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RESUMO

Esta dissertagcdo apresenta o desenvolvimento de plataformas a base de
nanotubos de carbono de paredes mdultiplas (MWCNT) e derivados de fendis:
capsaicina (CAP) e &cido xanturénico (AX), para a determinagdo de &cido
ascorbico (AA), &cido xanturénico (AX), &cido urico (AU) e dopamina (DA), com
avaliagdo de parametros analiticos e cinéticos. As técnicas empregadas para a
realizacdo desse trabalho foram voltametria ciclica e cronoamperometria. O
trabalho encontra-se dividido em duas etapas. Na primeira, relata-se o
desenvolvimento de uma plataforma nanoestruturada baseada em MWCNT e
produto eletrogerado por oxidacdo de capsaicina (CAP), para determinacdo de
acido ascorbico (AA), acido xanturénico (AX) e acido arico (AU). Por meio de
estudos cronoamperométricos, foi possivel obter constantes cinéticas, em
relacdo ao AA; sendo o coeficiente de difusdo (D) de 1,23 x 10%cm? s'e a
constante catalitica em relagdo ao eletrodo modificado (kcat) de 1,45 x 10* M
s1; em relacdo ao AX, os valores obtidos foram obtidos (D) 5,67 x 10°cm? st e
(kcat) 5,94 x 10* Mt s, enquanto, para o acido Urico, (D) de 3,0 x 10°cm?s'e
(kcat) de 2,10 x103 M s1. As figuras de mérito analiticas, em relacdo a AA, AX
e AU foram obtidas: faixa linear de 5-75 pmol L e limite de deteccédo de 1,95
umol L, faixa linear de 10-95 umol L e limite de deteccéo de 8,76 umol Lt e
faixa linear de 5-70 pmol L?! e limite de deteccdo de 1,56 umol L7,
respectivamente. Na segunda etapa, descreve-se o desenvolvimento de uma
plataforma nanoestruturada baseada em nanotubos de carbono e produto
eletrogerado por oxidacdo de AX para determinacdo de DA. As constantes
cinéticas obtidas foram: Dpa de 9,57 x 10°cm? s e kcat de 1,14x10° M1st. O
sensor amperométrico apresentou uma faixa linear de 5-75 umol L e limite de
deteccdo de 2,42 umol L. A plataforma com o produto derivado da capsaicina
€ pela primeira vez descrita na literatura e ambas as plataformas permitiram a
deteccdo dos analitos em niveis micromolares.

Palavras-chave: capsaicina, &cido xanturénico, eletroanalitica, eletrodos

quimicamente modificados, acido ascorbico, acido Urico, dopamina.



ABSTRACT

This work presents the development of a platform based on multiple-walled
carbon nanotubes (MWCNT) and phenols, for the detection and determination of
ascorbic acid (AA), xanthurenic acid (AX), uric acid (AU) and dopamine (DA), with
evaluation of analytical and kinetic parameters. The techniques used to perform
this work were cyclic voltammetry and chronoamperometry. The work is divided
in two parts. In the first one, we report the development of a nanostructured
platform based on MWCNT and electrochemical oxidation based product from
capsaicin (CAP), for determination of ascorbic acid (AA), xanthurenic acid (AX)
and uric acid (AU). In the chronoamperometric studies, it was possible to obtain
kinetic constants, in relation to AA: diffusion coefficient (D) of 1.23 X 106 cm? s*
and catalytic constant for the modified electrode (kcat) of 1.45 x 10* Mt s1; in
relation to AX, the values obtained were (D) 5.67 x 10°° cm? st and (kcat) 5.94 x
10* M1 st and for uric acid, were (D) 3.0 x 10°cm? st e (kcat) de 2.10 x10% M
s'1. The analytical parameters, in relation to AA, AX and AU were obtained: linear
range of 5-75 umol L and detection limit of 1.95 umol L1, linear range of 10-95
umol Lt and detection limit of 8.76 umol L, and linear range of 5-70 umol L*
and detection limit of 1.56 umol L respectively. In the second stage, we describe
the development of a nanostructured platform based on MWCNT and oxidized
AX for DA determination. The kinetic constants obtained for dopamine were: Dpa
de 9.57 x 10°cm? st and kcat de 1.14x10° M'st. The amperometric sensor
presented a linear range of 5-75 umol L* and detection limit of 2.42 umol L. The
oxidized capsaicin-based platform was reported for the first time and both were
able to detect the analytes at the micromolar level.

Keywords: capsaicin, xanthurenic acid, electroanalysis, chemically modified
electrodes, ascorbic acid, uric acid and dopamine.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os sensores eletroquimicos tém uma vasta aplicagdo para determinacéo
analitica de biomoléculas e seus metabdlitos, tanto in vitro como in vivo (LABIB
et al, 2016). Desta forma, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos é de
suma importancia para analises, devido a varias caracteristicas, como alta
sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade, robustez, facil operacdo e
interpretacdo, tempo répido de resposta, possibilidade de miniaturizacéo,
portabilidade e estabilidade, permitindo analises in situ, em situa¢des point of
care (dispositivos locais), em células e em diferentes e complexos meios
biolégicos e ambientais (CIUCU, 2014; LABIB, 2016).

Nos sensores eletroquimicos, o mecanismo fundamental é a transferéncia
de elétrons (TE), sob influéncia de um gradiente de potencial. A TE pode ocorrer
em fase homogénea (em solucdo) ou fase heterogénea, ou seja, na superficie
do eletrodo, ou em outras interfaces (SILVA, 2018)

A Figura 1 ilustra os processos de TE. A TE ocorre em solugcdo ou na
superficie de um eletrodo. Existem conversdes diretas, onde a TE ocorre
diretamente entre o eletrodo e a substancia eletroativa (Figura 1A). Ja, as
conversdes eletroquimicas indiretas sdo formas hibridas das conversées diretas
e do processo redox homogéneo em solugcdo. A reacdo direta pode ser
substituida por uma reacdo redox, que ocorre entre uma espécie ativada
eletroquimicamente (mediador) no eletrodo e o substrato, em solucéo
(FRANCKE et al., 2014) (Figura 1B). As condi¢bes s&o escolhidas de modo que
o mediador sofra oxidacdo ou redugcdo no eletrodo, com subsequente TE
homogénea com o analito de interesse, como é mostrado na Figura 1B. Ha
possibilidade de catédlise redox, mesmo quando o mediador ndo € regenerado

diretamente, mas pode sofrer alteracdes estruturais (Figura 1C).
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Figura 1- Comparacgdo entre os processos de oxirreducdo: A) Transferéncia de
elétrons direta, na superficie do eletrodo, heterogénea; B) Transferéncia de
elétrons mediada. (Red) e (Oxi) representam o analito em seus estados reduzido
e oxidado, respectivamente. Mg € Mo representam o mediador nos estados
reduzido e oxidado, ambos confinados na superficie do eletrodo. C) Diferentes
mecanismos para transferéncia mediada de elétrons.

(A) Fase Heterogénea (B) Fase Heterogénea e Homogénea

Eletrodo
Reacdes
seguintes
@ @ @ [Intermediario Reativo] =———p
0 0 | 0 T

© Mecanismo de rea¢io redox

Transferéncia de

Esfera externa: elétrons
I —— + 3>
@ ' —

Formacao de

Esfera interna: Complexo
09 —0 90—

Fonte: SILVA et al., 2018.

Na Figura 1C, podem ser observados dois tipos de transferéncia de
elétrons: no primeiro caso, ocorre a transferéncia em esfera externa entre o
material de partida (Red ou Oxi) e o mediador (Mr ou Mo), sem ligacao quimica
entre eles. No segundo caso, em esfera interna, ocorre a formacao de ligacéo
entre a forma ativa do mediador (no caso MO) e o substrato (Red), com a
consequente TE, gerando Mr e OXxi.

Entre os mediadores redox, os fendis ocupam posicdo de destaque,
conforme descrito na revisao da literatura recentemente publicada pelo grupo de
Eletroquimica e Estresse Oxidativo (LEEO) da UFAL (SILVA et al., 2018).

A eletropolimerizagdo in situ de fenodis e derivados, na superficie do
eletrodo apresenta diversas vantagens, tais como, a producdo de compoésitos
uniformes reprodutiveis, que permitem uma relagéo sinal-ruido mais elevada e
alta sensibilidade. Varios exemplos séo relatados na literatura, tais como: acido
poli-xanturénico (SILVA et al., 2010, 2012), em nanotubos de carbono, poli-
caféico, em eletrodo de carbono vitreo (MOGHADDAM et al., 2007; REN; LUO;
LI, 2006b), acido ferdlico (SILVA et al., 2017), naringenina (MULAZIMOGLU,
2012), entre outros, que levaram ao desenvolvimento de sensores

eletroquimicos aplicaveis em eletroanalise (SILVA, 2017).
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Diante das vantagens apresentadas por sensores a base de nanotubos
de carbono e mediadores fendlicos como reprodutibilidade, baixo limite de
deteccdo e quantificacdo, alta sensibilidade e seletividade, este trabalho
descreve a preparacéo e aplicacdo de plataformas para fins analiticos, baseadas
em nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTS) e possiveis
polimeros eletrogerados a partir da oxidagédo da capsaicina (CAP) e do &cido
xanturénico (AX), para a determinacdo de compostos relevantes do ponto de
vista biolégico. Os MWCNTSs foram selecionados devido a sua versatilidade, alta
area de superficie eletroativa, baixa resisténcia a transferéncia de carga,
possibilidade de funcionalizacéo e capacidade de evitar o bloqueio da superficie
do eletrodo, possivel polimero gerado.

Entre os analitos, foram escolhidos: dopamina (DA), acido xanturénico
(AX), acido ascorbico (AA) e acido urico (AU).

A dopamina é da classe das catecolaminas, atua como neurotransmissor,
€ carregada positivamente em pH 7,0 e estd amplamente presente no sistema
nervoso central. Possui valores de pKa1=9,44 e pKa2=12,80. Ela desempenha um
papel importante nos processos que envolvem aprendizagem. Os baixos niveis
de DA tém sido relacionados a varias doengas neurologicas, incluindo
depressao, doenca de Parkinson e esquizofrenia (LABIB; SARGENT; KELLEY,
2016; PEASTON; WEINKOVE, 2004; ROBINSON et al., 2003, FERAPONTOVA,
2017).

O segundo analito, o &cido xanturénico (AX), tem sido amplamente
estudado por estar presente no sangue do mosquito vetor da febre amarela
(Aedes aegypti) e em mosquitos anofelinos transmissores da malaria. Estudos
demonstram que o AX tem uma grande relevancia na maturacdo do gametécito
e do plasmédio (BILLKER et al, 2004). Além disso, tem se mostrado um
composto bioativo relevante. Possui trés constantes de dissociacdo: pKai1=2,5,
pKa2=7,5 e pKa3=11,5.

O terceiro analito, acido ascorbico (AA), atua sob condicdes fisiologicas,
como doador de elétrons, o que permite reagcdo com radicais biologicamente
relevantes e outros oxidantes, tais como, o anion superoxido, oxigénio singleto,
etc. Além disso, pode regenerar a vitamina E (a-tocoferol). A vitamina C também
atua como um cofator para enzimas envolvidas na biossintese de colageno e

carnitina, além de participar na conversao do neurotransmissor dopamina para
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norepinefrina e no metabolismo da tirosina (COSTA, 2016). Possui valores de
pKa1=4,09 e pKa2=11,8.

O quarto analito, é o acido (rico, que esta entre as substancias
naturalmente produzidas pelo organismo. Ele surge como resultado da quebra
de nucleotideos de purina por acdo da enzima xantina oxidase. Possui valores
de pKa1 = 5,4 e pKaz = 10,3, dai, em meio fisiologico, existe na forma de urato
monoidnico. O nivel acima de 450 uM de AU, pode gerar a hiperuricemia, que
acarreta uma variedade de problemas de saude, sendo um dos principais deles,
a gota. Os niveis elevados de acido urico levam a formacéo de pequenos cristais
de urato de sodio, com formato semelhante a agulhas, que se depositam
principalmente nas articulagcdes (POLETTO, J. et al. 2011).

Esta dissertacéo visa preparar, caracterizar e aplicar sensores baseados
em nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) e possiveis polimeros
eletrogerados da oxidacdo da (CAP) e (AX), para a determinacéo de compostos
biologicamente relevantes, como dopamina, acido ascoérbico, &cido Urico e acido
xanturénico, via oxidacdo. Uma das razfes para estudar estas plataformas é a
versatilidade destes compostos capazes de gerar um possivel polimero da
oxidacdo de um fenol, que apresentam, entre outros, grupos hidroxilas, capazes
de serem ativados in situ para sistemas redox quinondides reversiveis (QRS),
sendo o radical fenoxila, o intermediario chave no caminho da reacdo de

polimerizacao.


https://drauziovarella.uol.com.br/corpo-humano/xantina-oxidase/
https://en.wikipedia.org/wiki/PKa
https://www.infoescola.com/doencas/gota/
https://www.infoescola.com/anatomia-humana/articulacoes/
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Sensores eletroquimicos

Os sensores eletroquimicos vém adquirindo uma grande relevancia na
qguimica analitica, principalmente devido aos novos desafios impostos para
analises de amostras complexas, sejam de origem biolégica, mineral ou
ambiental, o que tem levado a uma crescente busca por sensores com melhores
caracteristicas, tais como, precisao, rapidez na resposta e alta estabilidade
(PITANGA, 2009)

A Figura 2 representa sensores eletroquimicos constituidos por um
transdutor de sinal e baseiam-se em processos de transferéncia de carga
(faradaicos) (LOWINSOWN, 2016; CIUCU, 2014). A Figura 2 € composta do
transdutor (A), que é o eletrodo quimicamente modificado, com nanotubos de
carbono e um mediador redox (MED). O sinal representa uma probe
eletroquimica (B), normalmente ferricianeto de potassio, utilizada para analisar
cada fase da preparacao do eletrodo modificado e o cronoamperograma (C),
sinal analitico utilizado para obtencao das figuras de mérito.

