetona (C=0, em 1620 cm *)*.
Ja no material RGO observou-se uma diminuicdo significativa do pico de
absorcdo do grupo OH em 3300 cm *, sendo um indicativo da reducdo do GO e
ainda, observa-se a presenca do grupo C=C (em 1560 cm %)*, evidenciando a

restauracao de algunas ligac6es m ao longo da folha do RGO, responsaveis pela
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condutividade do mesmo. Apesar dessas evidéncias, é importante destacar, que
mesmo apos a reducdo do GO, ainda é observado a presenca de alguns grupos

funcionais presentes, evidenciado pela presenca do grupo OH em 1240 cm ™.

100
S 801 COOH \ ‘oH
oo 1 C:O
'C 60+
é 40
S ]
S 20+ J
— {— RGO c=C
04— GO OH

4000 3000 2000 1000
Namero de onda (cm™)

FIGURA 3.5 - Espectros no infravermelho do RGO e GO.

Foram realizadas medidas de espalhamento dinamico de luz para
estimar o didmetro medio das nanoparticulas de RGO. Para isso foram estudadas
3 diluicdes (10 vezes, 50 vezes e 100 vezes mais diluidas) a partir de uma
solucdo estoque do nanomaterial, como descrito anteriormente na segéo
experimental. Com o0s resultados obtidos construiu-se um grafico de
porcentagem (quantidade das nanopaticulas) vs. o tamanho do didmetro dessas
particulas de RGO (ver FIGURA 3.6a). Assim, foi observado um diametro entre
300 e 400 nm para a maioria das particulas nas diferentes diluicdes. Uma
imagem de SEM do RGO também foi obtida para avaliar a morfologia do
mesmo. Na FIGURA 3.6b, pode ser observado, nas regides destacados pelos
circulos em vermelho, a ocorréncia de folhas do RGO.
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FIGURA 3. 6 - (a) Medidas de espalhamento dinamico de luz do RGO. (b)
Imagem de SEM do RGO sobre a superficie de silicio dopado do tipo N.

3.3.2. Avaliacéo dos componentes do filme

Apds a caracterizacdo dos nanomateriais utilizados na dispersédo
proposta (RGO-CB-CTYS), investigou-se, inicialmente, as diferentes razdes de
RGO e CTS (% v/v). Para esse estudo, utilizou-se a sonda de
hexacianoferrato(I11) de potassio [Fe(CN)s]>” 1,0 x 103 mol L™ e CV (v = 100
mV s %) tendo como eletrélito suporte uma solu¢do KCI 0,10 mol L.

Assim, para 1,0 mL de solucdo (RGO-CTS), preparou-se as razoes
seguintes: 50: 50 %, 60: 40 %, 75: 25 %, 80: 20 % e 90: 10 % (v/v; RGO-CTYS)
e gotejou-se essas dispersdes sobre a superficie de um GCE. Na FIGURA 3.7a,
encontram-se 0S respectivos voltamogramas ciclicos obtidos para cada
proporc¢éo estudada.

A partir dos resultados obtidos foi verificado que a razéo 60: 40 %
(v/iv; RGO-CTS) foi a que apresentou o melhor sinal analitico, sendo assim
selecionada para os trabalhos futuros. Além disso, apesar de apresentar uma
magnitude de corrente proxima daquela obtida empregando-se a razéo de 50: 50
% (viv; RGO-CTYS), a razéo selecionada foi aquela que apresentou uma menor
separacdo entre os potenciais de pico (AEp = 137 mV), bem menor do que
aquela obtida para a razdo de 50: 50 % (v/v; RGO-CTS) (AEp = 187 mV),
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evidenciando uma maior reversibilidade do sistema, corroborando assim com a
selecédo da raz&o supramencionada.

A massa de CB no composito RGO-CB-CTS também foi
investigado (FIGURA 3.7b), usando a melhor proporcéo 60: 40 % (v/v; RGO-
CTS) (FIGURA 3.7a). Assim, prepararam-se diferentes dispersoes adicionando-
se as seguintes massas de CB: 0,30; 0,50; 0,70 e 0,90 mg. Observou-se que com
0 aumento da massa de CB no filme, houve um aumento da magnitude do sinal
analitico até a massa de 0,50 mg. Apoés esse valor, observou-se que um excesso
do nanomaterial pode levar a um bloqueio parcial da superficie ativa do GCE,
dificultando a transferéncia eletrénica e causando uma diminui¢do da magnitude
do sinal analitico. Assim, a partir dos resultados obtidos, foi selecionado a massa

0,50 mg de CB para os estudos seguintes.

80 150
—_— 50550 ZA] (\\;/xi RGO:CTS) — 0,30 mg b
@i seocTy (@) —os0ms (b)
40 | == 80:20 % (v/v; RGO-CTS)
= 90:10 % (v/v; RGO-CTS)
<
= 04 -
-40
'80 T T T T ‘1 50 T T T T
-0,4 0,0 0,4 0,8 -0,4 0,0 0,4 0,8
(E vs. Ag/AgCl) / V (E vs. Ag/AgCIl)/ V

FIGURA 3. 7 - Voltamogramas ciclicos obtidos a partir de diferentes
proporgdes: 50: 50 %, 60: 40 %, 75: 25 %, 80: 20 % e 90: 10 % (v/v; RGO-
CTS), gotejadas sobre a superficie de um GCE; (b) Voltamogramas ciclicos
obtidos a partir de adi¢des diferentes de massas de CB (0,30; 0,50; 0,70 e 0,90
mg) a dispersdo 60: 40 % (v/v; RGO-CTS). Ambos na presenca de [Fe(CN)q]*
1,0 x 10°mol L em KCI 0,10 mol L™, v=100mV s .

3.3.3. Caracterizacao eletroguimica do sensor

Utilizando a sonda eletroquimica [Fe(CN)¢]’~ foram conduzidos

estudos sobre o comportamento eletroquimico do sensor proposto comparando-
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se com o comportamento de outros eletrodos. Com os resultados obtidos, foi
possivel estimar o valor da area eletroativa do RGO-CB-CTS/GCE e entender
qual o processo que controla o transporte de massa das espécies na sua
superficie, bem como calcular o valor da constante heterogénea de transferéncia

de elétrons (k°).

3.3.3.1. Area eletroativa

Apos definir a melhor razdo para o preparo da dispersdo, foram
calculados as areas eletroativas para os eletrodos: GCE, RGO-CTS/GCE, CB-
CTS/GCE e RGO-CB-CTS/GCE. Para isso, utilizou-se a CV em diversas
velocidades de varredura de potencial de 10 a 500 mV s, na presenca da sonda
[Fe(CN)s]>” 1,0 x 10~ mol L™ no eletrélito suporte KCI 0,10 mol L. Com os
resultados obtidos, contruiu-se um grafico relacionando a corrente de pico de
oxidacdo e a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial. A &rea
eletroativa dos eletrodos desenvolvidos foi estimada utilizando a equacao de

Randles-Sevcik (Equacéo 1),
Ip =+ 2,69 x 103ACDY?n3/2y1/2 (Equacéo 1)

sendo I, a corrente de pico (A), A a area eletroativa (cm?), C a concentracao de
[Fe(CN)e]*™ em solucdo (mol cm™), D (7,6 x 10° cm® s') # o coeficiente de
difusédo da molécula em solucéo, n é o numero de elétrons envolvidos na reacéo
redox e v a velociadade de varredura de potencial (V s ).

Na TABELA 3.1 sdo apresentados os valores obtidos para cada
eletrodo, utilizando nos célculos os valores de correntes anodicas (referentes ao
potencial de oxidacdo do [Fe(CN)s]* a [Fe(CN)s]*). Analisando-se os
resultados obtidos observou-se que com a utilizacdo dos dois nanomateriais de
carbono (RGO e CB) houve um efeito sinérgico, responsaveis pelo aumento de

oito vezes a area eletroativa do eletrodo modificado em comparacdo com o
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GCE. Este fator pode estar relacionado a interacdo de cargas do biopolimero
cationico (CTS) com os grupos funcionais das extremidades dos nanomaterias
anionicos (RGO e CB). Dessa interacdo, tem-se um aumento de sitios
eletroativos expostos de ambos os nanomateriais (principalmente em seus planos
basais onde tem-se uma grande concentracdo de anéis aromaticos, logo uma
concentracdo de elétrons-n), facilitando desta maneira a transferéncia eletrénica
na superficie do eletrodo. Esse aumento de area pode ser significativo para uma
possivel aplicacdo do sensor em eletroanélise, pois pode levar a um aumento de
sinal analitico, em alguns casos diminui¢do do potencial de trabalho, aumento da

sensibilidade e diminuigéo do LD.

