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RESUMO

Neste trabalho é descrito o desenvolvimento de um sensor eletroquimico simples e
eficiente a base de nanotubos de carbono de paredes mdltiplas (do inglés MWNCT)
e quimicamente modificado com nitroanilinas polimerizadas e seus produtos de
reducdo, no intuito de desenvolver um sensor para determinar simultaneamente
acido arico (AU), acido ascorbico (AA) e dopamina (DO). As nitroanilinas sobre o
MWNCT depositado em carbono vitreo, sdo reduzidas, gerando o par redox
hidroxilamina/nitroso, originando o eletrodo quimicamente modificado (EQM). As
técnicas empregadas para a realizacdo deste trabalho foram voltametria ciclica e
cronoamperometria, as quais foram utilizadas para estudar o comportamento
eletroquimico dos eletrodos modificados, deteccdo dos analitos em amostras
biolégicas, obtencdo dos parametros cinéticos e caracterizacdo analitica da
plataforma. Com o intuito de verificar a influéncia da posi¢cdo do grupo nitro na série
das nitroanilinas, os isdmeros orto-nitroanilina (0NA) e meta-nitroanilina (mNA) foram
avaliados em relacdo a sensibilidade e resposta para a deteccao de AA e AU,
seguindo a mesma metodologia de modificacdo e ativacdo do sensor modificado
com para-nitroanilina (pNA), que apresentou maior variacdo de corrente, indicativa
de maior sensibilidade. Os estudos cronoamperométricos foram realizados com o
objetivo de obter maiores informacdes acerca dos processos redox entre AA e a
plataforma funcionalizada, uma vez que este demonstrou ser um processo catalitico.
Assim, por meio de gréaficos e equacdes de Cottrell, foi possivel obter os valores
aparentes para o coeficiente de difusdo (Daa) € a constante catalitica (kcat) da
reacao para o AA. Os valores do Daa € de kcat, determinados para AA, foram de 3,83
x 10° cm? st e 1,88 x 10° M s?, respectivamente. O sensor amperométrico
apresentou como figuras de meérito relativas a determinacdo de AA, DO e AU, os
seguintes valores: em relacdo ao AA apresentou faixa linear de 5 a 80 uM e limite de
deteccédo 9,84 uM; para DO, faixa linear de 5 a 80 uM e limite de deteccéo de 2,13
uM e, em relagdo a AU, faixa linear de 5 a 80 uM, e limite de detec¢éo de 2,30 uM. A
partir do desempenho obtido, justifica-se a utilizagdo da plataforma nanoestruturada
fundamentada em MWNCT e pNA ativado como sensor principalmente para a
determinacao simultanea de AA, DO e AU. O estudo comparativo entre os isdbmeros
evidenciou que os sensores formados por pNA e mNA mostraram maior
sensibilidade frente aos analitos AA e AU quando comparados com a plataforma
formada por oNA. O estudo com os sais de diazbnio, utilizando os mesmos
parametros da oxidacdo e ativacdo, mostrou que a para-nitroanilina adere a
superficie do eletrodo por grafitagem.

Palavras-Chave: Nanotubos de carbono. Nitroanilinas. Antioxidantes. Sensor
eletroquimico.



ABSTRACT

This paper describes the development of simple and efficient electrochemical
sensors, based on multi-walled carbon nanotubes (MWNCT) chemically modified
with nitroanilines (NA), and electroreduced products. These sensors were developed
for the simultaneous determination of uric acid (UA), ascorbic acid (AA) and
dopamine (DO). NAs, on the MWCNT-modified glassy carbon, suffer reduction,
where the nitro group is reduced irreversibly generating the redox couple
hydroxylamine/nitroso, originating the chemically modified electrode (CME). The
techniques employed for this work were cyclic voltammetry and chronoamperometry,
which were used to study the electrochemical behavior of the modified electrode, for
detection of analytes in biological samples, obtaining the kinetic parameters and
analytical characterization of the platform. In order to assess the effect of the nitro
group position in the series of nitroanilines, the isomers ortho-nitroaniline (oNA) and
meta-nitroaniline (mMNA) were evaluated for sensitivity and response toward AA and
UA detection, following the same procedure applied for para-nitroaniline (pNA), which
showed the highest current variation, indicating greater effectiveness. The
chronoamperometric studies were used, in order to obtain more information about
the redox process between AA and the functionalized platforms, since this proved to
be a catalytic process. Thus, by means of graphs and Cottrell equation, it was
possible to obtain values for the apparent diffusion coefficient (Daa) and the catalytic
constant (kcat) for the reaction with AA. The values of kcat and Daa determined for AA
were 3.83 x 10° cm? s and 1.879 x 10° M™ s™, respectively. The amperometric
sensor allowed the determination of AA, DO and UA. The following figures of merit
were obtained: for AA: linear range 5 to 80 uM and detection limit of 9.84 uM; for DO,
linear range of 5 to 80 uM and detection limit of 2.13 uM and, for UA, linear range of
5 to 80 uM and detection limit of 2.30 uM. From the obtained performance, the use of
nanostructured platform composed of MWNCT and activated pNA is justified, mainly
for the simultaneous determination of AA, DO and UA. The comparative study of the
isomers showed that the pNA and mNA chemically modified sensors showed
increased sensitivity toward the analytes AA and UA, compared to oNA. The study
with diazonium salts showed that para-nitroaniline adheres to the surface of the
electrode by grafting.