Figura 2- Modelo esquematico dos principais componentes de um sensor
eletroquimico, A) transdutor, B) representagdo de uma probe eletroquimica e C)
sinal utilizado para obtencéo das figuras de mérito.
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o B
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\\ J sinal
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Y/ = |
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13
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Fonte: Autor, 2019.
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As andlises qualitativas, utiliza-se a voltametria ciclica (VC), que € uma
técnica de varredura reversa de potencial, em que se submete o eletrodo a uma
aplicacao de uma rampa de potencial que varia continuamente com o tempo, em
uma velocidade conhecida. Ao atingir o potencial final, reverte-se a varredura ao
valor inicial ou outro escolhido, em uma mesma velocidade (BRETT et al., 1996;
BARD et al.,, 2001). Com esta perturbacdo, obtém-se como resposta, perfis
voltamétricos caracteristicos de processos redox reversiveis, quase reversiveis
ou irreversiveis (BRETT et al., 1996), sendo uma das técnicas amplamente
empregadas para a obtencéo de informacdes rapidas acerca de certos analitos
(BRETT et al.,, 1996). A VC pode auxiliar na elucidagdo de mecanismos
eletrddicos, na obtencdo de parametros cinéticos, como a velocidade de
transferéncia de carga para formacéao do anion radical nitro e seu tempo de meia-
vida (SQUELLA et al., 1996; NUNEZ- VERGARA et al., 2001), na anélise da
reatividade das espécies eletrogeradas (BRETT et al.,, 1996), bem como na
identificacdo de espécies presentes em solucdo, em conjunto com outros
meétodos (PAULA et al., 2009).

Por sua vez a cronoamperometria € uma técnica quantitativa, que consiste
na medida da magnitude do sinal elétrico (corrente em fun¢éo do tempo). Como
o préprio nome sugere, determina a corrente que flui através do eletrodo de
trabalho em funcéo do tempo, em um potencial constante. Esse fluxo de corrente
€ correlacionado com o gradiente de concentracdo das espécies oxidadas ou
reduzidas na superficie do eletrodo de trabalho e é regida pela equacédo de
Cottrell (FERREIRA, 2008).

Para uma melhor compreensédo do tépico, faz-se breve revisdo sobre
eletrodos modificados. Visto a sua sinergia na superficie do eletrodo na utilizacédo
de mediadores.

2.2 Eletrodos modificados

Os eletrodos quimicamente modificados possuem vantagens distintas, em
relacdo aos eletrodos convencionais, devido ao aumento de seletividade,
sensibilidade, estabilidade quimica e eletroquimica, bem como uma maior janela
de potencial e resisténcia a adsorcéo de interferentes, juntamente com estudos

fundamentais ja realizados para a compreensdo dos processos interfaciais.



20

Contudo o desempenho do sensor dependera de alguns fatores, como a
eficiéncia de imobilizar o reagente, considerando as caracteristicas mecéanicas e
quimicas como aderéncia ao suporte, facil manipulacdo, tempo de preparo e a
estabilidade ao ambiente. Além disso, os eletrodos quimicamente modificados
podem apresentar sinais de corrente mais elevadas do que na auséncia do
modificador (VENDRAMET, 2014).

Os primeiros trabalhos envolvendo a preparacédo de eletrodos com a
superficie modificada surgiram na década de 70, usando olefinas em eletrodos
de platina (EDWARDS et al., 2007; LANE et al., 1973). Ap0s 0s primeiros
registros, o interesse é cada vez maior pelo desenvolvimento de novas

plataformas.

2.3 Nanotubos de carbono

Eletrodos a base de carbono tém sido utilizados devido a sua rapida
cinética na transferéncia de elétrons e biocompatibilidade. Dessa forma os
nanotubos de carbono (NTC) foram incorporados em sensores eletroquimicos
(SILVA, 2012). A literatura apresenta uma série de trabalhos com a utilizacao de

plataformas modificadas com NTC para fins eletroanaliticos.

Estes nanomateriais sdo compostos por folhas de grafeno enrolados na
forma de um cilindro fechado, com estruturas hexagonais ligadas entre si com
hibridizacéo sp? e dimens6es nanométricas formando uma cavidade interna oca.
Os NTC sao estruturas quimicas altamente rigidas e resistentes a tensdes
mecanicas. Nesse sentido, possuem uma boa estabilidade quimica e mecéanica,
bem como propriedades eletrocataliticas elevadas e interessantes para o
emprego nos eletrodos (ZARBIN, OLIVEIRA, 2013; WONG, 2010). Além disso,
desempenham simultaneamente as func¢des de condutores, tanto de calor como
de eletricidade; dependendo da dire¢éo de seu enrolamento podem ser divididos
em dois grandes grupos; os de paredes simples, compostos pelo enrolamento
de uma unica folha de grafeno (SWCNT, single walled carbon nanotubes) e os
de paredes mdultiplas (MWCNT, multi walled carbon nanotubes) (Figura 3)
(BELIN et al., 2005).
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Figura 3 - Modelo esquemético de nanotubos de carbono de paredes simples (A),
nanotubos de carbono de paredes multiplas (B).

Fonte: Adaptado de LOPES, 2014.

Atualmente, os NTC sé&o utilizados como dispositivos emissores de
elétrons, em armazenagem de energia (capacitores), em sensores
eletroquimicos (MOKHTAR et al, 2012). A utilizacdo de NTC, em sensores
eletroquimicos permite obter maior area superficial, amplificando o sinal analitico
e algumas vezes até originando eletrocatalise (diminuicdo da energia de ativacado
na transferéncias de eletrons) (MORAES, 2010; HU, HU, 2009).

Em geral, os NTCs sao constituidos basicamente de carbono puro, mas
este contém algumas impurezas, tais como nanoparticulas metélicas
provenientes dos catalisadores, carbono amorfo, nanoparticulas grafiticas,
fulerenos e outras formas de materiais carbonosos ndo tubulares. Além da
grande quantidade de impureza encontrada nos NTCs, estas nanoestruturas
apresentam problemas adicionais em sua manipulacdo quimica, devido a sua
baixa dispersabilidade em agua, matrizes poliméricas e solventes organicos.
Raramente, os NTC s&o encontrados na forma de tubos isolados em condi¢cbes
experimentais, pois eles tendem a se agregar em largos feixes ou cordas devido
as fortes interacdes de van der Waals, decorrentes de sua alta energia superficial
(BACHILO et al., 2002).

Para eliminar essas impurezas € necessario um trabalho muito cuidadoso.
Na literatura, ha diversas abordagens para o tratamento dos NTCs. Os
tratamentos mais relatados utilizam &acido nitrico (HNO3) ou uma mistura de
HNOs e acido sulfarico (H2SO4) (CASTRO et al., 2017).
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O tratamento acido causa modificacdo na morfologia dos NTCs. Esse
processo facilita a abertura da extremidade dos nanotubos e gera produtos
oxidados em suas paredes, tais como acidos carboxilicos, epoxidos e outros
(WANG et al, 2009; CHEN et al, 2012), A abertura das extremidades facilita a
passagem de corrente elétrica e a funcionalizacdo gera sitios energeticamente
favoraveis a deposicdo de particulas ou moléculas organicas (ANDERSON,
2010). O método de tratamento &cido usando ultrassom, aquecimento moderado
e agitacdo mecanica pode ser aplicado com sucesso para uma efetiva
funcionalizacdo de MWCNTs com alto rendimento (CASTRO et al., 2017).

Figura 4 - Nanotubos de carbono funcionalizados, apés tratamento acido.
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Fonte: adaptado, MATOS, C. 2011.

As nanoestruturas oferecem uma relacdo area/volume elevada e prépria

para imobilizar marcadores e elementos de reconhecimento bioldgico,
amplificando o sinal analitico e melhorando a sensibilidade (D’ORAZIO, 2011;
KOCHIUS et al., 2012; SILVA, 2017).

O uso de eletrodos quimicamente modificados (EQMs) é uma area em
permanente expansao, e novas metodologias sdo propostas para melhorar a
eficiéncia destes eletrodos. No entanto, apesar das grandes vantagens
apresentadas acima, os nanotubos ndo suprem todas as necessidades em uma

area tdo crescente e promissora como a eletroanalitica, que a cada dia, tem
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maiores desafios analitico-ambientais e analitico-bioldgicos, que requerem altas
precisdo e exatiddo, tendo de lidar com o crescente numero de analitos de

interesse.

2.4 Mediadores redox derivados de fenois

Os compostos fendlicos sdo uma classe de compostos quimicos
constituidos por um grupo funcional hidroxila (-OH) ligado a um anel aromatico.
S&0 compostos organicos muito versateis e importantes na indastria quimica,
além de apresentar relevantes propriedades farmacolégicas, tais como: anti-
inflamatdria, antibacteriana, anticonvulsivante, antitumoral e antioxidante
(RAPPOPORT, 2003; SILVA, 2017).

Na eletrooxidacdo do fenol e seus derivados, sdo gerados radicais
fenoxila, que podem ser oxidados e acoplados, formando compostos
oligoméricos ou poliméricos com diferentes funcbes orgéanicas, especialmente
éteres e quinonas (EZERSKIS; JUSYS, 2001).

Durante o processo de eletrooxidacdo de compostos fendlicos, varios
trabalhos relatam a diminuicdo na corrente devido a formacdo de um filme
polimérico na superficie do eletrodo. Este filme pode promover a passivacao do
eletrodo, principalmente interferindo na transferéncia de elétrons que ocorre na
interface eletrodo/solucdo, com a diminuicdo de sitios ativos e aumento de
sobrepotencial para conduzir o processo redox (FERREIRA et al., 2006). A
passivacdo podera ser evitada com a introducdo de nanotubos de carbono, na
superficie do eletrodo.

A utilizacdo de fendis na construcdo de plataformas moleculares dos
sensores eletroquimicos tem sido relatada para a determinacédo de diversos
analitos, As raz0es para se investigar os fenois referem-se a versatilidade dos
compostos, muitas vezes, polifuncionais, com atencdo especial ao grupo
hidroxila: (i) que facilita o processo de transferéncia de elétrons; (i) pode ser
ativado eletroquimicamente in situ, por meio da oxidacao irreversivel da hidroxila
fendlica. A quinona resultante pode ser reduzida reversivelmente a
correspondente hidroquinona, formando, portanto, um par redox na superficie
eletrddica, por meio de um processo redox de 2e/2H*. Esse par redox é um bom

candidato a mediador, por ser reversivel, e transferir/receber um/dois elétrons. A
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liberacdo de protons no processo de oxidacdo € um fator tambéem a ser
considerado (SILVA, 2017).

Para a preparagdo do mediador redox, € necessario investigar varios
parametros, tais como, o efeito do pH, natureza e concentracdo dos tampdes,
influéncia do oxigénio, faixa de potencial a ser trabalhada, nimero de ciclos em
voltametria ciclica, medida da cobertura da superficie, concentracdo do
mediador redox, tipo de modificador e seu pré-tratamento, técnica de
imobilizacdo e caracterizacdo da superficie modificada por diferentes técnicas.

Para a reacao entre o mediador redox e o analito € necessario conhecer:

1) O numero de elétrons transferidos;

2) Parametros termodinamicos;

3) Cinética de transferéncia de carga e constantes cinéticas aparentes;

4) Parametros analiticos juntamente com analises de interferéncia e
aplicacdo em amostras reais;

5) Definicdo dos mecanismos eletroquimicos de mediagéo.

Segundo (CASSIDY, VOS e DOHERTY, 1998), os eletrodos revestidos
com polimeros levam a uma cobertura de superficie mais elevada e
consequentemente aumentam a quantidade de material eletroativo ligado a
superficie.

Segundo Abreu e colaboradores (2002), a oxidacao de fendis pode formar
polimeros néo eletroativos aderentes a superficie eletrédica, com consequente
passivacao, entretanto SILVA et al., (2010) demonstraram que a oxidacéo de
fendis pode formar dimeros/polimeros fortemente adsorvidos na superficie, mas
na presenca de nanotubos de carbono, ndo ocorre o bloqueio da superficie.

Um aumento na concentracdo do composto fendlico propicia a formacéo
de uma grande quantidade de radicais fenoxila, os quais estdo envolvidos no
processo de eletropolimerizagcdo como observado na Figura 5.
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Figura 5- Rotas para polimerizacdo de fendis
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Fonte: Adaptado de EZERSKIS e JUSYS, 2001.

De acordo com a literatura, varios compostos fendlicos podem ser usados
como mediadores redox em diferentes plataformas, agentes modificadores e
métodos de imobilizacdo, o que possibilita a construcdo de novas plataformas
para varios analitos de relevancia biologica. Os principais obstaculos em
comparar 0s sensores baseados em compostos fendlicos consistem nas
diferentes condi¢des de andlises, tais como: pH, natureza do tampé&o, eletrodos,
modificadores, técnicas eletroquimicas, analitos, entre outros. Entretanto, uma
grande limitacdo apresentada esta relacionada a auséncia de informacdes
estruturais acerca dos produtos eletrogerados da oxidacdo dos compostos
fendlicos apresentados. Isso se deve, principalmente, a dificuldade em realizar
ensaios espectroscopicos com as plataformas modificadas nas quais estes
produtos estéo incorporados.

A Tabela 1 apresenta uma variedade de trabalhos publicados com
compostos fendlicos como mediadores redox, sendo que, nesta dissertagéo, dar-

se-a énfase aos trabalhos ja publicados pelo nosso grupo.
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SILVA e colaboradores (2010) desenvolveram um sensor inovador e
altamente sensivel, baseado em um material eletroativo, eletrogerado in situ a
partir da oxidacdo do &cido xanturénico em um eletrodo de carbono vitreo (ECV)
modificado com MWCNT (ECV/MWCNT). A superficie do eletrodo modificado €
recoberta por filme eletroativo e o par redox eletrogerado corresponde a um
processo de transferéncia de elétrons quase-reversivel (ECV/MWCNT/poli-AX).
A sinergia entre poli-AX e MWCNT conferiu alta sensibilidade e seletividade para
a deteccdo de NADH, com um potencial aplicado de 0,1 V vs. Ag/AgCIl. A
constante cinética, kcat, para a oxidacao eletrocatalitica de NADH foi avaliada
por diferentes técnicas eletroquimicas, cronoamperometria e voltametria,
utilizando eletrodo de disco rotatério (EDR), no qual foram obtidos valores
proximos de 10° molt L s, Este sensor apresentou limite de detecgdo de 0,1
umol L, em faixa de 0,5 a 10 umol L* (SILVA et al., 2010).

Esta mesma plataforma foi utilizada para detec¢do simultanea de acidos
ascorbico e urico. Por meio da técnica de voltametria ciclica, Silva observou
catalise redox e a sinergia entre plataforma ECV/MWCNT/poli-AX na oxidacao
de AA, nao se evidenciando catalise em relacéo a AU. A diferenca entre os picos
anodicos (EpaAA vs. EpaAU), foram de aproximadamente 300 mV vs. Ag/AgCl,
em solugdes contendo AA e AU. Valores de cerca 10° L mol? s foram obtidos
para a constante cinética kcat para a oxidacdo catalitica de AA. O sensor
forneceu limites de deteccdo de 0,19 umol L' e 0,31 umol L para AA e AU,
respectivamente. Além disso, o sensor proposto apresentou 6timos valores de
recuperacdo em analises de AA e AU em amostras de urina (SILVA et al., 2012).