TABELA 3. 1 - Area eletroativa de diferentes eletrodos estudados

Eletrodo Area eletroativa (cm?)
GCE 0,050
CB-CTS/GCE 0,24
RGO-CTS/GCE 0,23
RGO-CB-CTS/GCE 0,41

Area geométrica = 0,070 cm?

Nas FIGURA 3.8a, b, ¢ e d sdo mostrados os voltamogramas
ciclicos obtidos para os diferentes eletrodos propostos estudando-se a faixa de

velocidade de varredura de potencial de 10 a 500 mV s™.
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FIGURA 3. 8 - Voltamogramas ciclicos obtidos para GCE (a), RGO-CTS/GCE
(b), CB-CTS/GCE (c) e RGO-CB-CTS/GCE (d), na presenca de [Fe(CN)s"”"
(1,0 x 102 mol L™ em KCI 0,10 mol L™ em diferentes velocidades de

varredura de potencial.

3.3.3.2. Constante heterogénea de transferéncia de elétrons
Em seguida, para se entender melhor como acontecia o processo de
transporte de massas das espécies do seio da solucdo para a superficie do

eletrodo, estudou-se o efeito da velocidade de varredura de potencial sobre a
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resposta voltamétrica do RGO-CB-CTS/GCE para uma solucdo de [Fe(CN)e]>
1,0 x 10 mol L ™" em uma solucéo de KCI 0,10 mol L™* (FIGURA 3.9).

A partir dos valores das correntes de pico anddica (l,) e catddica
(I.), observou-se que estes foram crescendo linearmente proporcionais a

velocidade de varredura de potencial na faixa de 50 a 500 mV s ™.

-2001 500 mv's™
03 00 03 06 009
(E vs. Ag/AgCl) IV

FIGURA 3. 9 - Voltamogramas ciclicos obtidos com o sensor RGO-CB-

CTS/GCE em diferentes velocidades de varredura de potencial na presenca de
[Fe(CN)s]*” 1,0 x 102 mol L™t em KCI 0,10 mol L™,

Para entender se o sistema redox na superficie do eletrodo era
difusional ou adsortivo, a partir dos voltamogramas apresentados na FIGURA
3.9, construi-se um grafico de log 1, vs. log v (FIGURA 3.10a), o qual
apresentou um coeficiente angular de 0,45 (préximo do valor teérico de 0,50),
indicando que o transporte de massa das espécies na superficie do eletrodo é
controlado por difusdo®.

Utilizando o método de Nicholson®, proposto para sistemas
reversiveis e controlados por difusdo (Equacdo 2) calculou-se o valor da k° para
0 RGO-CB-CTS/GCE e 0 GCE.

nwDnF ]_1/2

LlJ:kO[RT v

(Equacéo 2)
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Sendo y um parametro cinético, R a constante universal dos gases
perfeitos (8,314 J mol™ K™), T a temperatura termodinamica (298,15 K), n o
numero de elétrons envolvidos na reacdo e F a constante de Faraday (96485 C
mol™), D o coeficiente de difusdo (7,6 x 10° cm? s 1)* e v é a velocidade de
varredura de potencial.

Ainda, os valores de y para cada v podem ser calculados utilizando

|.87

a Equacdo 3 proposta por Lavagnini et al.”" baseada na relacdo de y com a

diferenca de potecial (AE,, em mV) para cada v.

¥ = (—0,63 + 0,0021 AE,)/(1,0 — 0,017AE,) (Equacio 3)

A partir dos valores calculados de vy, o valor de k° foi obtido por
meio do coeficiente angular do grafico de w vs. 32,79 v 2 (FIGURA 3.10b),

“2° considerando os valores

sendo este valor igual ao termo [x D n F/(R T)]
utilizados na Equagéo 2. Os valores de AE, para cada v encontram-se na Tabela
3.2.

2 encontrou-se um valor para k°

Pelo grafico de y vs. 32,79 v
igual a 56 x 10° cm s para 0 sensor RGO-CB-CTS/GCE. O mesmo
procedimento foi realizado para calcular o valor de k° para o GCE (2,2 x 10°°
cm s Y). Com os resultados encontrados foi possivel constatar que a modificacio
do GCE com o filme RGO-CB-CTS proporcionou um aumento na transferéncia

de elétrons entre a solucéo e a superficie do eletrodo.
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FIGURA 3. 10 - (a) log I, vs. log v e (b) y vs. 32,79 v "2, ambos para 0 RGO-

CB-CTS/GCE.

TABELA 3. 2 - Valores AE,, Eoxidagio © Ereducao dO [Fe(CN)s]’~ obtidos com o
RGO-CB-CTS/GCE em diferentes velocidades de varredura de potencial

Velocidade (Vs™)  Egidaio (MV)  Ereducio (MV) AE, (mV)
0,050 267 178 89
0,075 272 170 102
0,10 277 166 111
0,15 284 158 126
0,20 288 155 133
0,25 290 151 139
0,30 295 148 147
0,35 296 147 149
0,40 299 143 156
0,45 301 140 161
0,50 305 138 167
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3.3.4. Determinacéo simulténea de DA e PAR em amostras de
urina

A fim de verificar a potencialidade analitica do sensor desenvolvido
foram escolhidos dois analitos para se quantificar. Nesse contexto, foram
selecionados 0 PAR e a DA para quantificar, pois podem ser encontrados juntos,
em amostras biologicas de urina excretada por pacientes portadores da doenca

de Parkinson.

3.3.4.1. Comportamento eletroquimico da DA e PAR

Inicialmente, a CV (v = 50 mV s %) foi empregada como teste
preliminar na caracterizacio eletroquimica da DA 1,0 x 10~ mol L™ e de PAR
5,0 x 10° mol L™, em tamp&o fosfato 0,10 mol L™ (pH = 7,0) utilizando o
RGO-CB-CTS/GCE e o GCE (FIGURA 3.11a). Como pode ser observado na
figura, no sentido da varredura de potencial positivo foram observados picos de
oxidacdo em 0,33 V e em 0,56 V que corresponde a oxidagcdo da DA e PAR
respectivamente. No sentido reverso da varredura de potencial, foram
observados dois picos de reducédo destes analitos, o da DA em 0,10 V e do PAR
em 0,45 V, respectivamente, caracterizando assim cCOmMO Processos quasi-
reversiveis, uma vez que temos para DA um AE; (Eoxidacio - Ereduczo) de 0,23 V e
para o PAR de 0,09 V.

Outrossim, um estudo envolvendo voltametria de pulso diferencial
(DPV) para os parametros dessa técnica previamente selecionados (a = 70 mV; t
=10 msev =10 mV s %), foi feito objetivando-se obter uma melhor comparacéo
entre as magnitudes de sinais analiticos empregando-se 0 GCE e sensor
desenvovido (FIGURA 3.11b). Além disso, com a CV néo € possivel detectar a
DA e PAR com baixos LDs. Entretando com DPV, é possivel ter uma baixa
corrente capacitiva e detectar menores LDs dos analitos de interesse.