Keywords: Carbon Nanotubes. Nitroanilines. Antioxidants. Electrochemical sensor.
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Constante de velocidade da reacao
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Mediador
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Oxidado

Analito

Para-nitroanilina

Coeficiente de correlacdo

Reduzido
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1. INTRODUCAO

Métodos eletroquimicos tém aplicacGes importantes na andlise de amostras.
A propria superficie do eletrodo pode ser uma ferramenta poderosa. Ao controlar o
potencial, o eletrodo pode ser utilizado como uma fonte de elétrons de energia livre
variavel (CIUCU, 2014).

Apesar disso a utilizacdo da superficie do eletrodo para andlises com
moléculas biolégicas pode ser limitada, devido ao envenenamento superficial,

ocasionado por adsorcéo irreversivel, limitando assim a sensibilidade do método.

O uso de Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM), em analises
guimicas, tem sido de grande importancia, ja que esses tém como objetivo contornar
essas limitacbes. Com a modificacdo, pode-se obter efeitos eletrocataliticos e

prevenir passivagao superficial.

Em eletroanalitica, a busca por sensibilidade e seletividade estimulam a
busca por sensores eletroquimicos, mas apesar da versatilidade, a utilidade de um
sensor muitas vezes é limitada devido a passivacdo gradual da superficie,
consequéncia da adsorcdo de produtos da propria oxido-reducdo utilizada para
deteccdo, além disso os proprios subprodutos desta reacdo podem se polimerizar e
aderir na superficie do eletrodo, o que pode ter consequéncias positivas ou
negativas nas diferentes medidas (KUBOTA et al., 2000).

Dentre o0s métodos eletroquimicos, as técnicas voltamétricas e
amperométricas constituem uma ferramenta importante no estudo de analitos de
importancia ambiental, alimentar, farmacéutica e medicinal, devido as informacgfes
gualitativas e quantitativas e até a possibilidade de estabelecer um mecanismo de
reducdo e oxidacdo de um sistema. Os métodos eletroanaliticos tém algumas
vantagens em relacdo a outros métodos analiticos, pois apresentam especificidade
para um estado redox particular de um elemento e instrumentacao barata e de facil
compreensao (SKOOG et al. 2002).

Existem varios trabalhos na literatura propondo técnicas eletroanaliticas para

determinacdo de antioxidantes como &cido ascoérbico (AA), urico (AU) e dopamina
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(DO) como por exemplo, o uso de Azure A em MWCNT modificado com
nanoparticulas de ouro (FILIK et al., 2015), eletrodo de grafite modificado com
grafeno (MALLESHA et al., 2011), nanocompésitos de oxido de grafeno reduzidos
com base em Au@Pd [Jiang e Du, 2014], eletrodo modificado com nanoparticulas
de ouro-B-ciclodextrina-grafeno (TIAN et al., 2012) e eletrodo de pasta de carbono
modificado com multicamadas de nanotubos de carbono, liquido idnico e
nanoparticulas de paladio (RAFATI et al., 2014), entre outros. Porém muitas destas

técnicas tem elevado custo e requerem um amplo tratamento.

Sendo assim o emprego de técnicas eletroquimicas para determinacdo dos
antioxidantes como AU, AA e DO tem sido proposto como alternativa viavel e

promissora.