SILVA e colaboradores (2016) desenvolveram uma plataforma a base de
MWCNT, funcionalizando com um possivel polimero eletrogerado a partir da
oxidacgdo do acido vanilico, formando um sistema quinona/hidroquinona, o qual
foi utilizado como sensor para a determinagdo simultdnea de acido ascorbico
(AA), dopamina (DA) e acido arico (AU). O sensor amperométrico apresentou 0s
seguintes valores para a determinacdo simultanea de AA, DA e AU: para AA,
uma faixa linear de 5-120 ymol L%, limite de detecgdo de 3,5 umol L; para DA,
linear de 5-120 umol L* e limite de detecgdo de 4,5 uymol L; e para AU, faixa
linear de 5-120 ymol L* e um limite de detecgdo de 1,5 ymol L. A plataforma
proposta apresentou-se com eficiéncia para a determinacdo simultdnea de AA,
DA e AU (SILVA et al., 2016).
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SILVA (2017) propbs-se a desenvolver uma plataforma a base de
MWCNT, funcionalizando com um possivel polimero eletrogerado da oxidacao
do acido ferulico, formando um sistema quase-reversivel quinona/hidroquinona
A plataforma modificada aplicada para a determinacdo em separado de NADH,
epinefrina (EP) e dopamina (DA), apresentou-se como uma plataforma versatil.
As técnicas de voltametria ciclica e cronoamperometria foram empregadas para
investigar a oxidagéo eletrocatalitica de NADH, EP e DA no eletrodo modificado.
As curvas analiticas obtidas para NADH, EP e DA apresentaram faixas lineares
de 59 -1560, 73 -1406 e 5 -120 ymol L, respectivamente. Os limites de deteccédo
foram 17,7; 22,2 e 2,2 ymol L para NADH, EP e DA.

Diante do apresentado, existe interesse crescente por novas interfaces
gue possibilitem melhor desempenho, justificando, portanto, o emprego de novos
mediadores.

Neste trabalho foram utilizados os compostos fendlicos: capsaicina e
acido xanturénico oxidados, como mediadores redox, para analise de acido

ascorbico, acido urico, dopamina e acido xanturénico.



Tabela 1. Fendis utilizados e geracdo de mediadores redox, por oxidacao.

28

Técnica, pH, Constante de
Plataforma, .p o o Limite de .
: : . e potencial Faixa linear sensibilidade velocidade de
Mediador Analitos imobilizagao, . deteccéio Refs.
aplicado (V) (umol L) (WA L pmol) ( | L 2a. ordem
E mV) vs. Ag/AgCI/CI mol L™
redox (MV) VS. Ag/Ag vs. Ag/AgCI/Cl- H (M1 s
- ECV/HQ@p-MWCNT Amp., 7.0 SUNDARAM,
Fenol Hidrazina 100-1000
+295 mV 0.300 2012
S ECV/HQ@p-MWCNT Amp., 7.0 SUNDARAM,
o-Cresol Hidrazina 100-1000
+295 mV 0.300 2012
. . ECV/HQ@p-MWCNT Amp., 7.0 SUNDARAM,
p-Cresol Hidrazina 100-1000
+295 mV 0.300 2012
. . ECVIHQ@p-MWCNT Amp., 7.0 SUNDARAM,
m-Cresol Hidrazina 100-1000
+295 mV 0.300 2012
ECV/2,3-DHB Cv,7.0 PARIENTE,
NADH 20-800 10.0
2,3-DHB +150 mV -0.200 vs, ECS 1996
3,4-DHB: PRIETO-
o VC, 6.5 )
3,4-DHB NADH Di-hidroxibenzaldeido 6-60 1900 SIMON,
0.250 vs. ECS
-100 mV vs. ECS 2004
CAT ECV/IMWCNT/DA
2.0-13.2
AD 35 mV e 305 mV VPD, 5.0 0.62 ZARE, 2016
13.2-46.3
vs. ECS
DA ECV/IMWCNT/DA
4.9-90.9 1.5
AA 35 mV e 305 mV VPD, 5.0 ZARE, 2016
90.9-565.2
vs. ECS (80 and 350 mV)
UA Pdop@GR-MWCNT VPD, 7.0 20.0-320.0 15.0 WANG, 2016
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ECV/PDA@ERGO VC, 7.2 0.0071
Cloreto -0.100 — 0.600 vs, 9.9-215.2 0.044 KUMAR, 2017
ECS
GO/PDA/Cu NPs Amp., 7.2 0.010
H20:2 5-12000 1.4 LIU, 2017
-0.400
Hidroquino- ECV/MWCNTs/PDA/AUNPs
VPD, 6.0 0.1-10 0.035 WANG, 2016
na
DA Catecol ECVIMWCNTSs/PDA/AUNPS VPD, 6.0 0.1-10 0.047 WANG, 2016
ECV/Pt-PDA@SiIO2 VOQ 6.0 6.47 MANOKARAN,2
QU 0.05-0.383 0.016
-0.1 +0.8 vs, SCE 015
_ SPCE/PDA Amp., 7.0 90.5* 6.0 x 104 KOMYANG,
Guanina 100 - 10000 15.8
+0,400 2016
AuE/filme dopamina VC, 7.0
DA +220 mV -0,600 +0.500 vs, 1.0 - 600 0.50 LUCZAK, 2008
ESC
ZARE
- ECV/IMWCNT/DOPA VC, 5.0 15 500 e o )
L-DOPA 0.00 +0.500 ' ' '
ZARE
ECV/IMWCNT/DOPA VC, 5.0 )
AD 2.0-13.2 0.62 2016
-0.200 +0.500
MTBD NADH E@AU/MTBD Amp., 7.2 80-150 172.75* 0.50 DEY, 2010
MIBD NADH E@AuU/MIBD Amp. 7.2 80-150 172.75* 0.50 DEY, 2010
EU L ECV /poli-EU vC OKUMURA,
-Cis
-0.200 vs, ECS 2008
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- CIZZEWSKI,
DA PtE/poll-EU VPD. 7.4 0.0079 o1
1999
NPAU/PE filmes-ITO VC, 7.4, MILCZARCK,
NADH
-0.200 — +0.400 2012
EU ECV/poli-EU VC, 1.0
, OKUMURA,
HomoCis -0.200 - +0.800
2008
vs, ECS
ECV/poli-EU VC, 1.0
OKUMURA,
GSH -0.200 - +0.800
2008
vs, ECS
MVP ECV/MWCNT/pMVP Amp., 7.4 0.055 CORREA,
NADH 1.0-70 0.29
+57 mV +0.250 vs, ECS 2.62 x10* 2011
. ECV/poli-NDGA-co-DABB CV, 1.0 MILCZARCK,
Nitrito 0.3
+280 mV -0.300 - +0.900 2007
NDGA ECV/PANI-NDGA Amp., 1.8 4.0 x10°3 MILCZARCK,
lodato 1-100 0.05
+520 mV 0.000 2008
EAU/PANI-NDGA VC, 7.0
MILCZARCK,
NADH +520 mV -0.300 +0.500 vs,
2009
ECS
Amp., 7.0
AA ECV/MWCNT/poli-AV 0.100, 0.225 e 5-120 6.25 x107? 35 SILVA, 2016
0.325
VA ECV /MWCNT/poli-AV Amp., 7.0 SILVA, 2016
BA DA 0.100, 0.225 e 5-120 4.8 x102 4.5
0.325
ECV /MWCNT/poli-AV SILVA,
AU Amp., 7.0 5-120 8.0 x10° 15 2016
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0.100, 0.225 e
0.325
T ABDEL-HAMID,
GA Polifendis ECV/MWCNT/poIi-AG VWS, 2.6 4.97-33.8 3.22 2.75 x 104 2016
ECV/poli-AG
DA VPD, 7.4 5-100 3.6 SANG, 2010
+445.5 mV
GCE/SA@CL-08 A 65
mp., 6.
SA L- Cis P 100-1000 5.4 x103 0.639 SUNDAM,
+29.5 mV 0.040 2017
ECVIMWCNT@EA KUMAR, 2016
. . VC., 7.0
EA Hidrazina 500-9000 2.28 x102
+20 mV +0.150
ECV/MWCNT/poli-AF SILVA, 2017
Amp., 7.0
NADH 59.1-1560 6.73 x 108 17.73 5.56 x 108
+204 mV +0.200
ECV/IMWCNT/poli-AF SILVA, 2017
Amp., 7.0
FA EP 73-1406 3.69 x 108 22.28 6.99 x 103
+204 mV +0.200
ECV/MWCNT/poli-AF SILVA, 2017
Amp., 7.0
DA 5.0-120 3.72 x 102 2.20 1.15x 104
+204 mV +0.200
CA
ECV /ERGO-AF Amp., 6.0
DA P 0.6-1000 0.19 HAN, 2014
+0.300 96.25*
ECV /poli-CAF VC, 6.64
AA 20-1200 9.0 LI, 2007
CFA -0.500 —+0.600
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ECV /poli-CAF VC, 7,7
AA 0.20-1000 7.0 REN, 2006
+250 mV -0.600 —+0.600
ECV /poli-CAF VC, 7.7
AU 5-300 0.60 REN, 2006
+600 mV -0.600 —+0.600
ECV/poli-CFA VC, 6.64
CEA DA 1-40 0.40 LI, 2007
-0.500 —+0.600
ECV/poli-CAF VC, 7.0
EP 2-80 0.20 REN, 2006
+260 mV -0.600 — +0.600
GS Ve 70 000-50000 0.50
H ECV/NC-poli-CAF -0.100 — +0.600 1000-5 S LEE, 2014
EPC/CNT/CAF 1.20 x 102 ZANARDI,
NADH Amp., 7.0 3-60 1.6
+200 mV 2015
ECV/pO'l-CAF VC, 7.0 ZARE,
NADH .
+200 mV -0.250 — +0.500 3.0x10 2000
ECV/CLA Amp., 6.0 SALIN,
NADH 1-120 0.2
+270 mV +0.300 2.5x102 1.7 x 108 2005
ACL ECV/CLA VC. 7.0
NADH ~+240 mV -0.250 — +0.500 0.1-1mM 2.1x108 ZARE, 1999
] ) ECV/IMWCNT/CUR Amp., 8.0
Hidrazine 2-44 1.4 ZHENG, 2009
CUR +200 mV +0.140 vs, ECS 2.3x102 6.26 x 108
AP ECV/poli-CUR LSV, 8.0, 0.99-230.7 o1 DEVADAS,
+0.200 Rl 3.03x 107 ' 2014
NAR ECV/poli-NAR MULAZIMOGL,
cu*? CVipoli VPD, 5.0 1x10°6-1.0 1.0 x10°
FLA 2012
LUT Cu*2 ECV/Poli-LUT VWS, 5.0 1x105-1.0 6.0x106 OZTEKIN, 2011
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KAE i- OZTENKIN,
cu ECVIPoli-KAE VWS, 5.0 1x105-1.0 3.0x10°
2011
ECV/pristine-MWCNT@QU Amp., 7.0 BARATHIN
. . _ -1 ’
QU Hidrazina +200 MV +0.300 5-3000 157%102 1.36x10 2007
ECV/QU
AU VPD, 7.0 1-50 1.0 HE, 2007
+210 mV
. ECV/NG/NPAg/QU VPD. 7.0
CiSH +216 mV 0.9-12.4 0.28 ZARE, 2016
ECV /F VC, 5.0
10-1600 0.06
0.000 — +0.500
NADH GOLABI, 2005
ECV /F Amp., 5.0
2.4
F +0.320
ECV /F VC., 6.0
90-6200 0.05
0.000 — +0.500
AA GOLABI, 2005
ECV IF Amp., 7.0
1.8
+0.300
ECV /ICATH/PEDOT Amp., 7.0 VASANTHO,
NADH 10-100
CATH +200 mV +0.350 0.019 2006
EPC-FZr/IPH
NADH Amp., 6.0 DICU, 2003
IPH 6.2 x 10*
AX ECV /MWCNT/poli-AX Amp., 7.0
NADH 0.50-10.0 0.10 SILVA, 2016
+15 mV +0.100 2.2 7.72 x10%
ECV /MWCNT/poli-AX Amp., 7.0
AA +15 mV 25-325 0.36 0.19 2.3 x 106 SILVA, 2012

0.050 and 0.350
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AX

ECV /MWCNT/poli-XA Amp., 7.0 160.2*
AA 1-1520 0.1 LIN, 2012
+0.350
ECV /MWCNT/poli-XA Amp., 7.0
AU 25-325 0.31 SILVA, 2012
+15 mV 0.050 and 0.350 0.31
ECV MWCNT/FAD/poli-AX- Amp., 7.0
NADH 5-170 1.0 LIN, 2013
440 mV and -70 Mv +0.150 155
ECV /IMWCNT/FAD/poli-AX Amp., 7.0
H20:2 100-2900 100 LIN, 2013
-0.300 60
ECV /MWCNT/poli-AX 145.8*
AA VPD 10 - 2.300 10.0 LIN, 2015
+72 mV
DA ECV /MWCNT/poli-AX VPD 5-165 2036.8* 1.0 LIN, 2015
AU ECV/MWCNT/Poli-AX VPD 5 - 1650 338.6* 50 LIN, 2013
dGTP EPC /rTLMoS2/poli-AX VPD, 7.0 0.1-10 1.6 WANG, 2016
BPA EPC/rTLMoSz/poli-AX VPD, 7.0 0.1-10 0.037 WANG, 2016
TNT EPC /rTLMoS2/poli-AX VPD, 4.0 0.1-10 0.037 WANG, 2016
Guanina ERGNO/poli-AX VPD, 7.0 0.032 YANG, 2014
Adenina ERGNO/poli-AX VPD, 7.0 0.15 YANG, 2014
Guanina ERGNO/poli-AX VPD, 7.0 0.4 YANG, 2014
Adenina ERGNO/poli-AX VPD, 7.0 0.6 YANG, 2014[
Guanina EPC /MoS2-poli-AX VPD, 7.0 0.5-10 170 YANG, 2015
Adenina EPC/MoS:-poli-AX VPD, 7.0 0.5-10 300 YANG, 2015
EPC/RGO/FePt/poli-AX 1.0x107° -
DNA EIS, 7.0 2.1x 1010 ZHANG, 2015