Como pode ser observado na Figura 3.11b, o eletrodo modificado

proporcionou um aumento acentuado do sinal analitico para os analitos
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(principalmente para o PAR, a corrente foi 16 vezes maior comparado ao GCE)
comparado ao daquele obtido empregando-se o GCE para os dois analitos (DA e

PAR), justificando assim a utilizacdo desse sensor para a quantificacdo dos

mesmaos.
3 0,3 -{—"branco com RGO-CB-CTS/GCE
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FIGURA 3. 11 - (a) Voltamogramas ciclicos empregando o sensor RGO-CB-
CTSI/GCE, na auséncia (linha azul) e na presenca de DA 1,0 x 10> mol L™ e de
PAR 5,0 x 10 °mol L™ (linha preta) (v =50 mV s %), n = 5. (b) Voltamogramas
de pulso diferencial obtidos com o GCE e o sensor RGO-CB-CTS/GCE em
tampdo fosfato 0,10 mol L™ (pH = 7,0) na presenca de DA 1,0 x 10> mol L™ e
de PAR5,0x 10 °mol L. Sendoa=70mV;t=10msev=10mVs "

Em sequéncia, estudou-se o efeito da concentracdo hidrogenionica
nos pHs do eletrolito suporte de 5,1; 6,2; 7,0 e 7,8 sobre o sinal analitico para as
solucdes de DA 1,0 x 10° mol L™ e PAR 5,0 x 10 ® mol L™ em solucéo tamp&o
fosfato 0,10 mol L™ por DPV (a=70 mV;t=10 mse v = 10 mV s ) vide
FIGURA 3.12a. Os valores de corrente de pico de oxidacdo para a DA e PAR
foram graficadas com os respectivos valores de pHs da solu¢do (FIGURA
3.12b).
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FIGURA 3. 12 - (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para DA 1,0 x
10° mol L™ e PAR 5,0 x 10 ° mol L™* em tamp&o fosfato 0,10 mol L™ em
diferentes pHs usando 0 RGO-CB-CTS/GCE. (b) Correntes de pico anddica
para os diferentes pHs estudados. Parametros: a =70 mV; t =10 mse v =10

mV st

Analisando as figuras acima a soluccio tampao fosfato 0,10 mol L™
em pH 6,2 foi selecionada por proporcionar maiores valores de I, na detec¢éo
simultdnea de DA e PAR. Ainda, como mencionado, o pK, da CTS é igual a 6,5
e neste valor ha a protonagéo de 50 % dos amino grupos (—NHs"). Em valores de
pH menores ha um aumento da percentagem de protonacéo deste biopolimero
aumentando assim a sua solubilidade na solucdo aquosa. Dessa forma, no
preparo de filmes deste polimero usa-se reagentes de reticulagdo como o glioxal,
glutaraldeido, epicloridrina® entre outros para manter insolivel o filme
polimérico na superficie do eletrodo. No trabalho desenvolvido, ndo houve
necessidade de se empregar os reagentes de reticulagdo uma vez que foram
obtidos filmes com estabilidade sobre a superficie do eletrodo em pH 6,2. A
estabilizacdo do filme pode ser atribuido a interacdo entre o polication da CTS e
0s grupos funcionais oxigenados carregados negativamente na superficie dos

nanomateriais.
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3.3.4.2. Estudo dos parametros das técnicas: DPV vs. SWV

Neste estudo, foi feito otimizacdo dos parametros das técnicas de
DPV e SWV, visto que estes parametros podem ter um efeito consideravel nas
respostas voltamétricas dos analitos DA e PAR. Para a DPV 0s parametros
avaliados foram: velocidade de varredura de potencial (v), amplitude de
potencial (a) e tempo de modulacdo do pulso (t), e para a SWV: frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potenciais (f), amplitude de potencial (a) e incremento
de varredura (AE;). Os valores estudados e o valores selecionados destes

parametros estdo apresentados nas TABELAS 3.3e 3.4.

TABELA 3. 3 - Parametros da técnica de DPV investigados e os valores
selecionados para a determinacdo simultanea de DA e PAR utilizando o0 RGO-
CB-CTS/GCE

Parametro Faixa estudada  Selecionado
a (mV) 10 a 100 90
t (ms) 2a20 20
v(mVs™) 2a20 10

TABELA 3. 4 - Parametros da técnica de SWV investigados e os valores
selecionados para a determinacdo simultanea de DA e PAR utilizando o0 RGO-
CB-CTS/GCE

Parametro Faixa estudada Selecionado
f (Hz) 10a70 10
a (mV) 10 a 100 70
AE;(mV) las 3

Apobs a otimizacdo dos parametros experimentais que envolveram
as técnicas de DPV e SWV, as curvas analiticas foram construidas para os dois

analitos, individualmente, pelas duas técnicas, para se entender melhor o
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comportamento eletroquimico da DA e do PAR empregando-se o eletrodo
proposto. Nas TABELAS 3.5 e 3.6 sdo apresentados os resultados obtidos
empregando-se a DPV e SWV para a determinacéo de DA e PAR.

TABELA 3. 5 - Comparacdo dos parametros analiticos obtidos empregando-se
as técnicas de DPV e SWV para determinacdo de DA utilizando o RGO-CB-
CTS/IGCE

Parametros SWV DPV
LD (mol L™) 36x10' 2,7x10”'
Faixa linear (umol L™) 1,0 a 38 1,0a19
Sensibilidade (WA mol™ L) 6,8 x 1072 71x1072

TABELA 3. 6 - Comparacdo dos parametros analiticos obtidos empregando-se
as técnicas de DPV e SWV para deteminacdo de PAR utilizando 0 RGO-CB-
CTS/GCE

Parametros SWv DPV
LD (mol L™ 2,8x10" 9,6 x 10
Faixa linear (umol L™) 1,0 a 64 2,0 a 64
Sensibilidade (WA mol ™ L) 3,4x107 1,0 x 1072

Analisando-se os resultados apresentados na TABELA 3.5 para a
DA, verifica-se que foi obtida praticamente a mesma sensibilidade empregando-
se as duas técnicas voltamétricas. Por outro lado, quando se empregou a tecnica
de SWV foi possivel obter maior linearidade da curva analitica para a DA
quando comparado com os valores obtidos empregando-se a técnica DPV.

Ja na TABELA 3.6 observa-se que as melhores condicdes analiticas
para a determinacdo de PAR foram obtidas com a SWV, por apresentar uma
maior sensibilidade, menor LD e maior faixa linear quando comparado com 0s

valores obtidos pela DPV. Diante desses resultados, a SWV foi a técnica



Baccarin, M. Resultados e Discussdao 45

selecionada para ser empregada no desenvolvimeto de um procedimento

eletroanalitico para a determinacdo simultanea de DA e PAR.

3.2.4.3. Determinacao simultanea de DA e PAR empregando-se a
SWV

A resposta eletroquimica da DA e do PAR (um na presenca do
outro) foi investigada em tamp&o fosfato 0,10 mol L™ (pH = 6,2) empregando-se
a técnica de SWV. Na FIGURA 3.13a sdo apresentados os voltamogramas de
onda quadrada, na qual foram obtidos por adi¢bes sucessivas de PAR em
diferentes concentragdes na faixa de 9,9 x 107" a 1,2 x 10> mol L™", mantendo-
se a concentracdo de DA constante em 7,0 x 10° mol L™". Observa-se que,
mesmo em concentracdes elevadas, a DA néo interfere significativamente na
quantificacdo do PAR. A curva analitica obtida (I (A) = 5,2 x 10° + 0,082
[PAR] (umol L™, coeficiente de correlacao (r) = 0,995) estd inserida na
FIGURA 3.13a, sendo o LD igual a 1,5 x 10° mol L™. Tem-se que a corrente
de pico da DA se mantém aproximadamente constante mesmo com as adigdes
sucessivas de PAR, com um desvio padréo relativo de 10 %.

Na FIGURA 3.13b sdo apresentados os voltamogramas de onda
quadrada da DA nas concentracdes de 2,0 x 10°a 2,0 x 10 mol L™, sendo a
concentracdo de PAR fixada em 1,0 x 10™° mol L™ em tamp&o fosfato 0,10 mol
L™ (pH = 6,2) obtido no RGO-CB-CTS/GCE. Observou-se que o PAR nio
interferiu significativamente na determinacdo da DA, cuja curva analitica (I (A)
=1,2 x 10° + 0,077 [DA] (mol L™), r = 0,995) obtida esta inserida na FIGURA
3.13b, com um LD de 1,5 x 10" mol L™*. Além disso, a corrente de pico do

PAR se manteve constante com um desvio padréo relativo de 2,3 %.
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FIGURA 3. 13 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para: (a) PAR: (1)
Branco, (2) 9,9 x 107", (3) 2,0 x 10°®, (4) 3,9 x 10°°, (5) 7,8 x 10°®, (6) 1,2 x
10° mol L™ com DA (2 a 6) 7,0 x 10°° mol L™ (fixa); (b) DA: (1) Branco, (2)
2,0x10° (3) 4,0 x 10°®, (4) 6,0 x 10°°, (5) 8,0 x 10°°, (6) 9,9 x 10°° (7) 2,0 x
10 mol L™ com PAR (2 a 7) 1,0 x 10° mol L™ (fixa). Ambas em tampao
fosfato 0,10 mol L™ (pH = 6,2), utilizando 0 RGO-CB-CTS/GCE; f = 10 Hz, a

=70 mV e AE; = 3 mV. Inserida: as respectivas curvas analiticas (n = 3).