1.0x1073
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PXA/MoS2/EPC 1.0x10710 -
DNA EIS, 7.0 1.8x101 HANG, 2018
1.0x10™
DHB ECVINf-CNT
) VC, 7.2
a partir de NADH 0.5-400 0.011 0.1 RAJ, 2006
-0.400 - +0.200
SER
MWCNT/BPPGE VC, 1.0
. KACHOOSANGI
p- Benzocaina 0.300 — +0.900 4.3 2008
Chloranil vs.ECS
MWCNT/BPPGE VC, 1.0
. . KACHOOSANGI
Lidocaina 0.300 — +0.900 7.2
2008
vs, ECS
NGB/PPY PtE/NGB/PPy Amp. 4.5 7.38 MOHADESI,
AA 240-25000 110
0.750 4400 2007
PIGE/P2NO-filme VPD, 7.0
MANIKANDAN,
2NO DA -0.600 — +0.800 0.6-250 0.13 2017
vs, ECS
] ) GCE/PCV VC, 7.5
Hidrazina 4.2 GOLABI, 2001
-0.220 — +0.580
PCV GCE/PCV-filme 3.775 1.3x 108
VC, 7.0
NADH 1.03 GOLABI, 2001
-0.250 — +0.500
ECV /PCV-filme VC, 7.0
NADH 1.03 GOLABI, 2002
-0.150 — +0.550
] AUE/EOCA-HDT Amp., 7.2
L- CiS 0.12-34.6 0.060 XU, 2017
TCA +0.300 vs. ECS 5.2x103
BCG AU ECV /IBCG VPD 0.5-200 0.807 0.167 OUYANG, 2015
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DA ECV /BCG VPD 0.05-10 31.6 0.017 OUYANG, 2015
AA ECV /BCG VPD 0.5-1000 0.170 0.167 OUYANG, 2015
PDA Amp., 7.4 KANYONG et
H20:2 PDA@GNPs/PPP/SPE 500-20000 0,55 9,15x10*
+0,200 al., 2018
PDA _ KANYONG et
Glicose GOx/PDA@GNPs/PPP/SPE VPD 1-800 0,51 0,25 | 2018
al.,
PDA _ _ Amp..6,0 ALMEIDA et al.,
Glicose grafite/PDA/GOx 2500-10000 243 22000
+0,31 2018
PDA , Amp..4.,6 ALMEIDA et
ABTS Grafite/PDA/Lac 1-10 152000 21,9
+0.4 al.,2018
PDA Amp..7,2 KUMAR et al.,
Cl PDA@ERGO/CV 9.9-215.2 0.0071 0,044
+0,15 2017
PDA 2.5-107.5 SHAHBAKHSH,
AP EPG/PDQCM VPD 0,5
107,5-450 2017
PDA SHAHBAKHSH,
Ph EPG/PDQCM VPD 2,5-107,5 0,6
2017
PDA SHAHBAKHSH,
NP EPG/PDQCM VPD 2,5-130 0,8
2017
PDA SHAHBAKHSH,
DA ECV/PDA-MWCNTSs VPD 0,6-60 0,5022 20x10°3 2018
PDA SHAHBAKHSH,
AC ECV/PDA-MWCNTSs VPD 0,4-40 0,7541 30x103 Jo16
PDA SHAHBAKHSH,
XN ECV/PDA-MWCNTSs VPD 0,4-70 0,3335 50x10°3

2018
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AF
ASP ECPS*/poli(CAF-ASP) VPD 0.05-10 12.067 0.0076 ANH, 2019

AA: acido ascorbico; AD: adrenalina; AC: paracetamol; XN: xantina; ADH: &lcool desidrogenase; Amp.: amperometria; AS@CL-08: carbono negro (CL-08) funcionalizado com acido Siringico
(AS); AuE: eletrodo Au; BCG: bromocresol Verde; BPA: bisfenol A; ECC: eletrodo ceramico de carbono; ACF: acido cafeico; ACL: acido clorogénico; CUR: curcumina; VC: Voltametria Ciclica;
DA: dopamina; DABB: 4,4’-diaminobibenzila; dGTP: 2’-desoxiguanosina-5'- trifosfato trissédico; DHB: 5,5'-di-hidroxi-4,4’-bitriptamina; 2,3-DHB: 2,3-di-hidroxibenzaldeido; 3,4-DHB: 3,4-di-
hidroxibenzaldeido; VPD: voltametria de Pulso Diferencial; EA: 4cido elagico; El: aprisionamento / incorporagdo; EIS: Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica; CATEO: catecol tiolado
eletro-oxidado; EP: epinefrina; REOG: reducéo eletroquimica de 6xido de grafeno; EU: eugenol; E@Au: Eletrodo Au Policristalino; AF: Acido Fer(lico; F: Fisetina; AG: acido galico; ECG:
eletrodo de carbono vitreo; HDT: 1,6-Hexanodiol ; HQ@p-MWCNT: Hidroquinona imobilizada em Nanotubos de Carbono de paredes multiplas; HomoCis: Homocisteina; IPH: Indofenol;
KAE: Kaempferol ; VSL: Voltametria de Varredura Linear; LUT: Luteolina; MIBD: 4-(2-mercapto-imidazol-1-il)-benzeno-1,2-diol; MWCNT: Nanotubos de carbono de paredes multiplas; MVP:
2-metoxi-4-vinilfenol; NADH: Dinucle6tido de nicotinamida e adenina; NAR: Naringenina; NC: Compdsito de Nanocarbono; NDGA: acido nordihidroguaiarético; IF: Indofenol ;NPAg:
nanoparticulas de prata; NG: nanofolhas de grafeno; NGB / PPI: Polipirrol dopado com Naftol Verde B; 2NO: Laranja-2-Naftol; PANI: Polianilina; FZr-ECP: Fosfato de zircénio no eletrodo de
pasta de carbono; PCV: Pirocatecol Violeta; PDA: polidopamina; PEDOT: EtP: eletrodo de platina; PaX-ERGNO: poli (acido xanturénico, AX)-oxido de grafeno reduzido; poli-TIR: Poli-tirosina;
poli-AV: poli- acido vanilico; QU: Quercetina; AS: Acido Sirico; ECPS: eletrodo de carbono modificado com tela impressa; EPS: eletrodo impresso em tela; pMVP: Poli-2-metoxi-4-vinilfenol;
EPt: eletrodo de platina; VOQ: Voltametria de Onda Quadrada; SWCNT: Nanotubos de carbono de paredes simples; rTLMoS2-PXa / EPC: eletrodo de pasta de carbono tratado com camada
fina de bissulfureto de molibdénio Nanofolhas de poli- (acido xanturénico); CAT: catecol tiolado; TNT: 2,4,6-trinitrotolueno; TIR: tirosina; AU: Acido Urico; AV: &cido vanilico; AX: acido

xanturénico: AP: 4-amino- fenol;Ph: fenol; NP; 4-nitro fenol; PDQCM: poli (dopamina quinona-cromo (l11)) — microesferas; ASP: aspartano; ECPS: eletrodo de carbono impresso

Adaptado : SILVA, 2018.
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2.4.1 Capsaicina

A capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-nonenamida) (CAP) (Figura 6), é
um composto fendlico natural, extraido de frutos de plantas pertencentes ao
género Capsicum, popularmente conhecidas como pimentas, que estdo em
diversos pratos pelo mundo como forma alimenticia, e para o ser humano tem
relevancia biolégica importante como um potente antioxidante ndo enzimatico no
combate as espécies reativas de oxigénio (EROs) que estao diretamente ligadas
ao estresse oxidativo. A capsaicina ajuda no ciclo catalitico, evita a formacéo de
radicais superoxido, hidroxila e entre outros tipos de radicais, e influencia
diretamente no combate ao estresse oxidativo, que esta relacionado aos danos
celulares, proteicos e lipidicos. Entre os danos celulares, podemos citar o cancer
gerado pelo acumulo de mutacdes e outros danos oxidativos nas células. Soma-
se ainda o declinio da atividade antioxidante e do sistema imune, o que
compromete o combate as células mutadas (HEGEDUS, 2000). A capsaicina
tem sido muito utilizada no combate ao efeito do colesterol e na obesidade, no
tratamento da neuralgia poés-hepatica e hipersensibilidade quimica
gastrointestinal (KACHOOSANGI et al,. 2008).

Figura 6- Estrutura da capsaicina

HO

Fonte: Autor, 2019
2.4.2 Acido xanturénico

O é&cido xanturénico na figura 7, € um produto natural do metabolismo do
triptofano e tem sido motivo de uma série de investigacdes, devido ao seu
impacto na funcdo cerebral por interacdo com receptores metabotrépicos de
glutamato e outros. E conhecido ha algum tempo como um potente quelante de

ion ferroso.
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O acido xanturénico (Figura 7) foi identificado em extratos de cabeca, nas
fezes e em glandulas salivares do mosquito Anopheles stephensi. Nas glandulas
salivares sua concentracdo diminui durante o repasto indicando que ele é
secretado junto com a saliva e, provavelmente ingerido com o sangue. Esta é a
explicacdo corrente na literatura para a presenca desta molécula no intestino dos
mosquitos (OKECH B e cols. 2006). O AX esté presente em grandes quantidades
nas larvas de Aedes. Sua concentracdo aumenta ao longo do estagio larval e
decai bruscamente quando o inseto passa para a fase de pupa.

O triptofol € encontrado no vinho tinto, este é de grande interesse
biolégico, pois possui propriedades antioxidantes, anticarcinogénicas,
cardiopreventivas e antimicrobiana (COVAS et al., 2003). Altas concentracéo de
triptofol no vinho tinto acarreta no aumento de triptofano, este que é percursor
do &cido xanturénico (Figura 7), que tem sido foco de pesquisas
multidisciplinares ainda em andamento com objetivo de investigar sua funcéo
biolégica, buscando compreender a correlacao entre o metabolismo do triptofano
e a fisiologia do cérebro (FORINO, 2018).

Figura 7- (A) triptofol e (B) Formagéo do acido xanturénico, através da sintese do
triptofano.
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Em estudos recentes de triptofano e oito de seus metabolitos, com base
em estudos cinéticos, foi previsto que os &cidos xanturénico e quinurénico foram
os melhores sequestradores de radicais, inclusive 12 vezes mais eficiente que o
TROLOX, na captura de hidroperéxidos (PEREZ-GONZALEZ et al., 2015).

2.5 A importancia dos analitos selecionados

2.5.1 Acido ascorbico

O acido ascorbico (AA) (Figura 8), a vitamina C, também atua como um
cofator para enzimas envolvidas na biossintese de colageno e carnitina, participa
na conversdao do neurotransmissor dopamina para norepinefrina e no
metabolismo da tirosina (FERIN, 2013). Mas também pode ser um medicamento
para o escorbuto, intoxicacdo por drogas, doenca hepética, reacdes alérgicas e
aterosclerose (CHOUKAIRI, et al., 2015).

A deficiéncia de vitamina C no organismo, durante a gravidez, podera
afetar a memoria e impedir o desenvolvimento normal do bebé. Estes
investigadores confirmaram ainda que, ap0s a ocorréncia destes danos, estes
nao poderdo ser reparados mesmo que se dé um suplemento de vitamina C ao
bebé, a partir do nascimento (HANSEN et al., 2014). Note-se que as gravidas
mais sujeitas a terem esta caréncia vitaminica sdo aquelas que pertencem a um
nivel socioeconémico menos privilegiado e, consequentemente, tém uma

alimentacao pobre e desequilibrada.

Figura 8- Estrutura da acido ascorbico
HO
HO._

Fonte: Autor, 2019.

2.5.2 Acido Urico
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O acido urico (AU) (Figura 9) é de suma importancia, pois é uma
biomolécula derivada do metabolismo das purinas e quando é encontrado em
guantidades elevadas no soro e urina e pode fornecer algumas informacdes
sobre algumas doencas (VULCU et al. 2013). Para uma pessoa saudavel, a
quantidade de AU é de 240-520 pmol L2,

A taxa de uratos no organismo humano é de 68 mg L%, a qual encontra-
se no seu limite de solubilidade na temperatura normal do corpo. O urato de
sédio € soluvel a 37°C, mas pode se depositar, provocando inflamacdes nas
articulacOes periféricas, joelhos, tornozelos, calcanhares e artelhos do pé, onde
a temperatura do corpo é mais baixa. Quando o acido Urico atinge taxas
superiores a 80 mg L no plasma sanguineo, ele pode se depositar em qualquer
tecido do organismo. Quando isso ocorre, podem surgir processos inflamatérios
como gota ou artrite. A quantificacdo de AU no sangue e na urina é de grande
valor para o diagnéstico das alteracbes do metabolismo do AU estando a
hiperuricemia relacionada a diversas doengas, como, por exemplo, leucemia,
hipertenséo e diabetes (SILVA, 2017).

Figura 9- Estrutura do acido uUrico
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Fonte: Autor, 2019.

2.5.3 Catecolaminas

A diminuic&o da concentracao da dopamina (DA) do esquema (Figura 10),
devido aos niveis de receptores dopaminérgicos situados no corpo estriado,
pode ocasionar diversos sintomas motores, como: tremor, micrografia, rigidez e
apatia facial, bem como, nao-motores, como: distarbios autonémicos e
alteracbes comportamentais, que podem levar a uma doenca degenerativa e

progressiva (cronica) do sistema nervoso central, conhecida como doenca de
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Parkinson. Essa se caracteriza pela perda neural de células dopaminérgicas,
que séo identificadas por uma substancia negra, na regido do mesencéfalo
(MENESES, 2006).

Figura 10 - Mecanismo para formacao das catecolaminas.
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Fonte: Adaptado de KVETNANSKY; SABBAN; PALKOVITS, 2009 .

A DA (Figural0) € um importante neurotransmissor no sistema nervoso
central (LI et al, 2016 e PRASAD et al, 2013; SANSUK et al., 2013), além de
exercer papel importante nos sistemas renal, hormonal e cardiovascular. A
auséncia da dopamina ira conduzir a perturbacdes neuroldgicas, tais como na
doenca de Parkinson e na esquizofrenia (WIGHTMAN, et al, 1988; ADAMS,
1976; VENTON e WIGHTMAN, 2003). Em altos valores de pH, a dopamina
encontra-se em sua forma ndo protonada, sendo possiveis rea¢des quimicas
acopladas a etapa de formacgéo da orto-quinona.

Na populacédo idosa (acima de 65 anos), a prevaléncia da doenca de
Parkinson é ainda maior, afetando de 1 a 2% dos idosos em todo mundo e 3%
no Brasil (PETERNELLA,2008). Sua distribui¢cdo é universal, atingindo todos os
grupos étnicos e classes socioecondmicas. Com o aumento da idade da
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populacdo mundial, estima-se que, em 2020, mais de 40 milhfes de pessoas
poderdo ter desordens motoras secundarias a Doenca de Parkinson (ASANO,
2015).

Devido a abrangéncia e efeitos da Doenca de Parkinson, ha uma
demanda crescente por técnicas inovadoras, ou por métodos simples e rapidos
para a determinacdo e a quantificagdo de catecolaminas. Entre eles, o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos, pois tém a capacidade de

determinar qualquer substancia passivel de acao redox, como as catecolaminas.
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3. OBJETIVOS

3.2 Geral

Este trabalho visa desenvolver sensores fundamentados em nanotubos

de carbono (MWCNT) e polimeros baseados em fendis, como por exemplo a

capsaicina (CAP), o &acido xanturénico (AX) e outros para deteccdo e

quantificacdo de substancias de interesse medicinal.