Em seguida, utilizou-se a SWV para a determinacdo simultanea de
DA e PAR com adig0es sucessivas de uma solucdo contendo ambos os analitos.
A faixa de concentracdo estudada para a DA foi entre 3,9 x 10 ° e 3,4 x 10
mol L™ e para o PAR foi de 2,0 x 10 °a 1,7 x 10 mol L™, como mostrado na
FIGURA 3.14a. Além disso, estdo apresentadas nas FIGURA 3.14b e c as
respectivas curvas analiticas para a DA (I (A) = 9,9 x 10~° + 0,018 [DA] (mol
L™), r = 0,992) e para 0 PAR (I (A) = 8,8 x 10° + 0,046 [PAR] (mol L™), r =
0,998). Os LDs calculados foram 2,0 x 10® mol L™ para DA e 5,3 x 10° mol
L para PAR.
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FIGURA 3. 14 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para diferentes
concentragdes de DA: (1) branco, (2) 3,9 x 10°®, (3) 5,9 x 10°°, (4) 7,8 x 10°°,
(5) 9,9 x 10°°, (6) 1,2 x 10>, (7) 1,5 x 10, (8) 2,5 x 10>, (9) 3,4 x 10" mol
L™ e de PAR: (1) Branco, (2) 2,0 x 10°°, (3) 3,0 x 10°°, (4) 3,9 x 10°°, (5) 4,9 x
10°°, (6) 5,9% 10°, (7) 7,3 x 10°°, (8) 1,2 x 10, (9) 1,7 x 10~ mol L™ em
tampdo fosfato 0,10 mol L™ (pH = 6,2) usando 0 RGO-CB-CTS/GCE. (b)
Curva analitica obtida para DA e (c) curva analitica obtida para PAR (n=3); f =
10 Hz,a=70 mV e AE;=3 mV.

3.2.4.4. Estudo da repetibilidade e de interferentes em potencial
Foi realizado ainda o estudo da repetibilidade intra- e entre-dias

para a determinacdo simultdnea dos analitos. Neste estudo foram empregadas

uma concentracdo de 7,9 x 10°® mol L™ paraa DA e 4,0 x 10°mol L™ para o

PAR. No estudo da repetibilidade intra-dia foram feitas medidas sucessivas no
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mesmo dia (n = 8) de uma solucdo contendo ambos os analitos, sendo os valores
encontrados dos desvios padrdes relativos (RSD, do inglés relative standard
desviation) para DA de 2,5 % e para 0 PAR de 2,3 %. Ja a repetibilidade entre-
dias foi determinada por medidas das mesmas concentacdes em dias diferentes
(n = 3) sendo o0 RSD de 3,1% e 3,7 % obtidos para DA e PAR, respectivamente.
Os resultados obtidos foram satisfatorios, visto que todos os RSD foram
menores que 5,0 %, evidenciando a repetibilidade do método proposto.

Em seguida, a seletividade do método desenvolvido foi verificada
por meio da adicdo de possiveis interferentes presentes em amostras de urina,
(tais como ureia, glicose, acido ascorbico e acido Urico) em uma solucdo padréo
contendo DA (1,0 x 10 mol L™) e PAR (5,0 x 10 mol L™), nas razdes de
concentracdo (solucdo padrdo: interferentes) de 10:1; 1:1 e 1:10, conforme
descrito anteriormente, na secdo experimental 3.2.7. Os resultados obtidos foram
comparados com aqueles utilizando-se apenas a solucdo padrdo dos analitos, e
as respostas analiticas das solugdes contendo os possiveis interferentes tiveram
uma variacdo inferior a 5%. Assim, pode-se concluir que, na concentracdo
verificada, estes compostos ndo interferem significativamente na determinacéo
simultanea de DA e PAR utilizando o sensor RGO-CB-CTS/GCE.

3.2.4.5. Determinacao de DA e PAR em amostras biologicas

Para verificar a aplicabilidade do método proposto e possiveis
interferentes existentes na amostra sobre o sinal dos analitos, empregou-se 0
estudo de adicdo e recuperacdo para a determinacdo simultdnea das
concentracdes de DA e PAR em amostra de urina sintética. Para isso, foram
feitas medidas em triplicata de amostras de urina com adi¢bes de solugdes
padrdo de DA 1,0 x 10° mol L™ e PAR 5,0 x 10°® mol L™". Na TABELA 3.7
estdo apresentados os resultados obtidos. Observou-se que as recuperacdes
variaram entre 85 % e 101 % para a DA e entre 100 % e 111 % para o PAR.

Nota-se a partir destes valores que ndo houve interferéncia significativa da
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matriz da amostra de urina na determinacdo simultanea de DA e PAR,

evidenciando a seletividade do método eletroquimico desenvolvido.

TABELA 3. 7 - Resultados obtidos usando o método proposto na determinacao

simultanea de DA e PAR em amostras de urina

DA PAR

Amostra Adic. Encont.? Rec. Adic. Encont.? Rec.

(umol L™ (umol LY (%) (umolL™  (umolL™Y) (%)

Urina | 5,85 5,30 +0,03 91 2,96 2,97 +0,01 100
Urina Il 11,6 12,40 +0,02 107 5,88 6,54 + 0,04 111
Urina 111 24,4 24,70+ 0,02 101 12,1 13,40+ 0,01 111

®n = 3; Adic. = Adicionado; Encont. = Encontrado; Rec. = Recuperado.

3.2.4.6. Comparacdo dos paramétros analiticos obtidos com o
método proposto neste trabalho com métodos ja relatados na
literatura para a determinacéo de DA e PAR

Finalmente, para avaliar o desempenho e os resultados obtidos com
0 sensor proposto este foi comparado com outros eletrodos recentemente
reportados na literatura para a determinacdo simultinea de DA e PAR (ver
TABELA 3.8). Com o eletrodo desenvolvido neste trabalho foi possivel obter
vantagens como a simplicidade de preparacdo, baixo custo dos nanomaterias
utilizados e resposta rapida (7 s para realizar a medida). Além disso, 0s LDs
obtidos foram similares aos de outros eletrodos descritos na literatura utilizando

outros nanomateriais’™"®%,
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TABELA 3. 8 - Comparacdo entre o trabalho presente e alguns sensores

reportados na literatura para a determinacéo simultanea de DA e PAR

Faixa linear (umol L) LD (umol L)
Sensor
DA PAR DA PAR
SWCNT/CCE® 0,40 — 150 0,20 - 100 0,22 0,12

MWCNT/GO/GCE’® 0,2-400 050-400 0,020 0,047
SiO,/MWCNT/GCE™ 0,050 -6 0,050 — 6 0,014 0,098
Este trabalho 3,90 — 34 2.00-17 0,020 0,053

SWCNT/CCE: nanotubos de carbono de parede simples/eletrodo de carbono
ceramico

MWCNT/GO/GCE: nanotubos de carbono de paredes mdaltiplas/ oxido de
grafeno/eletrodo de carbono vitreo

SiIO,//MWCNT/GCE: silica/nanotubos de carbono de paredes multiplas/eletrodo
de carbono vitreo
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3.3. CONCLUSOES PARCIAIS

Uma nova arquitetura de sensor foi desenvolvida por meio da
modificacdo da superficie de um GCE com os nanomateriais de carbono (RGO e
CB) dispersos em um filme de CTS. Foi verificada a estabilidade da disperséo
proposta e o eletrodo proposto foi aplicado na determinacdo simultéanea de DA e
PAR em amostras de urina. Ademais, com o método desenvolvido apresentou
vantagens como simplicidade de preparacdo do eletrodo, baixo custo dos
nanomaterias utilizados, resposta rapida (7 s para cada medida), seletividade,
além de apresentar LDs similares que outras arquiteturas de sensores descritos

na literatura™"®%8,
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4. Desenvolvimento de um sensor eletroquimico a base de
nanodiamantes em filme de hidrocloreto de polialilamina (PAH)
para determinacao de catecol em aguas naturais
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4.1. OBJETIVO ESPECIFICO
Desenvolver um sensor eletroquimico utilizando Dnano dispersos
em uma solucdo aquosa de PAH sob a superficie de um GCE (Dnano-

PAH/GCE) para a determinacdo de CAT em amostras de aguas residudrias.
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4.2. EXPERIMENTAL
4.2.1. Reagentes e solucdes

Os reagentes Dnano, PAH, CAT e [Fe(CN)s]’~ foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Todos os outros reagentes foram de grau analitico e utilizados
como recebidos. Todas as solucdes foram preparadas com &gua ultrapura
(resistividade > 18,0 MQ cm) obtido a partir de um sistema Milli-Q da
Millipore® (Billerica, EUA). Utilizou-se um tamp&o fosfato 0,10 mol L™ (pH =
6,5) como eletrolito suporte, o qual foi preparado com os sais Na,HPO, e
NaH,PO, obtidos da Sigma-Aldrich.