3.3Especificos

Realizar o tratamento acido dos nanotubos de carbono de paredes

multiplas;
Avaliar as propriedades morfologicas dos materiais obtidos;

Preparar superficies modificadas com nanotubos de carbono e fenois

oxidados.

Investigar o comportamento eletroquimico do sensor ECV/MWCNT/CAP
na auséncia e presenca de AA, AX e AU, e da plataforma
ECV/IMWCNT/AX, na auséncia e presenca de DA,

Investigar o comportamento  eletrocatalitico da  plataforma
nanoestruturada a base de ECV/MWCNT/CAP na deteccao de AA, AX e
AU e da plataforma nanoestruturada de ECV/MWCNT/AX, na deteccdo
de DA;

Calcular os parametros cinéticos (kcat) da reacao entre CAP e AA, AX e
AU.

Calcular os parametros cinéticos (kcat) da reacéo entre AX e DA;

Obter uma curva analitica para quantificacdo de AA, AX e AU, sobre a
plataforma ECV/MWCNT/CAP;

Determinar os parametros analiticos tais como: limite de deteccéo,

guantificacdo e faixa linear para o AA, AX, AU e DA,

Aplicar as plataformas em amostras reais.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Reagentes

Os seguintes reagentes foram obtidos de seus respectivos fornecedores
e utilizados sem tratamento prévio: capsaicina (CAP), acido xanturénico (AX),
acido ascorbico (AA), acido urico (AU) e dopamina (DA) foram obtidos da Sigma-
Aldrich, fosfato de s6dio monobasico monoidratado (NaH2P04.H20), fosfato de
sédio dibasico diidratado (Na2HPO4.2H20), hidroxido de sddio (NaOH), acido
cloridrico (HCI), etanol e acido nitrico (HNOs3) foram obtidos da Vetec.

Nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT), codigo 698849
(D.E.x C 6-13 nm x 2,5-20 um), obtidos da Sigma-Aldrich, passaram por tratamento
prévio com acido nitrico (HNO3), como descrito na metodologia. Nanotubos de
carbono de paredes mduiltiplas (MWCNT) (D.E.x C 9,5 nm x 1,5 um) obtidos na
UFMG, passaram por tratamento prévio com acido nitrico (HNO3), como descrito na
metodologia.

As solucbes foram preparadas, usando 4gua deionizada obtida em um
sistema Milli-Q Millipore e os valores de pH das solucbes tampdo foram

ajustadas com um pHmetro modelo Quimis Q400A.

4.1.1 Tratamento dos nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram pesados 50 mg de
nanotubos de carbono de paredes multiplas. A seguir, adicionaram-se 20 mL de
acido nitrico concentrado. Deixou-se 0 sistema em aguecimento entre 140-150
°C, sob refluxo durante 4 horas. ApGs 0 aquecimento, a amostra foi resfriada até
a temperatura ambiente e filtrada a vacuo através de uma membrana PTFE
hidrofilica de 0,2 um (Omnipore, Millipore) para recolher os nanotubos de
carbono. Os NTCs foram entdo lavados com agua deionizada até se obter uma
solugéo com valor de pH 7,0 (ROSCA et al., 2005). Os nanotubos de carbono

foram caracterizados por espectroscopia RAMAN (apresentados em anexos).

4.2. Equipamentos e materiais
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Um potenciostato modelo PGSTAT30 Eco Chemie da AUTOLAB (Utrecht,
The Netherlands), interfaceado a um microcomputador (software: GPES 4.9), foi
empregado para as medidas eletroquimicas. Nos estudos amperométricos para
obtencéo das figuras de mérito, foi empregado um eletrodo de disco rotatério
(EDR), com uma velocidade de rotac&o otimizada (100 rpm).

As medidas foram realizadas, usando 5,0 mL de solugéo tampéo fosfato
com os seguintes valores de pH: 7,4 e 10,0 (c = 0,1 mol L e forca i6nica 0,2 mol
L-D- A eliminacdo de oxigénio dissolvido foi feita pelo borbulhamento de um fluxo
de Ar (g) nas solucdes, durante 10 minutos antes das analises.

Utilizou-se um sistema de trés eletrodos, sendo o eletrodo de referéncia
Ag/AgCIl (KCI saturado), fio de platina como eletrodo auxiliar e eletrodo de
carbono vitreo Metrohm (didametro= 3,0 mm) para as analises envolvendo CAP e

AX, com a superficie modificada ou ndo como eletrodo de trabalho.

4.3 Limpeza do eletrodo de carbono vitreo (ECV)

O ECV foi polido com alumina (0,3 um), lavado com agua deionizada,
levado ao ultrassom por 1 min, em etanol e lavado com agua novamente. A
limpeza do eletrodo foi verificada por voltametria ciclica, utilizando Ks[Fe(CN)s] e
Ka[Fe(CN)s] 1 mmol L1, em KCI 0,1 mol L', sistema bem reversivel em potenciais
adequados. Em seguida, o ECV foi lavado com agua e secado a temperatura

ambiente.
4.4. Preparacéo de solucdo de CAP e AX

Em um eppendorf, foram pesados 3,05 mg de CAP e adicionados a 0,250
L de Etanol (PA), antes das polimerizac6es, como solucdo estogue (40 mmol
LY.

4.5.Preparacéo da plataforma de MWCNT
4.5.1 Preparacédo da dispersdo de MWCNT

Em um eppendorf, foi pesado 1 mg de MWCNT (obtido do tratamento com
acido nitrico) e adicionado 1,0 mL de DMF. Esta mistura ficou sob agitagdo no

ultrassom por 3 horas para uma melhor dispersao. Esta solucdo foi preparada
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antes das analises e p6de ser utilizada durante trés meses. Esta dispersédo pode

ser armazenada a temperatura ambiente e utilizada em outros experimentos.
4.5.2 Modificacédo do eletrodo de carbono vitreo com MWCNT

Uma aliquota de 5,0 uL desta dispersao foi adicionada a superficie do
eletrodo, em 5 fracdes sucessivas de 1,0 uL. Em cada adicdo, o DMF foi
lentamente evaporado em estufa a 60 °C, durante 10 minutos para s6 entdo
serem adicionadas as préximas fracbes. Esta etapa é comum aos demais

eletrodos modificados com MWCNT.
4.6 Modificacéo do eletrodo carbono vitreo com MWCNT e CAP

ECV/IMWCNT foi imersa em uma solucdo de capsaicina (CAP), com
concentracdo de 0,8 mmol L e foram realizadas 20 ciclagens na faixa de - 0,5
a 1,0 V versus Ag/AgCI, no sentido anddico, em 5,0 mL de tampéo fosfato 0,1
mol L1, pH 5,5, em velocidade de 0,050 V s™.

Apbs esta etapa, o eletrodo foi removido da solucdo, lavado com agua
deionizada e colocado em uma nova solucéo tampéo fosfato 0,1 mol L+ pH 7,0

para analises na auséncia e presenca de (AA), (AX) e (AU)
4.7 Modificacéo do eletrodo carbono vitreo com MWCNT e AX

ECV/MWCNT foi imerso em uma solucao de acido xanturénico (AX) com
concentracdo de 0,2 mmol L e foram realizadas 20 ciclagens na faixa de -0,6 a
1 V versus Ag/AgCl, CI,, no sentido anddico, em 5,0 mL de tampéo fosfato 0,1
mol L%, pH = 5,5, em velocidade de 0,050 V s.

ApoOs esta etapa, o eletrodo foi removido da solucéo, lavado com agua
deionizada e colocado em uma nova solugdo de tampéo fosfato 0,1 mol L%, pH

7,0 para analises na auséncia e presenca de (DA).
4.8 Determinacao da area ativa do EQM

As éareas ativas das plataformas ECV/MWCNT/CAP e ECV/IMWCNT/AX,

foram calculadas, utilizando-se ferricianeto de potassio como sonda
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eletroquimica. A equacédo de Randles-Sevcik (Equacédol) (BARD e FAULKNER,
2001) foi aplicada aos resultados obtidos:

Ip = (2,69x10°)n*"* ADY?"*C (Equacéo 1)

Sendo D e Co o coeficiente de difusdo e a concentracdo do ferricianeto
de potassio no seio da solucao, respectivamente. Experimentos de voltametria
ciclica em diferentes velocidades de varredura foram realizados em
ECV/IMWCNT/CAP, em uma solucao de 1 mM de Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] em
KCI 0,1 mol L-1. A partir das inclinacGes de Ip vs. v e utilizando D = 7,6x1076
cm?s™%, n =1, a area ativa foi entdo obtida, a qual apresentou um valor de 0,267
cm? e 0,255 cm? para ECV/MWCNT/CAP e ECV/IMWCNT/AX (SANTHIAGO et
al., 2009; SILVA et al., 2011).

4.9 Andlise de amostras reais e testes de interferéncias

A plataforma desenvolvida com capsaicina oxidada foi utilizada
diretamente para determinar as concentragdes de AA em urina sintética (Liu, L.
et al. 2006). A analise de AU foi realizada em plasma sanguineo sintético

(LAUBER, N. 2001), com os componentes listados na tabela 2.

Tabela 2: Componentes do plasma sanguineo sintético (PSG,PBS 7,4) e urina
sintético (PBS 6,0).

COMPONENTES PSG (g L) URINA (g L)
Uréia - 2,5

NH4Cl - 0,1

KCI 0,112 0,2
KH2PO4 - 0,1

NaCl 4,018 0,3
NaHCOs3 0,176 -

Na2S04 0,036 0,2

MgCl2.6H20 0,155 -
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CaCl2.2H20 0,146 0,1

NazHPO4.H20 0,140 -

Fonte: autor, 2019

A plataforma desenvolvida com o polimero de &cido xanturénico foi
utilizada diretamente para determinar a concentracdo de DA, em amostras
farmacéuticas com concentracdo padrdo de 5 mg mL* e 1 mg mL? para o
cloridrato de dopamina (DOPACRIS), respectivamente, da CRISTALIA

Farmacéutica, Itapira-SP, Brasil.

Inicialmente, as amostras farmacéuticas foram diluidas em tampéao fosfato
0,1 mol L (pH 7,0). Em seguida, foram adicionadas concentracées definidas de

DA, a partir da solucéo estoque para avaliar recuperagao de amostra.

O estudo de interferentes foi realizado com varios analitos (AA, AX, AU,
EP e SER) todos em uma mesma concentracdo (100 umol L) e a variacédo da
corrente foi medida por cronoamperometria, aplicando-se o potencial de +0,050
V vs. Ag/AgCI/CI- para adi¢des sucessivas de cada analito, em tampéo fosfato
0,1 mol Lt pH 7,0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO (PARTE 1)

5.1 Espectroscopia Raman para MWCNT

O nanotubos de carbono possui um espectro com duas bandas: banda G
(graphitic band), centrada em cerca de 1580-1604 cm, associa-se com 0s
modos vibracionais tangencial, e a banda D (defect. or disorder band), centrada
em aproximadamente 1300-1350 cm, associa-se com o grau de desordem em
relacdo a largura e a intensidade do carbono desordenado (BOZOBZA, 2012).
Assim a posicao e intensidade relativa destas bandas permitem obter o grau de
purezas e defeitos da amostra.

Na Figura abaixo sdo apresentados 0s espectros para 0s nanotubos de
carbono de paredes multiplas ndo funcionalizados e funcionalizados. Através
desses espectros foram calculadas as razdes Io/lc e verificada a ocorréncia de

modificagcdo quimica.

Figura 12- Espectros Raman para (A) MWCNT, (B) MWCNT funcionalizado.

1400

MWCNT (A) 1300 MWCNT+ tratamento (B)
D G

1400

1200

1559 cm’™

1200 1 D G 1318 cm™

1100

1000 1000

900

Intensidade

800 4 800

700

T T T T T T T T T
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

T T T T T T T T T
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

Numero de Onda (cm™) Numero de Onda (cm™)

Fonte: autor, 2019

Para os nanotubos de carbono sem funcionalizagéo, a razéo Io/lc foi igual
a 1,001. Para os nanotubos de carbono funcionalizados, a razéo Io/lc foi igual a
1,020. A avaliacdo das intensidades relativas das bandas D e G sugere a
presenca de defeitos nos nanotubos de carbono induzidos pela funcionalizacao
quimica e que o tratamento com HNOs promoveu desordem e modificagdo

quimica nos NTCs, podendo ser vista na Figura 12.
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5.2 Dispersdo do MWCNT em DMF

Realizou-se a dispersao dos nanotubos de carbono de paredes mdultiplas
em DMF, em aparelho de ultrassom (Figura 13). Podemos observar os MWCNT
apos o tratamento 4cido (Figura 13-A) e sem o tratamento acido (Figural3-B),
em 0 minutos no ultrassom. Ao visualizar a figura 13-C, podemos observar a
eficiéncia da funcionalizacdo dos nanotubos de carbono com aparecimento de
grupos carboxila e outros, resultante do tratamento acido. Esse processo facilita
a abertura das extremidades dos nanotubos e um dano oxidativo em suas
paredes, indicado através da razdo Io/lc (Figura 12), fazendo com que estes
sejam funcionalizados com grupos funcionais contendo grupos carbonila
(SILVA,G.G, 2016), sendo este disperso com sucesso em DMF apos o periodo
de 3 horas no ultrassom, evidenciado pela coloragéo escura da suspensao. Em
nanotubo de carbono néo tratado, apés as 3 horas no ultrassom, ndo foi possivel
realizar a dispersdo em DMF (Figura 13-D).

Figura 13- A) MWCNT com tratamento acido O minutos, B) MWCNT sem
tratamento, C) MWCNT com tratamento acido 180 min, D) MWCNT sem tratamento
180 min.

Fonte: autor, 2019

5.3 Processo de Polimerizacdo de CAP em ECV/MWCNT

A partir da anélise da Tabela 1, verifica-se a auséncia de plataformas
derivadas da capsaicina, o que é a motivacao para a presente dissertacdo. Ha
inimeros trabalhos de eletroanalise de capsaicina, mas, até o presente

momento, a literatura ndo apresenta sensores baseados em sua oxidacgao.

A partir de metodologias e resultados obtidos em estudos anteriores do
Laboratério de Eletroquimica e Estresse Oxidativo/UFAL (LEEO/UFAL), com a
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plataforma nanoestruturada da capsaicina (CAP) (SILVA, 2017), para deteccao
de dopamina e epinefrina, aplicamos, na presente dissertacdo, o0 sensor
desenvolvido para deteccdo de novas moléculas de relevancia bioldgica, de

modo a complementar a investigacao.

A plataforma foi construida a partir da eletropolimerizacéo in situ de CAP,
no ECV/IMWCNT, ap0s ciclagens de potenciais na faixa de -0,5 a +1,0 V vs.
Ag/AgCI/Cl, em tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 5,5), com uma velocidade de
varredura de 50 mV st (Figura 14). As condicGes experimentais para a
eletropolimerizagdo de CAP foram: 20 varreduras sucessivas aplicadas ao

eletrodo, concentracédo de CAP de 0,8 mmol L e pH 5,5.

Figura 14- Voltamogramas Ciclicos na faixa de -0,5 a 1,0 V vs. Ag/AgCl para a
polimerizacdo e ativacdo do ECV/MWCNT com capsaicina a 800 umol L?, em
solucdo tampéo fosfato 0,1 mol LY, pH5,5e v=50 mV s™.
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Fonte: Autor, 2019.

Na figura 14, na auséncia de capsaicina, observa-se a presenc¢a dos picos
la (+0,07 V) e Ic (-0,014 V), provenientes do tratamento acido em nanotubos
(Figura 12). Esses grupos geram sitios energeticamente favoraveis a deposigcéo
de particulas e inclusdo de mediadores redox fendlicos e outros.

Na primeira varredura, na presenca de capsaicina, na Figura 14, um pico
anodico irreversivel (llla), & observado, em +0,52 V vs. Ag/AgCl, com
aparecimento de uma onda catoédica (lic), em +0,24 V. Na segunda e

subsequentes varreduras, na presenca de capsaicina, pode-se observar a



53

presenca de uma onda anddica (lla), permitindo concluir que as ondas lic e lla
séo eletrogeradas a partir do pico llla.

Na Figura 15, € sugerido 0 mecanismo para a oxidacdo de CAP, onde
ocorre a oxidacdo monoeletrénica de CAP, formando o cétion radical. Com a
saida de 1 préton, ha formacéo de radicais. Essa etapa esta relacionada a onda
llla, em 0,52 V vs. Ag/AgCI (Figura 14), e sua irreversibilidade devido as reacdes
quimicas acopladas e geracao de espécies mais estaveis nas etapas seguintes,
conforme mostrado na Figura 15 (SILVA,2017; MANAIA et al., 2012).

O sistema redox, lla/lic pode ser compreendido através da oxidacao
monoeletrénica dos radicais fenoxila, que levara a formacdo de carbocétions
que, por sua vez, sofrerdo hidrélise, levando a formacdo de quinonas,
responsaveis pelo par redox reversivel no voltamograma ciclico (etapa
reversivel, Figura 15A).

Nas varreduras posteriores, verificamos a diminuigdo da corrente
relacionada ao pico llla, indicando o consumo de capsaicina e aumento de
corrente para as ondas lla/lic, em varreduras sucessivas constituindo desta
forma, um sistema redox bem definido, assim como la/lc do suporte. O par redox
lla/llc ndo desaparece, quando o eletrodo é lavado e transferido a uma nova
solucéo tampéo, livre de CAP, indicando a permanéncia do material eletrogerado
na superficie modificada.

Sem utilizacdo de nanotubos de carbono sobre o eletrodo de carbono
vitreo, ndo se observa a formacédo de espécies redox, devido, provavelmente, a
passivacdo do eletrodo, fato este caracteristico de compostos fendlicos
(EZERSKIS; JUSYS, 2001).

Nos trabalhos que analisam a eletro-oxidacédo da capsaicina, ndo foram
avaliados os produtos de oxidacdo (MANAIA et al., 2012; KACHOOSANGI et al.,
2008), o que compromete os resultados. Houve previsdo da formacao de
quinonas. Ha possibilidade de outros mecanismos, o que indica a necessidade
de estudos adicionais. A oxidagdo da capsaicina foi investigada pelo emprego
de enzimas (peroxidase) (BERNAL; BARCELO, 1996; GOODWIN; HERTWIG,
2003) e por DPPH (NAKAMURA et al., 2002), com obtencdo de dimeros,
polimeros e produtos de hidrolise (Figura 15B). Estes produtos podem ser
oxidados. Ha forte possibilidade de serem gerados, uma vez que nao ha
lixiviagdo do produto oxidado, o que normalmente acontece no caso de uma

simples converséao hidroquinona/quinona.
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Figura 15- (A e B) Mecanismos propostos relativos a formacao de produtos

através da oxidacao de CAP.
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5.4 Caracterizacdo de ECV/MWCNT/CAP

Utilizou-se a microscopia eletronica de varredura (MEV) para caracterizar
a morfologia superficial de ECV/IMWCNT e ECV/MWCNT/CAP. A Figura 16A
mostra a morfologia tipica de nanotubos de carbono bem dispersos na matriz
com visualizagao de “fios”. Por outro lado, apds o processo de modificacdo da
superficie (Figura 16B), € evidente que ocorreu uma alteracdo na morfologia dos
MWCNTSs, possivelmente devido a cobertura pela matriz polimérica de CAP,

resultando em regides rugosas.

Figura 16- Micrografias de MEV de ECV/MWCNT (A), ECV/IMWCNT/CAP (B)
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SEM MAG: 10.4 kx | Date(m/dly): 10/27/15 | IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: Autor SILVA, 2017.

5.5 Atividade eletrocatalitica de ECV/MWCNT/CAP frente ao &acido
ascorbico, acido urico e acido xanturénico.

No intuito de se avaliar o efeito eletrocatalitico em diferentes plataformas,
realizaram-se ensaios com AA, AU e AX. Na Figural7-A, o voltamograma ciclico
representa o ECV/IMWCNT/CAP tem um papel como mediador redox, baseado
em um sistema quinona/hidroquinona. Observou-se efeito eletrocatalitico na
oxidacdo de AA, AU e AX uma vez que o potencial de oxidacdo de AA em
ECV/IMWNCT, 0,07 V para o AA, 0,32 V para o AU e 0,49 V para o AX,
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ECV/IMWNCT/CAP, quando o potencial de oxidacdo diminui para 0,02 V para
AA, 0,29 V para AU e 0,41 V para AX (Tabela 3). Na plataforma ECV* (Figural7-
D), foi possivel realizar analises destes analitos, de maneira separada, obtendo
0s potenciais de oxidacédo de 0,42 V para o AA, 0,39 V para AU e 0,58 V para o
AX respectivamente, entretanto ao realizar analise simultdnea em ECV Figura
17-C, néo foi possivel discriminar os potenciais dos analitos, assim em ECV, ndo

h& possibilidade de realizar analises simultanea.

Figura 17- Voltamogramas Ciclicos de (A) ECV/IMWCNT/CAP, (B) ECV/MWCNT, (C)
ECV e (D) ECV*, em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0, v=0,005V s, na
presenca de AA, AU e AX.
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Fonte: Autor, 2019.

Quando uma solugéo de AA, AU e AX é adicionada, os potenciais de pico
anodico, Epa = 0,02 V, 0,29 V e 0,41 V vs Ag/AgCl, (Figural7A) sofrem

deslocamentos catéddicos. E também observado ganho de corrente, em relagéo
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as demais plataformas, tornando o sistema mais sensivel para determinacao
destes analitos.

Na plataforma ECV/MWNCT/CAP permite determinar os trés analitos de
maneira simultdnea por voltametria ciclica, sem qualquer interferéncia de
potencial ou corrente, indicando que essa plataforma € mais sensivel e mais
seletiva, apesar da desvantagem da presenca do pico da capsaicina.

Em ECV, nédo é visto um pico definido, tornando a analise simultanea
impossivel de ser realizada na plataforma (Figura 17-C). No entanto, na Figura
17-B (ECV/IMWCNT) permite fazer a detec¢éo simultanea pois 0s picos sdo mais
definidos em relagdo a plataforma ECV. Entretanto, o eletrodo modificado com
nanotubos de carbono e com capsaicina oxidada apresentou maior
reprodutibilidade e melhor resposta, quando comparado com ECV e
ECV/MWCNT.

Este resultado mostra um efeito sinérgico entre os nanotubos de carbono
e a superficie modificada com capsaicina oxidada para a oxidacao catalitica de
AA, AU e AX e determinacao simultanea de AA, AU e AX. Este comportamento
pode ser explicado por uma taxa mais rapida de transferéncia de elétrons na

superficie quimicamente modificada.

Tabela 3. Potenciais e correntes referentes a oxidacao de AA, AU e AX em
diferentes plataformas obtidos por voltametria ciclica.

Eletrodo Potencial (V) Al (pA) Area J(pA/cm?)

AA AU  AX AA AU  AX (cm?) AA AU AX

ECV* 0,42 039 058 132 098 0,75 0,09 14,66 10,88 8,33
ECV/MWCNT 0,07 032 049 136 256 154 0,22 6,12 11,53 6,93
ECV/MWCNT/CAP 0,02 029 041 2,70 3,44 2,77 0,26 10,11 12,88 10,37

ECV* eletrodo carbono vitreo em analise ndo simultanea.

Fonte: Autor, 2019.

A influéncia da velocidade de varredura no comportamento eletrédico foi
investigada a seguir. Verifica-se 0 aumento da corrente de pico anddico de AA,
AX e AU, com o0 aumento da velocidade de varredura, bem como o deslocamento
do potencial de oxidagéo para valores mais positivos, indicando desta forma uma

limitacdo cinética para estes processos redox na plataforma utilizada (Figura 18).
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Figura 18- Voltamogramas Ciclicos em ECV/IMWCNT/CAP em varias velocidades
de varredura em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0 na presenca de 200
umol L* de AA (A), AX (B) e AU (C).
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Fonte: Autor, 2019.

O gréfico de corrente Ipa vs. a raiz quadrada da velocidade de varredura
de potencial (v*?) na faixa de velocidade de 0,003 a 0,015 V s foi construido
para cada analito e resultou em dependéncia linear. Desta forma, podemos

concluir que o processo € controlado por difusdo, nos trés casos (Figural9).
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Figura 19 Variacédo da corrente de pico anddica Ipa vs v?2 no ECV/MWCNT/CAP,
em solucédo contendo 200 umol L de AA (A), AX (B) e AU (C). Medidas realizadas
em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L%, pH 7,0 e v=0,003-0,015 V s,
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Fonte: Autor, 2019.

Para comprovar que o processo de oxidacao eletrocatalitica entre AA, AU
e AX e a plataforma ECV/MWCNT/CAP apresenta uma etapa quimica acoplada,
foi elaborado um grafico da corrente de pico normalizada com a velocidade de
varredura (Ipa/v) vs. v (Figura 20). Neste foi possivel observar um pefrfil
caracteristico de um processo eletroquimico-quimico catalitico (ErCcat) (BARD e
FAULKNER, 2001).
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Figura 20- Variacdo da corrente de pico anddica normalizada Ipa/vv.s-v no
ECV/IMWCNT/CAP em solugéo contendo 200 umol L de AA (A), AX (B) e AU (C).
Medidas realizadas em solucédo tampéo fosfato 0,1 mol L?, pH 7,0 e v 0,003-0,015
Vst
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Fonte: Autor, 2019.

Esse mecanismo eletrocatalitico pode ser explicado através da interagcéao
entre o polimero eletroativo quindnico gerado através da oxidacdo de CAP na
plataforma com nanotubos de carbono. O grupo quinona do polimero eletroativo
pode ser reduzido a hidroquinona por um processo de dois elétrons e dois
prétons, formando um ciclo catalitico para a oxidagéo eletrocatalitica de AA, que
envolve o par redox (quinona/hidroquinona) (Figura 21).
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Figura 21- Modelo simplificado do mecanismo proposto para o processo de
eletrocatalise de AA sobre a plataforma ECV/MWCNT/CAP.
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Fonte: Adaptado de SILVA, 2017.
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5.6 Estudos Cronoamperomeétricos

Na Figura 22, mostra-se o comportamento eletrocatalitico da oxidacéo do
AA, na plataforma proposta ECV/MWCNT/CAP, a fim de obter parametros
cinéticos.

Na Figura 22-A, foi empregada a cronoamperometria de duplo salto de
potencial. Neste experimento foram feitas adicfes sucessivas de AA, aplicando
Einicial = +0,05 V e Efinal =-0,10 V vs. Ag/AgCI. A partir do Figura 22-A, observa-
se que nao existe corrente catddica correspondente a reducdo do mediador na
presenca de AA na Figura 22-A.

Nesse estudo, os potenciais direto e reverso para o mediador, na auséncia
de AA, mostraram-se simétricos, com o consumo de carga igual para a reducéo
e oxidacao, no sistema redox eletrogerado, na superficie da plataforma proposta
ECV/IMWCNT/CAP. Nas adicbes sucessivas de AA, podemos verificar o

aumento da corrente, em diferentes concentracdes de AA no potencial de +0,05
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V e da corrente de reducdo permanece praticamente inalterada a -0,100 V vs
Ag/AgCI/CI.

A partir da integracdo dos cronoamperogramas, foi possivel obter o
consumo de carga tanto para o processo catodico, quanto o anddico. Nestes, ha
um aumento significativo do processo anddico Figura22-B.

Para obter o coeficiente de difusdo do AA em solucdo, a corrente
correspondente da reacao eletroquimica (sob controle de difuséo) € descrita pela
lei de Cottrell (Equacao 2) (NGAMCHUEA et al., 2014; SANTHIAGO et al.,
2009a).

[=nFAD"paCon ™t piacio2

Sendo n o numero de mols de elétrons, F a constante de Faraday, a area
do eletrodo (0,267 cm?), Daa € Co o coeficiente de difusdo (cm? s') e a
concentracdo de AA (mol cm3). Pela andlise da Figura 22-C, foi possivel obter o
valor de Daa=1,113 x 10° cm? s’1, através da inclinacdo | versus t2. Na faixa de
concentragdo (50 a 350 umol L1), utilizando a mesma abordagem, o valor médio
do coeficiente de difusdo para o (AX) foi 4,30 x 10® cm? s Figura 23-C e (AU)
3,0 x 10° cm? s Figura 24C.

A constante de velocidade catalitica (kcat) (L mol* s) foi calculada por
cronoamperometria, de acordo com o método descrito na literatura (Equacao 3)
(GALUS, 1976).