Uma solucdo estoque de CAT 1,0 x 10 mol L™ foi preparada pela
dissolucéo da substancia (obtida da Sigma-Aldrich) em tampéo fosfato 0,10 mol
L™ (pH = 6,5). Quando necessario, as devidas diluicdes eram feitas a partir da

solucéo estoque.

4.2.2. Instrumentacao

4.2.2.1. Morfologia e caracterizacao

Para a caracterizacdo do material Dnano foram obtidas imagens de
microscopia eletronica de transmissdo (TEM), utilizando um equipamento
TECNAI G2F20. Também foi empregado um espectrémetro de infravermelho
com transformada de Fourier Nicolet iS50 (Thermo Scientific), para identificar a

presenca de grupos funcionais nos Dnano.

4.2.2.2. Medidas voltameétricas

As medidas eletroquimicas foram realizadas usando um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT12 (Metrohm) acoplado a um
microcomputador gerenciado pelo programa GPES 4.9. A célula eletroquimica

utlizada foi um sistema convencional com compartimento Unico encaixe de trés
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eletrodos, a saber: eletrodo modificado Dnano-PAH/GCE como WE, uma placa
de platina como CE, e Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L") como RE (ver FIGURA 3.1).

Na célula eletroquimica foram utilizados uma aliquota de 10 mL de
eletrélito suporte (tampéo fosfato 0,10 mol L™, pH = 6,5) para a realizacdo das
medidas eletroquimicas. Todos o0s experimentos foram conduzidos a
temperatura controlada de 25 + 1 °C.

As medices de pH foram feitas empregando-se um pHmetro
digital Orion (modelo EA 940), conectado a um eletrodo combinado de vidro
Digimed com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (solugédo interna KCI 3,0

mol L™).

4.2.3. Preparo do sensor Dnano-PAH/GCE
O GCE (@ = 3,0 mm) foi polido com alumina 5um durante 5

minutos para se obter uma superficie limpa e homogénea e, em seguida, lavou-
se com agua ultrapura, sonicou-se com isopropanol absoluto e dgua deionizada
por aproximadamente 1 min. O procedimento foi repetido todos os dias antes da
realizacdo das medidas.

Para o preparo da dispersdo, em um microtubo eppendorf foram
adicionados 1 mg de Dnano, 1 mg de PAH e 1 mL de agua ultra-pura. A solucéo
foi homogeinizada em um banho ultrassonico durante 30 min e, em seguida, 8
UL da dispersdo Dnano-PAH foram transferidos para a superficie do GCE
previamente limpo com o auxilio de um micropipetador. Deixou-se o filme secar
a temperatura ambiente (25 = 1 °C) durante 2 horas. O eletrodo modificado
quando né&o utilizado, era armazenado também a temperatura ambiente. O sensor
desenvolvido foi denominado Dnano-PAH/GCE (FIGURA 4.1).
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FIGURA 4. 1 - Processo de fabricacdo do sensor Dnano-PAH/GCE.

4.2.4. Preparacao das amostras de aguas naturais e de
distribuicao

Amostras de aguas naturais da represa da Universidade Federal de
Séo Carlos (cidade de Sao Carlos) foram coletadas (sendo as coordenadas
geograficas das amostras Al = 21°59°08.88’°’S 47°52°43.21°W e A2 =
21°59°06.84°°S 47°52°48.82°°W), bem como uma amostra de agua de torneira
(Agua de distribuicdo) da mesma universidade.

As amostras da agua da represa foram filtradas em um papel filtro
(marca Nalgon) com porosidade de 3 um para retirada de pequenas folhas e
suspensdes. A agua de distribuicdo foi utilizada sem qualquer tratamento prévio.

Feito isso, em uma aliquota fixa de 900 puL de cada uma das
amostras foram adicionados 100 pL de uma solugdo padrdo de CAT 1,0 x 1072
mol L™, obtendo-se assim um volume final de 1,0 mL de CAT 1,0 x 10~ mol
L. Estas solucdes foram agitadas, homogeneizadas e identificadas como

amostra A, B (referentes a agua da represa) e C (agua de distribuicéo).
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4.2.5. Procedimento  eletroanalitico  desenvolvido para a

determinacao de CAT

O primeiro estudo conduzido foi o efeito da concentracédo
hidrogenionica do eletrélito suporte (pH) sob a resposta voltamétrica do CAT
utilizando a técnica de SWV, sendo a faixa de pH estudada de 3,3 a 9,1. Na
sequéncia, foram estudados as melhores condi¢cdes experimentais das técnicas de
SWV e de DPV para a quantificacdo do composto fendélico. Os parametros f, a e
AEg para SWV, v, a e t para DPV. Feito isso, as curvas analiticas foram
construidas por ambas as técnicas e os LDs, faixas lineares e sensibilidades
foram encontrados e comparados. Para todas as curvas, o0s valores de LD foram
calculados pela relacdo: 3 x SD/S, ja descrito anteriormente.

Também foram conduzidos estudos de repetibilidade intra-dia (n =
8) e inter-dias (n = 3) para uma concentracdo de CAT 5,0 x 10> mol L' em
solucdo tampdo fosfato 0,10 mol L™ (pH = 6,2). Em seguida, para avaliar a
seletividade do método desenvolvido foi realizada a adi¢cdo de possiveis
interferentes presentes em amostras de aguas naturais (carbonato, cloreto e
sulfato) a uma solugdo contendo CAT (5,0 x 10° mol L ™), em proporcdes de
concentragdo (solucdo padréo: interferentes) 10: 1, 1: 1, e 1: 10. E por fim, o
sensor Dnano-PAH/GCE foi aplicado para a determinacdo de CAT em amostras
de aguas naturais. Para esta investigacdo, as amostras foram fortificadas com
CAT (1,0 x 10 mol L™) e foram realizadas as adicdes de aliquotas, em
triplicata, na célula eletroquimica, sendo as concentracbes finais de CAT no
eletrélito suporte igual a 5,0 x 10°e 2,0 x 10 mol L. Assim, utilizando o
método de adicdo e recuperacdo foi possivel quantificar o analito nas amostras

de &guas naturais.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Caracterizacao do Dnano

Inicialmente, foram obtidos espectros de infravermelho do Dnano, a
fim de verificar-se a existéncia de grupos funcionais em sua estrutura, uma vez

que sua sintese é conduzida na presenca de oxigénio. Os resultados obtidos estdo
reportados na FIGURA 4.2.
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FIGURA 4. 2 - Espectros do infravermelho do Dnano.

Analisando-se o0 espectro de infravermelho obtido para esse
nanomaterial, identificou-se alguns grupos funcionais presentes em sua estrutura
como grupos hidroxila (OH, em 3412 cm™), carboxila (COOH, em 1730 cm™),
cetona (C=0, em 1622 cm%), éter (C-O-C, 1130 cm™") e, ainda observou-se a
presenca de grupos CH3, CH, e C=C (2925, 2851 e 1340 cm*, respectivamente)
89-91.

Os resultados do infravermelho permitiram conhecer algumas
caracteristicas dos Dnano, a saber: o carater condutivo, uma vez que fica
evidente a presenga de ligagoes © (C=C) em sua estrutura. A outra € quanto a
dispersao estavel que este formou com o PAH (polication), uma vez que, devido

a presenca dos grupos funcionais (o nanomaterial possui um caracter aniénico
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em solucdo aquosa) em seu esqueleto estrutural, tem-se assim ligacOes
eletrostaticas entre os Dnanos e o PAH.