T/l = "° (F(CI)I"Q Equac&o 3

A partir das inclinagdes do gréafico Icat/ILm vs. t¥2 em cada concentragéo
estudada (Figura 22D e E), por meio da equacdo 3, foi possivel obter os
seguintes valores de kcat 1,453 x 10* L molts?; 5,94 x 10% L mol? s; 2,10x103
L moltst para AA, AX (Figura 23D e E) e AU (Figura 24D e E), respectivamente.
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Figura 22. (A) Cronoamperogramas de ECV/MWCNT/CAP em tampé&o fosfato 0,1
mol L? pH 7,0 na auséncia e presenca de varias concentracdes de AA,

Einicia=+t0,050 V e Esna = - 0.100 V vs. Ag/AgCl, CI;

(B) Integracdo dos

cronoamperogramas; (C) Gréficos de | vs. t*2; (D) Gréficos de icallLim VS. t2; (E)

inclinagéo vs [AA].
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Figura 23. (A) Cronoamperogramas de ECV/MWCNT/CAP em tampé&o fosfato 0,1
mol L'* pH 7,0 na auséncia e presenca de varias concentracdes de AX, Einicia = +
0,52 V e Eifina = - 0,100 V vs. Ag/AgCI; (B) Integracdo dos cronoamperogramas; (C)
Gréficos de | vs. t¥?; (D) Gréficos de Icat/lLim vs. t¥2; (E) inclinac&o vs [AX].
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Figura 24. (A) Cronoamperogramas de ECV/MWCNT/CAP em tampé&o fosfato 0,1
mol L** pH 7,0 na auséncia e presenca de varias concentracdes de AU, Einiciai = +
0,32V e Eifina =- 0.100 V vs. Ag/AgCI; (B) Integracédo dos cronoamperogramas; (C)
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5.7 Deteccdo Amperomeétrica

5.7.1 Acido ascérbico

As propriedades eletrocataliticas de ECV/IMWCNT/CAP para a deteccéo
de AA também foram investigadas. A Figura 25A mostra uma curva
amperométrica de ECV/IMWCNT/CAP com sucessivas adi¢cdes de AA (pH 7,0).
O melhor potencial a ser aplicado foi +0,05 V. A plataforma ECV/MWCNT/CAP
responde rapidamente as variacbes nas concentracdes. A relacdo entre a
concentracdo de AA e o sinal de corrente para ECV/IMWCNT/CAP esta mostrada
na Figura 25-B. A corrente aumentou linearmente em uma faixa linear de 5 a 75
umol Lt (R? = 0,996, n = 15) para a deteccdo de AA. Foi possivel obter a
sensibilidade 0,021 pA L* ymol, usando uma razdo 3 o/b e sendo o 0 desvio
padrdo do valor médio para dez amperogramas do branco e b o coeficiente
angular da curva analitica, determinado de acordo com as recomendacdes da
IUPAC (COMMITEE, 1987), foi possivel obter a limites de deteccdo e
quantificacdo de 1,95 e 6,53 ymol L.

O processo desenvolvido pode ser expresso de acordo com a seguinte
equacao:

AI(pA) = 0,066 + 0,021[AA])/umol L

Figura 25 (A) Medidas cronoamperométricas para a eletrooxidagcdo de AA no
ECV/MWCNT/CAP obtidas em tampéo fosfato 0,1 mol L* em pH 7,0, Eapiicado =
+0,0500 V vs. Ag/AgCIl; (B) Curva analitica para a eletrooxidacdo de AA em tampéo
fosfato 0,1 mol L-em pH 7,0.
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Fonte: Autor, 2019.
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A Tabela 4, lista algumas publicagdes, com o proposito de comparacéo
envolvendo diferentes técnicas e matrizes para deteccdo de AA. O presente
trabalho apresenta limite de deteccao intermediario quando comparados aos da
literatura (Tabela 4). A melhor plataforma foi o poli-glioxal-2-hidroxianil, onde
obteve-se o LD 0,3 umol L. O LEEO tem dois trabalhos referentes a deteccao
de acido ascorbico, sendo o primeiro publicado por SILVA e colaboradores
(2012) com a plataforma ECV/MWCNT/poli-XA onde se obteve o LD de 0,19
umol Lt e o segundo foi por Silva e colaboradores (2016), cuja plataforma de
estudo foi ECV/MWCNT/poli-VA, com o valor de LD de 3,5 umol L. O melhor
resultado do nosso grupo foi com a plataforma SILVA, 2012. Entretanto a
plataforma proposta (ECV/IMWCNT/CAP) apresenta facil preparacdo em

comparacao a alguns trabalhos da literatura, listados na Tabela 4.

Tabela 4- Parametros eletroquimicos e analiticos de eletrodos modificados para a
determinacédo de AA.

Sensor Técnica Faixa LD Referéncia
(umol LY)  (umol L)

ECV/Au-MSS Amp. 50-15000 1,65 GUPTA, 2015
CF/ZNO VPD 600-2000 170,1 LIU et al, 2016
P(GBHA)/ECV VC 1,0-8,0 0,3 ERGUN et al,
2016
FeCMN/ECV VPD 4-600 2,57 ROHANI e
TAHER, 2015
ECV/tosil-CNP VPD 10-3000 10 AMIRI et al,
2015
ECV/MWCNT/poli-AX Amp. 25-325 0,19 SILVA, 2012
ECV/MWCNT/poli-AV Amp 5-120 3,5 SILVA, 2016
ECV/IMWCNT/CAP Amp. 5-75 1,95 Este trabalho

Fonte: Autor, 2019.

Nota: ECV; eletrodo de Carbono vitreo; MWCNT: nanotubos de carbono de paredes multiplas;
pdNPS: nanoparticulas de Pd; RG: Grafeno reduzido; MSS: esfera de silica mesoporosa: CNTSs;
nanotubos de carbono; poly-AV: polimero do &cido vanilico; CAP: capsaicina ;poly-AX:polimero
do &cido xanturénico; P(GBHA): poli(glioxal-2-hidroxianil); PAM: poliacrilamida;ITO: é6xido de
indio e estranho; CF: fibra de carbono; NRs: nanobastfes; CNP: nanoparticulas de carbono;
ERGO: éxido de grafeno reduzido; CM: mondlito de carbono; Mn: nafion modificado; Mn-SnO2:
nanoparticula de Mn dopado com SnO:.; Vc: Voltametria ciclica. VPD: voltametria de pulso
Diferencial; VOQ: voltametria de onda quadrada.
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5.7.2 Acido xanturénico

As propriedades eletrocataliticas de ECV/MWCNT/CAP para detecc¢éo de
AX também foram investigadas. A Figura 26-A mostra uma curva amperométrica
de ECV/IMWCNT/CAP com sucessivas adicbes de AX (pH 7,0). O melhor
potencial a ser aplicado foi +0,52 V. A plataforma ECV/MWCNT/CAP responde
rapidamente as variacdes nas concentracdes. A relacdo entre a concentracdo
de AX e o sinal de corrente para ECV/IMWCNT/CAP esta mostrada na Figura 26-
B.

A corrente aumentou linearmente em uma faixa linear de 10 a 85 pmol L
(R? = 0,997, n = 15) para a deteccédo de AX. Foi possivel obter a sensibilidade
0,0067 pA L* ymol, usando uma razao 3 c/b e sendo ¢ o desvio padréo do valor
meédio para dez amperogramas do branco e b o coeficiente angular da curva
analitica, determinado de acordo com as recomendacdes da IUPAC
(COMMITEE, 1987), foi possivel obter os limites de deteccdo e quantificacdo de
8,76 e 26,54 ymol L1,

O processo desenvolvido pode ser expresso de acordo com a seguinte
equacao:

AI(uA) = 0,000804 + 0,0067 [AX]/ umol L

Figura 26 (A) Medidas cronoamperométricas para a eletrooxidagdo de AX no
ECV/MWCNT/CAP obtidas em tampéao fosfato 0,1 mol Lt em pH 7,0, Eapiicado = +0,52

V vs. Ag/AgCI; (B) Curva analitica para a eletrooxidagdo de AX em tampé&o fosfato
0,1 mol L-em pH 7,0.
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Fonte: Autor, 2019.
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5.7.3 Acido urico

As propriedades eletrocataliticas de ECV/MWCNT/CAP para detecc¢éo de
AU também foram investigadas. A Figura 27-A mostra uma curva amperométrica
de ECV/IMWCNT/CAP, com sucessivas adicoes de AU (pH 7,0). O melhor
potencial a ser aplicado foi +0,32 V. A plataforma ECV/MWCNT/CAP responde
rapidamente as variacdes nas concentracdes. A relacdo entre a concentracdo
de AU e o sinal de corrente para ECV/MWCNT/CAP esta mostrada na Figura 27-
B.

A corrente aumentou linearmente em uma faixa linear de 5 a 70 ymol L?
(R? = 0,999, n = 14) para a deteccdo de AU. Foi possivel obter a sensibilidade
0,037 pA L* pmol, usando uma razéo 3 /b e sendo o o desvio padréo do valor
meédio para dez amperogramas do branco e b o coeficiente angular da curva
analitica, determinado de acordo com as recomendacdes da IUPAC
(COMMITEE, 1987), foi possivel obter a limites de deteccao e quantificacao de
1,56 e 4,73 ymol L2,

O processo desenvolvido pode ser expresso de acordo com a seguinte
equacao:

AI(uA) = -0,018+ 0.037 [AU]/umol L1

Figura 27 (A) Medidas cronoamperométricas para a eletro-oxidacdo de AU no
ECV/MWCNT/CAP obtidas em tampéo fosfato 0,1 mol Lt em pH 7,0, Eaplicado=*0,32

V vs. Ag/AgCI; (B) Curva analitica para a eletrooxidagdo de AU em tampao fosfato
0,1 mol L-em pH 7,0.
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Fonte: Autor, 2019.
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A Tabela 5 apresenta algumas publicagbes, com o propésito de
comparacao, envolvendo diferentes técnicas e matrizes para detecc¢éo de AU. O
presente trabalho apresenta limites de deteccdo intermediarios quando
comparados aos presentes na Tabela 5. A melhor plataforma foi eletrodo de
carbono vitreo/ mondlito de carbono ECV/CM, obtendo o LD 0,15 umol L. O LEEO
tem dois trabalhos referente a deteccdo de &cido urico, sendo o primeiro
publicado por SILVA e colaboradores (2012), com a plataforma
ECV/MWCNT/poli-AX, obteve o LD 0,31 umol L e a segunda foi por COSTA e
colaboradores (2016), cuja a plataforma de estudo foi ECV/MWCNT/poli-at-5-
NID, obteve o LD de 2.1 pmol L. O melhor resultado do nosso grupo foi com a
plataforma SILVA, 2012. Entretanto a plataforma proposta ECV,MWCNT/CAP,

facil preparacdo, em comparacao alguns trabalhados listados na tabela 5.

Tabela 5- Parametros eletroquimicos e analiticos de eletrodos modificados para a
determinacédo de AU.

Sensor Tecnica Faixa LD Referéncia
(umol L)  (umol L)

Eletrodo de VOQ 10-100 10,0 CHOUKAIRI et al.,

carbono/L-cisteina 2015

ECVICM VC 0,094-190 0,15 MUKDASAI et al.,
2014

ECV/CNTs-PAM VPD 4,0-400 1,0 ZHANG et al,
2015

ECV/Au-MSS VPD 20-7000 2,14 GUPTA,2015

CF/ZnO VPD 600-0200 6,7 LIU, et al., 2016

ECV/IMWCNT/poli-AX Amp 25-325 0,31 SILVA, et al., 2012

ECV/IMWCNT/poli-at-5-  Amp 5-50 2,1 COSTA, 2018

NI

ECVIMWCNT/CAP Amp. 5-70 1,56 Este trabalho

Fonte: autor desta dissertacdo,2019

Nota: ECV; eletrodo de Carbono vitreo; MWCNT: nanotubos de carbono de paredes miltiplas
MSS: esfera de silica mesoporosa:CNTs; nanotubos de carbono; CAP: capsaicina; poli-at-5-
NI: poli-5-nitroindol ativado; poli-AX: polimero do &cido xanturénico; PAM: poliacrilamida;Au;
ouro; ZnO: oxido de zinco; CAP: Capsaicina; CF: fibra de carbono; CM: mondlito de carbono;.
Vc: Voltrametria ciclica. VPD: voltametria de pulso Diferencial.VOQ: voltametria de onda
Quadrada; Amp: Amperometria.
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5.8 Estudo de interferentes

O estudo de interferentes na resposta do eletrodo é util para mostrar a
seletividade e abrangéncia do mesmo, assim como para estabelecer o preparo
da amostra, com o objetivo de minimizar os efeitos destes, nas analises. A
interferéncia de compostos eletroativos tipicamente presentes numa amostra
fisiolégica considerados para o estudo foram: acido ascorbico (AA), acido urico
(AU), serotonina (SE), epinefrina (EP) e acido xanturénico (AX). Na Figura 28
mostra a resposta amperométrica do eletrodo modificado quando aplicado +0,05
V, com adicbes sucessivas de (AA), (AU), (SE), (EP) e (AX).

N&o houve interferéncia na resposta do eletrodo de trabalho, uma vez é

possivel detectar o 4cido ascérbico na presenca destas.

Figura 28- Resposta amperométrica de ECV/IMWCNT/CAP, em adi¢cOes de (1) AA,
(2) AU, (3) EP,(4) SE e (5) AX, em tampao fosfato pH 7,0, potencial aplicado de
+0,05 V.
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Fonte: Autor, 2019.
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5.9 Andlises de amostras reais e testes de recuperacéao

O método proposto foi aplicado para a determinacdo de AA em urina
sintética e AU em plasma sanguineo sintético, utilizando o método de adicéo
padrdo. A amostra de AA foi diluido 80 vezes e AU foi diluida 2 vezes, esta
diluicdo ajuda a reduzir os efeitos de matriz em amostras reais. Para confirmar
os resultados, a urina e o plasma sanguineo foi fortificado com solu¢des padrdes
de AA e AU em suas respectivas solucdes, em seguida, as quantidades totais
foram determinadas. O valor de recuperacao das amostras fortificadas foi de
98,4% para o AA (urina) e 102% para AU (plasma) (Tabela 6). O teste de
recuperacao foi realizado utilizando plasma sanguineo no caso de AU e urina
para o AA, com diluicdo (5,00 x 10 mol L'Y). Em seguida, 250 yL e (1x10-3 mol
L1). Em seguida 50 pyL das amostras diluidas foram colocadas na célula
eletroquimica (5 mL) e quantificadas por amperometria.

Tabela 6. Determinagado de AA (urina sintética) e AU (plasma sintético).

AU AA
Detectado (umol L1)?2 26,49 24,2
Adicionado (umol L) 50 50
Apés adigdo (umol L1)?2 31,6 29,1
Recuperacgao (%) 102 98,4
D.P.R. (%)° 2,22 1,65

aNUmero de amostras analisadas, 3.

bDesvio padréo relativo

Fonte: Autor, 2019.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO (PARTE 2)

6.1 Processo de Polimerizacao de AX em ECV/MWCNT

O voltamograma ciclico obtido com o eletrodo modificado por
ECV/IMWCNT, usando AX dissolvido em tampéo fosfato pH 5,5 (Figura 29),
exibiu um pico de oxidacéao irreversivel em llla = 0,71 V vs. Ag/AgCl, o que
corresponde ao inicio do processo de polimerizacado, eletrogerando um sistema
redox reversivel em lla= +0,24 V e llc 0,83 V vs. Ag/AgCI.