Também foram obtidas imagens de TEM do Dnano para avaliar a
morfologia do mesmo. Vide exemplo dessas imagens estd apresentada na
FIGURA 4.3, na qual podem ser observadas, nas regides destacados pelos
circulos em amarelo, as particulas do material. Ainda utilizando a imagem de
TEM obtida juntamento com o software Imaje J foi possivel estimar uma média
do tamanho do diametro dessas nanoparticulas. Foi encontrado um tamanho de 2

a 4 nm aproximadamente para a maioria das nanoparticulas.

FIGURA 4. 3 - Imagem de TEM do Dnano.

4.3.2. Caracterizacao eletroguimica do sensor Dnano-PAH/GCE
Utilizando a sonda eletroquimica [Fe(CN)e]’~ foram realizados
estudos sobre o a resposta voltamétrica do sensor proposto comparando ao GCE.
Com os resultados obtidos foi possivel estimar o valor da area eletroativa do
Dnano-PAH/GCE e entender qual o processo que controlava o transporte de

massa das espécies na superficie do eletrodo, bem como estimar o valor de k°.



Baccarin, M. Resultados e Discussdao 60

4.3.2.1. Area eletroativa

As areas eletroativas dos eletrodos de GC e Dnano-PAH/GC foram
estimadas por meio de resultados obtidos utilizando-se a CV em diversas
velocidades de varredura de potencial (10 a 200 mV s™), na presenca da sonda
[Fe(CN)s]’” 1,0 x 10~ mol L™ no eletrélito suporte KCI 0,10 mol L™, utilizando
a equacdo de Randles-Sevcik (Equacdo 1) para sistemas reversiveis, como
discutido anteriormente.

As areas foram calculadas utilizando-se os valores de corrente
anddica (referente ao potencial de oxidacdo do [Fe(CN)s]*” a [Fe(CN)s]*) e
obtiveram-se os valores de 0,070 cm? para o GCE, e 0,22 cm? para 0 Dnano-
PAH/GCE (sendo a area geométrica do GCE de 0,070 cm?). Com os resultados
obtidos, observou-se que 0 Dnano promoveu um aumento de cerca de 3 vezes na
area eletroativa do eletrodo modificado em comparacdo com o GCE. Este
aumento de area ativa pode ser significativo para uma possivel aplicacdo do
sensor em eletroanalise, pois pode levar a um aumento de sinal analitico,
diminuicdo do potencial de trabalho, aumento da sensibilidade e diminuicdo do
LD. E importante ressaltar que o PAH formou uma dispersdo estavel com o
nanomaterial e um filme de boa aderéncia sobre a superficie do GCE. Este

mesmo polimero foi empregado pelo nosso grupo de pesquisa®™*®

e, 0 polimero
na auséncia de um material condutor apresenta baixa condutividade e bloqueia
parcialmente a entrada e saida de substancias, como pode ser observado na
FIGURA 4.4 (voltamogramas ciclicos obtidos para os diferentes eletrodos, v =
100 mV s ). A presenca do filme polimérico (PAH) sobre a superficie do GCE
leva a um deslocamento de potencial de pico de oxidacdo e reducdo do

[Fe(CN)e]*"* para valores mais positivos.
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- GCE
404 — paAH/GCE
| |[=—=Dnano-PAH/GCE
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FIGURA 4. 4 - Voltamogramas ciclicos de [Fe(CN)s]*” 1,0 x 102 mol L™* em

KCI 0,110 mol L* obtidos para 0 GCE, PAH/GCE e o Dnano-PAH/GCE, v = 100
mVs .

4.3.2.2. Constante heterogénea de transferéncia de elétrons

A préxima etapa realizada, para se entender melhor como acontecia
0 processo de transporte de massas das especies do seio da solucdo para a
superficie do eletrodo, foi o estudo do efeito da velocidade de varredura de
potencial (10 a 350 mV s ') sobre a resposta voltamétrica do sensor proposto e
para uma solucdo de [Fe(CN)s]> 1,0 x 102 mol L' em KCI 0,20 mol L™
(FIGURA 4.5).

Como pode ser observado nesta figura, os valores das correntes de
pico anddica e catodica aumentam com o0 aumento da velocidade de varredura

de potencial.
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FIGURA 4. 5 - Voltamogramas ciclicos de [Fe(CN)s]>” 1,0 x 10° mol L™ em
KCI 0,10 mol L™ em diferentes velocidades de varredura de potencial obtidos

usando o Dnano-PAH/GCE.

A partir das correntes de pico obtidas em cada um dos
voltamogramas apresentados na FIGURA 4.5 construi-se um grafico de log I,
vs. log v (FIGURA 4.6a). A equacéo que descreve a regressao linear do grafico
apresentou um coeficiente angular de 0,56 o que indica que o transporte de
massa das espécies na superficie do eletrodo é controlado por difus&o®.

Em seguida, utilizando o método de Nicholson® (Equacdo 2),
reportado anteriormente, calculou-se o valor do k® para o Dnano-PAH/GCE e o
GCE (sendo descritos anteriormente os valores de y para cada v utilizados na
Equacdo 2 calculados a partir da Equacdo 3 proposta por Lavagnini et al.®").
Dessa forma, tem-se que o k° foi determinado a partir do coeficiente angular do
grafico de y vs. 32,79 v 2 (FIGURA 4.6b), sendo o valor 32,79 equivalente ao
termo [r D n F/(R T)] % considerando os valores utilizados na Equacdo 2. E
importante mencionar, que para valores inferiores a 150 mV s * de v, o AE,
(valores utilizados na Equacdo 3) apresentaram valores menores que 59 mV
(valor teorico que caracteriza um sistema como reversivel), o que inviabilizou-se
obter uma reta para o célculo do k°, sendo entfio considerado os valores AE,

acima de 150 mV s ' e até 350 mV s* (justificando assim o nimero reduzido de



Baccarin, M. Resultados e Discussdo 63

5 pontos empregado no grafico mostrado na FIGURA 4.6b). Os valores de AE,
para cada v encontram-se na TABELA 4.1.

Feito os célculos, encontrou-se um k% igual a 2,0 x 10 cm s para
[Fe(CN)e]*™ usando o sensor Dnano-PAH/GCE e igual a 1,5 x 102 c¢cm s™
usando o GCE, utilizando o mesmo procedimento. Por meio destes resultados
foi possivel evidenciar a habilidade do sensor em promover mais rapida
transferéncia de elétrons entre a espécie eletroativa e a superficie do eletrodo em

comparacdo ao GCE sem modificacdo, uma vez que apresentou maior k.

1,2 - b
_412_ (a) ( ) |
1,0
<451 S
o) 0,81 .
(@]
=48
0,6
-5,11 coeficiente angular = 0,56
20 -16 -12 08 -04 55 60 65 70 75 80 85
|og v 32,79 Vil/2

FIGURA 4. 6 - (a) log I, vs. log v e (b) y vs. 32,79 v 2 ambos para o Dnano-
PAH/GCE.
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TABELA 4. 1 - Valores AE,, Eoxidagio © Ereducao 0O [Fe(CN)6]3‘ obtidos com o

Dnano-PAH/GCE em diferentes velocidades de varredura de potencial

Velocidade (V s™7) Eoxidaczo (MV) Ereducio (MV) AE, (mV)
0,010 266 245 21
0,020 266 233 33
0,030 266 222 44
0,040 268 217 51
0,050 268 213 55
0,10 268 210 58
0,15 268 196 72
0,20 274 186 88
0,25 276 181 95
0,30 277 175 102
0,35 281 173 108

4.3.3. Comportamento eletroquimico do CAT

Experimentos preliminares foram realizados utilizando CV (v = 50
mV s ) e o sensor Dnano-PAH/GCE em solucdo de tampdo fosfato 0,10 mol
L™ (pH = 6,5) na presenca de CAT 5,0 x 10™° mol L™, a fim de se observar a
presenca de processos de oxidacdo ou de reducdo deste composto. Os resultados
alcancados estdo apresentados na FIGURA 4.7a, nos quais observou-se uma
resposta eletroativa do analito no sentido positivo de varredura, isto é, um
processo de oxidacdo do CAT (pico de oxidacdo em 0,32 V para 0 sensor
proposto). O mesmo foi feito para a varredura no sentido inverso (reducao), no
qual observou-se um pequeno pico de reducdo em 0,10 V para o sensor Dnano-
PAH/GCE, o que caracteriza como um processo quasi-reversivel. O mesmo
estudo foi feito utilizando-se a SWV (f = 10 Hz, a =50 mV e AE; = 3 mV), com

0 proposito de se ter uma melhor comparacdo entre as magnitudes de sinais
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analiticos obtidos com o GCE e sensor desenvolvido (FIGURA 4.7b). Com 0s
resultados obtidos, observou-se que o eletrodo modificado, isto € a presenca dos
nanomateriais imobilizados na superficie do GCE levou a uma aumento da
magnitude do pico de oxidacdo do CAT e diminuicdo de potencial, caracteristico
de um processo catalitico. O aumento do sinal analitico para CAT foi
significativo (quase 2 vezes maior a intensidade de corrente anddica) quando
comparado com aquele obtido empregando-se o GCE, justificando assim a
utilizacdo desse sensor para a quantificacdo do analito. Este pico de oxidagdo do
CAT esta relacionado com a oxidacdo deste analito na superficie do eletrodo

gerando como produto a o-quinona (REACAO 1).

i ranco 1’4- -
;’g —tI;nano-PAH/GCE (a) 1 2_ (b)
0,6 1,01
< 041 < %%
> 0,2 = 969
: ) /V : o
00| =4 j 0,4

-0,2 </ 8’(2)-
041 0,2
00 01 02 03 04 05 06 07 “ 00 02 04 06 08

(E vs. Ag/AgCl) /1 V (E vs. Ag/AgQCl) / V
FIGURA 4. 7 - (a) Voltamogramas ciclicos obtidos na auséncia (linha preta) e

na presenca de CAT 5,0 x 10° mol L™* (linha vermelha) em tampéo fosfato 0,10
mol L™ (pH = 7,0) utilizando o sensor Dnano-PAH/GCE (v =50 mV s ™), n = 5.
(b) Voltamogramas de onda quadrada na presenca de CAT 5,0 x 10> mol L™
em tampéo fosfato 0,10 mol L™* (pH = 7,0) utilizando o GCE e o sensor Dnano-
PAH/GCE. Parametros f =10 Hz,a=50 mV e AEg=3 mV.

HO |C|>

OH Pe
: O/ 4+ 2H" 4 2¢

REACAO 1- Mecanismo de oxidacdo do CAT na superficie do eletrodo

proposto.
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4.3.3.1. Estudo do efeito do pH do eletrdlito suporte

Outro estudo conduzido foi a investigacdo da influéncia do pH do
eletrélito suporte (solucdo tampdo fosfato 0,10 mol L™) na determinacdo de
CAT por SWV (f = 10 Hz, a = 50 mV e AE; = 3 mV). Assim, na presenca de
CAT 5,0 x 10 analisou-se os valores de pHs na faixa de 3,3 a 9,1 (FIGURA
4.8).

1,6 1,6 . . . . . .

(a) 14 ® . a(P)ro,55

1,2 12] \ . 0,50

] al 10,45
%0s B 0
~~ ,O . ru, ~
= 2 AN <

0,41 — 0,61 [ | +0,35

0.41 \l\ 10,30

0,0- 85 u " loozs

0.0 03 06 0.9 3 4 5 6 7 8 9 10
(E vs. Ag/AgCl) /1 V pH

FIGURA 4. 8 - (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o sensor
Dnano-PAH/GCE em tampdo fosfato 0,10 mol L™ em diferentes pHs. (b)
Correntes de pico anddico e valores de potencial para os diferentes pHs
estudados. Sendo f =10 Hz, a =50 mV e AE; =3 mV.

Como pode ser observado na FIGURA 4.8a, quanto menor o pH
maior o potencial de oxidagdo para este analito e maior a magnitude de corrente
anodica. Dessa forma, o valor selecionado foi de 6,5 uma vez que apresentou
maior magnitude de sinal analitico quando comparado a valores maiores de pH,
mantendo-se constante para valores menores que 6,5. Além disso, em relacdo
aos valores de pH inferiores ele apresentou um menor potencial de oxidagdo
(mais préximo da origem), vide FIGURA 4.8b, o que nos proximos estudos

pode reduzir a possibilidade de interferentes eletroativos.
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4.3.3.2. Determinacdo de CAT utilizando a técnica de SWV

Utilizando a SWV, avaliou-se alguns parametros como f, a e AEs e
investigou-se os efeitos desses sobre o potencial e corrente de pico para a
determinacdo de CAT. Esses estudos foram conduzidos na presenca de catecol
5,0 x 10 mol L™ em tamp&o fosfato 0,10 mol L™ (pH 6,5). Os parametros
estudados da SWV e os valores selecionados de cada pardmetro estéo
apresentados na TABELA 4.2.

TABELA 4. 2 - Parametros de SWV investigados e os valores selecionados para
a determinacdo de CAT utilizando o Dnano-PAH/GCE

Parametro Faixa estudada Selecionado
f (Hz) 10 a 150 130
a (mV) 10 a 100 90
AEs(mV) 1a6 4

Apos a otimizacdo dos parametros de SWV foi construida a curva
analitica para a determinacdo de CAT. Na FIGURA 4.9a foram apresentados 0s
voltamogramas de onda quadrada obtidos variando-se a concentracdo de CAT
de 1 a9 ((1) branco, (2) 3,9 x 10°®, (3) 6,9 x 10°®, (4) 7,8 x 10°®, (5) 2,3 x 10,
(6) 3,6 x 10, (7) 5,1 x 10>, (8) 8,1 x 10>, (9) 1,1 x 10* mol L™) e na
FIGURA 4.9b a curva analitica. A equacdo da reta obtida foi: | (A) = — 4,6 %
10" + 0,24 [CAT] (umol L™), com um coeficiente de correlacdo = 0,998 e LD
de 2,0 x 10° mol L™,
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FIGURA 4. 9 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o sensor Dnano-
PAH/GCE em diferentes concentracdes ((1) branco, (2) 3,9 x 107, (3) 6,9 x
10°° (4) 7,8 x 10°°, (5) 2,3 x 10>, (6) 3,6 x 10, (7) 5,1 x 10>, (8) 8,1 x 10™,
(9) 1,1 x 10 *mol L™ ) em tampdo fosfato 0,10 mol L™ (pH = 6,5) utilizando o
Dnano-PAH/GCE. Sendo f = 130 Hz, a = 90 mV e AEs = 4 mV; (b) Curva
analitica do CAT (n = 3).

4.3.3.3. Determinacdo de CAT utilizando a técnica de DPV

A DPV também foi utilizada para desenvolver um método para a
determinacédo de CAT, e, a fim de escolher as melhores condicbes experimentais
estudaram-se os parametros v, a e t, bem como seus efeitos sobre o potencial e
corrente de pico do CAT. Esses estudos foram conduzidos na presenca de
catecol 5,0 x 10 mol L™ em tampéo fosfato 0,10 mol L™ (pH 6,5) e os
parametros investigados e os valores selecionados estdo reportados na TABELA
4.3.
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TABELA 4. 3 - Parametros de DPV investigados e os valores selecionados para
a determinacdo de CAT utilizando Dnano-PAH/GCE

Parametro Faixa estudada Selecionado
a (mV) 10 a 100 100
t (ms) 2a20 10
v(mVs?) 2a20 10

Em seguida, foi construida a curva analitica para a determinacao de
CAT, utilizando-se os parametros otimizados. Na FIGURA 4.10a estdo
ilustrados os voltamogramas de pulso diferencial obtidos variando-se a
concentragdo de CAT de 1 a 11 ((1) branco, (2) 2,0 x 107, (3) 4,5 x 10°®, (4) 6,9
x 107°, (5) 1,2 x 10>, (6) 2,3 x 107, (7) 3,6 x 10™, (8) 5,1 x 10™, (9) 6,7 x 10,
(10) 9,2 x 107, (11) 1,1 x 10*mol L™) e na FIGURA 4.10b a curva analitica.
A equagcdo da reta obtida foi: 1 (A) =— 1,5 x 10® + 0,10 [CAT] (umol L ™), com

um coeficiente de correlagdo (r) = 0,992 e um LD de 1,7 x 10 ® mol L™,

12 (a) 124 (b)
10- 10+
§L8- 8
:6' i 6
4] 1T1 - 4]
2_
2_
0{ —= L 0
00 03 06 0,9 0 20 40 60 80 11(')0 120
(E vs. Ag/AgCl) / V [CAT]/ umol L