Observa-se, em ciclos sucessivos, a diminuicdo do pico llla e 0 aumento
dos picos redox lla e llc, indicando cobertura gradual da superficie do eletrodo
de trabalho, com filme eletroativo. O eletrodo ECV/IMWCNT/AX, foi lavado com
agua destilada para retirar o excesso de 4cido xanturénico presente na superficie
do eletrodo, e, na sequéncia, foi imerso em uma nova solucao de tampao fosfato
pH 7,0 para a deteccdo dos analitos. A resposta voltamétrica do
ECV/IMWCNT/AX consiste em processo quase-reversivel bem formado cujo
potencial de 0,043 V vs. Ag/AgCI/Cl. Essas condi¢bes foram utilizadas para
todos os estudos eletroquimicos.

Podemos afirmar que a presenca de MWCNT impediu a passivacao.

Figura 29- Voltamogramas Ciclicos na faixa de -0,6 a 1,0 V vs. Ag/AgCl para a
polimerizacéo e ativacdo do ECV/MWCNT com &cido xanturénico a 300 umol L?,
em solucédo tampéo fosfato 0,1 pmol L, pH55e v=50mV s™.
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Fonte: Autor,2019.
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6.2 Atividade Eletrocatalitica de ECV/IMWCNT/AX frente a dopamina (DA)

Como ja mencionado, a plataforma ECV/MWCNT/AX apresentou efeito
eletrocatalitico para a deteccdo de NADH, acido arico e acido ascorbico,
trabalhos realizados pelo grupo no LEEO da Universidade Federal de Alagoas
(SILVA, 2010; 2012). Contudo, para dar continuidade aos estudos com esta
plataforma foram avaliados seus efeitos eletroanaliticos para DA, uma vez que
esse é um analito de extrema relevancia, e sua concentragcdo elevada ou baixa
pode estar relacionada a uma série de patologias. Alguns ensaios foram
realizados com DA para avaliar se haveria catalise redox, a partir do polimero
eletrogerado, na presente plataforma nanoestruturada.

Na Figura 30, com auséncia de dopamina observamos um sistema redox
(la e Ic), referente ao mediador redox, eletrogerado a partir da oxidacéo do acido
xanturénico (Figura 29). Na primeira varredura do voltamograma, na presenca
de dopamina, (Figura 30), foram observados 2 picos de oxidacédo (la e lla). O
pico lla em 0,24 V vs. Ag/AgCl que corresponde a oxidacdo da dopamina, além
disso, foi possivel observar o aumento de corrente no sistema redox (la e Ic),

sugerindo a formacéo de um possivel sistema redox.

Figura 30- Voltamogramas ciclicos para o ECV/MWCNT/AX na auséncia e
presenca de Dopamina (DA), v=5 mV s, em tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0.

124 PBSpH7,0
200 ymol L™ DA lla

-4 r r r r r r r r r
0,3 -02 01 00 01 02 03 04 05 06
E(V) vs. Ag/AgCl

Fonte: Autor, 2019.
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Em eletroquimica, um dos mecanismos da eletropolimerizacdo para a
dopamina (DA), em solugdo aquosa, envolve a oxidacdo desta para
dopaminoquinona em um sistema de dois elétrons. Dependendo do pH, a amina
€ desprotonada e a molécula pode sofrer adicao intramolecular, resultando em
uma reacdo de ciclizacdo, originando leucodopaminocromo, mais facilmente
oxidavel que sua precursora DA e pode entdo sofrer reacdes redox adicionais,
formando uma série de produtos (Figura 31) (HAWLEY, 1967; KE, 2006; XIANG,
2007).

Figura 31- Mecanismo de oxida¢c&do da dopamina.
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Fonte: SILVA et al., 2019.
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Por meio dos estudos realizados em diferentes velocidades de varredura
verifica-se 0 aumento da corrente de pico anddico de DA com o aumento da
velocidade de varredura, bem como o deslocamento do potencial de oxidagéao
de DA para valores mais positivos, indicando desta forma uma limitacdo cinética

para este processo redox na plataforma utilizada (Figura 32).

Figura 32- Voltamogramas Ciclicos de ECV/MWCNT/AX em vérias velocidades de
varredura em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L?, pH 7,0 na presenca de 200
pmolLY de DA.

O,‘10 0,‘15 0,‘20 0,‘25 0,50 0,55

E(V) vs. Ag/AgClI
Fonte: Autor, 2019.

O grafico de corrente catalitica Ipa vs. a raiz quadrada da velocidade de
varredura de potencial (v¥?) na faixa de velocidade de 0,003 a 0,015 V s foi
construida para a DA e resultou numa dependéncia linear, desta forma podemos
concluir que o processo é controlado por difuséo para a interacdo de DA com a
plataforma proposta na (Figura 33).

Figura 33- Variacdo da corrente de pico anddica Ipa vs. v¥2 no ECV/IMWCNT/AX,
em solucédo contendo 200 pmol L de DA. Medidas realizadas em solucdo tampé&o
fosfato 0,1 mol L, pH 7,0 e v: 0,003-0,015 V st

R=0,98
14 y=152x-4,3

0,65 0,66 0,671/3,68 0,I09 0,I10 O,I'I‘l 0,12
-1
Fonte: Autor, 2019. v (Vs )

Para comprovar que o processo de oxidacéao eletrocatalitica entre DA e a

plataforma ECV/MWCNT/AX apresenta uma etapa quimica acoplada, foi
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elaborado um grafico da corrente de pico normalizada com a velocidade de
varredura (Ipa/v ) vs v (Figura 34) é possivel observar um perfil caracteristico de
um processo eletroquimico-quimico catalitico (ErRCcat) (BARD e FAULKNER,
2001).

Figura 34- Variacdo da corrente de pico andédica normalizada Ipa/vvs:v no
ECV/MWCNT/AX em solucédo contendo 200 pmol L de DA. Medidas realizadas em
solucdo tampao fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 e v: 0,003-0,015 V s™.
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Fonte: Autor, 2019.

6.3 Estudos Cronoamperométricos

A cronoamperometria de salto de potencial foi aplicada para a
investigacdo do processo eletrocatalitico em ECV/MWCNT/AX da mesma forma
que foi utilizado no capitulo anterior para a plataforma derivada da capsaicina.

Na Figura 35, podemos avaliar o comportamento cronoamperomeétrico da
oxidagcdo da DA, na plataforma proposta ECV/IMWCNT/AX, a fim de obter
parametros cinéticos, Figura 35-A, esta representada a cronoamperometria de
duplo salto. Neste experimento, foram feitas adi¢cdes sucessivas de DA, com
aplicacao do potencial de oxidagcéo (E=0,225 V) e o potencial de reducéo (E =
-0,15 V.

A partir da integracdo dos cronoamperogramas, foi possivel obter o
consumo de carga tanto para o processo catddico, quanto o anddico. Nestes,

h& um aumento significativo do processo anddico Figura 35-B.

O valor de Dpa, obtido a partir das inclinagdes de | vs. t12 (Figura 35-C)

para DA foi 7,95 10-5cm? s™1. A partir das inclinagées do grafico lcat/ILim vs. t¥2 em
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cada concentragdo estudada (Figura 35-D e E), foi possivel obter o valor de kcat,

o qual apresentou um valor calculado na faixa de concentracdo estudada de

1,44x10° L mol? s,

Figura 35- (A) Cronoamperogramas de ECV/MWCNT/AX em tampao fosfato 0,1 mol
L-1 pH 7.0 na auséncia e presenca de varias concentracdes de DA, Einicial= +
0,225 V e Efinal= - 0.150 V vs. Ag/AgCl; (B) Integracdo dos cronoamperogramas;
(C) Gréficos de | vs. t'¥2; (D) Gréficos de Icat/ILim vs. t¥2; (E) inclinacédo vs [DA].
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6.4 Deteccdo Amperométrica

6.4.1 Dopamina

As propriedades eletrocataliticas de ECV/MWCNT/AX para deteccdo de
DA também foram investigadas. A Figura 36-A mostra um cronoamperograma
com sucessivas adi¢des de DA (pH 7,0). O melhor potencial a ser aplicado foi
+0,225V. A relacdo entre a concentracdo de DA e o sinal de corrente para
ECV/IMWCNT/AX esta ilustrado na Figura 36-B.

A corrente aumentou linearmente em uma faixa linear de 5 a 75 ymol L
(R2=0,99, n = 16) para detecgédo de DA, foi possivel obter a sensibilidade 16 nA
Lt ymol=. Usando uma razéo 3 o/b e sendo ¢ 0 desvio padrdo do valor médio
para dez amperogramas do branco e b o coeficiente angular da curva analitica,
determinado de acordo com as recomendacdes da IUPAC (COMMITEE, 1987),
foi possivel obter a limites de detecgdo e quantificagdo de 2,423 uymol Lt e 7,34
pumol L.

O processo desenvolvido pode ser expresso de acordo com a seguinte
equacao:
AI(pA) = 0,048 + 0,016[DA]/pmol L+

Figura 36- (A) Medidas cronoamperométricas para a eletrooxidacdo de DA no
ECV/MWCNT/AX obtidas em tampéo fosfato 0,1 mol L* em pH 7,0, Eaplicado=
+0,2500 V vs. Ag/AgCl.; (B) Curva analitica para a eletrooxidacdo de DA no
ECV/MWCNT/AX, em tampao fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,0.
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Fonte: Autor, 2019.



80

Na Tabela 7, podemos observar diversas plataformas para a deteccao de
dopamina descrito na literatura. As plataformas propostas por WANG & BI,
(2013) e SILVA (2017) com melhor limite de deteccdo em referéncia a plataforma
proposta para este trabalho, no entanto, mostrou-se superior aos trabalhos
proposto por SALGADO (2014), SILVA,2014, MIN & YOO (2019).
Adicionalmente, € possivel destacar que a plataforma desta dissertacdo
apresenta o limite de deteccdo intermediario quando defrontados com alguns
trabalhos da literatura, sugerindo que o sensor proposto é de facil preparacéo e
0s matérias utilizado sdo acessiveis devido ao custo beneficio, quando
comparado a uma serie de materiais presente na modificacdo dos eletrodos
mostrados na Tabela 7, para o qual a técnica aplicada na constru¢do deste
sensor € a amperometria, essa apresenta uma alta sensibilidade e curto tempo

de analise quando comparamos com as técnicas voltamétricas.

Tabela 7- Parametros eletroquimicos e analiticos de eletrodos modificados para
a determinacdo simultanea de DA.

Sensor Técnica Faixa LD Referéncia
(umol L) (umol L)
poli-PVA/ECV Amp. 3-30 2,67 SALGADO,
ET AL. 2014
TIR-SWNTs-Ppy/ECV Amp 5-500 5 MIN & YOO,
2009
Poli-tifMWCNT/ECV VPD 0,1-30 0,02 WANG & BI,
2013
ECVIMWCNT/poli-CAP  Amp 5-115 1,8 SILVA,2017
ECV/MWCNT/poli-AF Amp 5-120 2,21 SILVA,2017
ECV/MWCNT/poli-AV Amp 150-600 45 SILVA, 2014
ECV/IMWCNT/AX Amp. 5-75 2,42 Este
trabalho

Fonte: Autor, 2019.

Nota: ECV: eletrodo de carbono vitreo; VPD: voltametria de pulso diferencial; VC: voltametria
ciclica; VOQ: voltametria de onda quadrada; SWNTS: Nanotubos de carbono de parade Unica
tridimensional; NW: nanofios; MWCNT: Nanotubo de paredes mudltiplas; PVA: poli(alcool
vinilico); MEC:(modificado com 2- mercaptobenzotiazol); PPY (polipirrol); Poli-TIR: polimero de
tirosina, poli-CAP: polimeros de capsaicina;; poli-AF: polimero de acido ferulico; Poli-AV:

polimero de &cido vanilico.
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6.5 Analises de amostras reais

O método proposto foi aplicado para a determinacdo de DA em amostras
farmacéuticas, utilizando o método de adi¢cao padrdo. A amostra de DA foi diluida
10,63 vezes, esta diluicdo ajuda a reduzir os efeitos de matriz em amostras reais.
Para confirmar os resultados, as amostras farmacéuticas foram fortificadas com
solucéo padréo de DA e, em seguida, as quantidades totais foram determinadas.
O valor de recuperacao das amostras fortificadas foi de 106% para DA (Tabela
8). O teste de recuperacéao foi realizado utilizando amostra real, no caso de DA,
com diluicdo (2,5 x 10 mol L?). Em seguida, 50 yL da amostra diluida foi

colocada na célula eletroquimica (5 mL) e quantificadas por amperometria.

Tabela 8. Determinagdo de DA em amostras farmacéuticas

DA
Detectado (umol L) 25,8
Adicionado (umol L) 5,0
Apés adigdo (umol L) 31,1
Recuperagdo (%) 106
C.V (%)° 2,18

aNumero de amostras analisadas, 3.
sDesvio padrao relativo

Fonte: Autor, 2019.
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7. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel construir diferentes plataformas para fins
analiticos a base de nanotubos de carbono e polimeros eletrogerados a partir de
derivados de fendis: capsaicina e &cido xanturénico. Estes processos de
modificacdo, com nanotubos de carbono e ativacao, promoveram a formacéao de
pares redox, que possibilitaram o desenvolvimento com sucesso de sensores
eletroquimicos, sendo uma alternativa viavel para determinacdo de &cido
ascorbico, &cido xanturénico, acido urico e dopamina.

Os estudos eletrocataliticos e cinéticos do AA, AX, AU e DA por meio da
cronoamperometria, empregando o sistema desenvolvido ECV/MWNCT/CAP e
ECVIMWNCT/AX comprovaram a eficiéncia deste sistema em mediar a
transferéncia de elétrons.

As plataformas nanoestruturadas modificadas pelos mediadores CAP e
AX, foram capazes de promover a deteccdo de AA, AX, AU e DA, com boa
sensibilidade e estabilidade, bem como em tempo de resposta curto. Os
sensores propostos sao de facil preparacdo, quando comparados a Varios
materiais envolvidos na modificacéo de eletrodos, e os materiais envolvidos sdo
de baixo custo. Os sensores possuem caracteristicas promissoras para o

desenvolvimento de novos dispositivos miniatuarizados para o mercado.
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8. PERSPECTIVAS

Construgcdo de novos sensores eletroquimicos com a utilizagdo de
diferentes modificadores como nanoparticulas de ouro, grafeno, liquidos iénicos,
entre outros, visando aumentar a sensibilidade e a seletividade para aplicacdes

em matrizes biologicas e/ou de alimentos.

E necesséria a caracterizacdo dos produtos oxidados de CAP e AX e
estudos morfolégicos da plataforma ECV/IMWCNT/CAP e ECV/IMWCNT/AX.

Otimizar o sistema para realizar curvas analiticas dos analitos

apresentados.
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