FIGURA 4. 10 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para CAT em
diferentes concentragdes ((1) branco, (2) 2,0 x 107°, (3) 4,5 x 10°°, (4) 6,9 x
10° (5)1,2 x 10, (6) 2,3 x 10>, (7) 3,6 x 10>, (8) 5,1 x 10, (9) 6,7 x 10,
(10) 9,2 x 107, (11) 1,1 x 10 mol L™") em tampéo fosfato 0,10 mol L™ (pH =
6,5). Sendo a = 100 mV; t =10 ms e v = 10 mV s *; (b) Curva analitica obtida
para 0 CAT (n = 3).
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4.3.3.4. Comparacéo entre as técnicas SWV e DPV

Comparando-se o0s resultados obtidos empregando-se as técnicas
SWV e DPV para a determinacdo de CAT, pode-se concluir que ambas as
técnicas apresentaram resultados semelhantes (ver TABELA 4.4), podendo
assim, indiscriminadamente, as duas técnicas serem utilizadas para a
quantificacdo deste analito em amostras de aguas naturais e de distribuicdo.
Entretanto, para as etapas seguintes foi selecionada a DPV, uma vez que

apresentou menor LD e maior faixa linear comparada a SWV.

TABELA 4. 4 - Comparacéo entre a DPV e SWV para determinacdo de DA

Parametros SWv DPV
LD (mol L™ 2,0x10° 1,7x10°
Faixa linear (umol L™) 3,9a110 2,0a110
Sensibilidade (LA mol™ L) 2,4 %107 1,0x 107"

4.3.3.5. Estudo da repetibilidade e de interferentes em potencial

A proxima etapa, foi o estudo de repetibilidade intra- e entre-dias
para a determinacdo do composto. Assim, para o estudo de repetibilidade intra-
dia foi utilizada uma solucdo de concentracdo 5,0 x 10° mol L™ de CAT e
realizou-se medidas sucessivas no mesmo dia (n = 8) desta solugdo, sendo 0s
valores encontrados de RSD igual a 3,8 %. Ja a repetibilidade entre-dias foi
determinada por medidas da mesma concentacdo do analito em dias distintos (n
= 3) sendo o RSD encontrado igual a 4,6 %. Os resultados obtidos foram
satisfatorios, visto que os RSD foram menores que 5,0 %, evidenciando assim a
repetibilidade do método proposto.

Tambem foi avaliado a seletividade do método proposto por meio
da adicdo de possiveis interferentes presentes em amostras de aguas naturais
tais como carbonatos, cloretos e sulfatos em uma solucdo de tampao fosfato 0,10
mol L™ (pH = 6,5) contendo CAT (5,0 x 10° mol L ™) conforme descrito
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anteriormente na secdo experimental 4.2.5. Os resultados obtidos foram
comparados com aqueles obtidos usando-se apenas a solucdo padrédo do CAT, e
as respostas analiticas das solugdes contendo os possiveis interferentes tiveram
uma variacdo menor a 5%, o que evidenciou a seletividade do método em
determinar CAT utilizando o sensor Dnano-PAH/GCE.

4.3.3.6. Determinacdo de CAT em aguas naturais

O sensor Dnano-PAH/GCE foi utilizado para a determinacdo de
CAT em agua naturais, sendo duas amostras de agua da represa (A e B) e uma
amostra de agua da torneira (C), ambas coletadas como descrito na segéo
experimental, secdo 4.2.4. Assim, para essa analise foi utilizado o método de
adicdo e recuperacdo; Adicionou-se aliquotas das amostras de aguas naturais
fortificadas (adicionadas) com CAT (5,0 x 10> mol L™) & solucdo do eletrdlito
suporte (tampéo fosfato 0,10 mol L™, pH = 6,5), vide TABELA 4.5.

Observou-se que as recuperacdes variaram entre 90 % e 109 % o
que indicam que ndo houve interferéncia significativa da matriz das amostras de
agua naturais na determinacdo de CAT, evidenciando mais uma vez a

seletividade do método eletroanalitico desenvolvido.
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TABELA 4. 5 - Resultados obtidos usando o método proposto na determinacao

de CAT em aguas naturais da represa e da torneira

CAT
Amostra Adic. Encont.? Rec.
(umol L) (umol L™) (%)
A 5,0 48+0,3 96
B 20 18,4 +0,2 109
C 5,0 45+0,2 90

®n = 3; Adic. = Adicionado; Encont. = Encontrado; Rec. = Recuperado.

4.3.4. Comparacao dos parametros obtidos neste trabalho com o
de outros trabalhos descritos na literatura

Para avaliar o desempenho e os resultados obtidos com o sensor
proposto este foi comparado com outros eletrodos recentemente reportados na
literatura para a determinacdo do CAT (ver TABELA 4.6). O dispositivo
desenvolvido apresentou vantagens tais como a simplicidade de preparacéo,
resposta rapida (9 s para realizar a medida) e, além disso, apresentou LD e faixa
linear préximo aqueles apresentados por outras arquiteturas de sensores

descritos na literatura utilizando outros materiais.
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TABELA 4. 6 - Comparacdo dos parametros analiticos obtidos neste trabalho
com alguns reportados na literatura utilizando outros sensores para a

determinagdo de CAT

Sensor Técnica Faixa linear LD

analitica (umol L™) (umol L™
Co,Fe;..0s-p-CD/GCE* DPV 1a200 0,12
GP/MWCNTSs/AUNCs/GCE™ ECL 1a80 0,30
3-APBA-PTCA-CNTs/GCE® DPV 0,50 a 30 0,10
Este trabalho DPV 2a110 1,5

CoyFes.404-B-CD: B-ciclodextrina ferrite de cobalto

GP/MWCNTs/AuNCs:  grafeno/nanotubos de carbono de  paredes
multiplas/nanocluster de ouro

ECL: quimiluminescéncia eletrogerada (do inglés Electrogenerated
chemiluminescence)

3-APBA-PTCA-CNTs: acido 3-aminofenilboronico- acido 3,4,9,10-perileno

tetracarboxilico -nanotubos de carbono
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4.4, CONCLUSOES PARCIAIS

Uma nova arquitetura de sensor foi desenvolvido pela modificacdo
da superficie de um GCE com o Dnano em um filme de PAH. Foi observado a
estabilidade da dispersédo e o eletrodo fabricado foi aplicado com sucesso na
determinacdo de CAT em amostras de &guas naturais e de distribuicdo. Além
disso, com o método desenvolvido obteve-se vantagens como simplicidade de
preparacdo, resposta rapida (9 s para cada medida) e seletividade, além de
apresentar LD e faixa linear similar a outras arquiteturas de sensores reportados

na literatura.
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5. CONCLUOES GERAIS E TRABALHOS FUTUROS
5.1. CONCLUSOES GERAIS

Duas novas arquiteturas de sensores foram desenvolvidas
modificando-se a superficie do GCE utilizando nanomateriais de carbono como
RGO, CB e Dnano. Foi observado a estabilidade de ambas as dispersoes
modificadoras (RGO-CB-CTS e Dnano-PAH), e com os eletrodos modificados
foi confirmada a répida transferéncia de elétrons na interface eletrodo/solucéo
comparado ao GCE.

O sensor RGO-CB-CTS/GCE foi utilizado juntamente com a SWV
para a determinacdo simultdénea de DA e PAR quantificacdo em amostra
biologica.

O sensor Dnano-PAH/GCE juntamente com a DPV foi utilizado

para a determinacdo de CAT em amostras de agua de torneira e de lago.

5.2. Trabalhos futuros

Propor novas arquitetura de sensores com o Dnano utilizando
outros polimeros e/ou polieletrolitos, uma vez que a aplicacdo destes torna-se
uma alternativa para a fomacéo de dispersdes estaveis (através das interacdes
eletrostaticas entre os grupos funcionais do Dnano com esses polimeros e/ou
polieletrélitos), as quais podem ser utilizadas para modificar a superficie dos
mais diferentes eletrodos (eg. GCE, eletrodo de grafite pirolitico e eletrodo de

ouro).
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