As nitroanilinas tem sido investigadas eletroquimicamente sobre varias
superficies eletrédicas, como por exemplo, a orto-nitroanilina (o0NA) que foi utilizada
para modificar a superficie de aco contra a corrosdo (SACHIN et al., 2007), a meta-
nitroanilina (mMNA) junto de alguns nanomateriais modificando a superficie de
eletrodo de carbono vitreo, para determinacdo de ions cobre (DEDELAITE et al.,
2015), aplicando técnicas como espectroscopia de impedancia eletroguimica
[SACHIN et al., 2007] e voltametria de pulso diferencial (DEDELAITE et al., 2015).

O presente trabalho visa, portanto, utilizar eletrodos de carbono vitreo
guimicamente modificados com MWNCT (ECV/IMWCNT) e nitroanilinas,
polimerizadas, polimerizadas e ativadas por reducdo de grupos nitro, assim como
submetidas a processos que geram grafitagem de superficie, na andlise de

antioxidantes e neurotransmissores de importancia biologica.

Os eletrodos modificados s&o representados pelas seguintes siglas:
ECV/IMWCNT: eletrodos de carbono vitreo quimicamente modificados com
MWNCT; ECV/MWCNT/pol-pNA: eletrodos de carbono vitreo quimicamente
modificados com MWNCT e pNA submetido a oxidacao, levando a polimerizacéo;
ECV/IMWCNT/pol-at-pNA: eletrodos de carbono vitreo quimicamente
modificados com MWNCT e pNA submetido a oxidacao, levando a polimerizacéo,
com reducado do grupo nitro; ECV/graf-pNA: eletrodos de carbono vitreo grafitado

com pNA e ECV/graf-at-pNA: Eletrodo grafitado com pNA e ativado por reducao.
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Os outros eletrodos foram modificados com oNA e mNA, semelhantes a pNA.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A presente revisdo encontra-se dividida em topicos relacionados aos
sensores eletroquimicos, dispositivos usados, modificacfes possiveis, mediadores

escolhidos, analitos e sua importancia.
2.1 Sensores Quimicos

Sensores quimicos sdo dispositivos, revestidos por uma camada de
reconhecimento bioldgico ou quimico, que permitem a coleta de dados e a obtencao
de informagBes com manipulagdo minima do sistema estudado. S&o utilizados no
monitoramento ambiental, em aplicagbes industriais, em seguranca, qualidade
alimentar, em servicos de saude e, principalmente, em diagnéstico de doencas
(Figura 1). H& uma forte expectativa em seu uso em clinica e ja sdo varios 0s

exemplos em que a aplicagéo é realizada (LABIB et al., 2016).

Figura 1 — Principais dispositivos e aplicacdes dos sensores.

Aplicagoes
Industriais

Qualidade
dos
Alimentos

Monitoramento
Ambiental

Nanobioeletronicos
e Sensores

Seguranca Diagnaosticos

Fonte: Adaptado de Lowinsohn et al., 2006.
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A figura 2 apresenta um esquema geral dos principais componentes de um
sensor quimico. A obtencdo de informacdo analitica depende basicamente da
capacidade do agente de reconhecimento, que comumente fica posicionado na
extremidade do dispositivo, em reconhecer a espécie de interesse de maneira
seletiva. Sao véarios os agentes de reconhecimento em termos de sensores:
mediadores redox, NTCs entre outros (LOWINSOHN e BERTOTT]I, 2006).

Figura 2 - Esquema geral dos principais componentes de um sensor quimico.

Analito Reconhecedor Transdutor Comunicador

=
’E:§> RE & C

Amostra/Analito NTC eletroquimica tratamento de sinal
Mediadores redox  Optico Leitura
etc... massa

Fonte: Adaptado de MERKOCI, 2016.

Existem varias alternativas para imobilizar os agentes de reconhecimento na
superficie do sensor e um aspecto relevante associado a esta operacdo relaciona-se
a necessidade de acesso a algum processo quimico que viabilize a transducéo do
sinal para o detector. Por sua vez, o sinal transmitido deve ser maximizado em
relacdo as informacfes sobre o analito, ou seja, deseja-se minimizar o efeito de
contribuicdes estranhas como, por exemplo: interferentes, ruidos eletrénicos ou

erros experimentais.

Neste sentido, a efetiva capacidade do dispositivo em discriminar o analito
constitui-se um aspecto de grande importancia na fabricacdo de sensores de uso
geral e em larga escala, deve-se ressaltar, entretanto, que aspectos referentes ao

baixo custo, eficiéncia, sensibilidade, especificidade, estabilidade, rapidez e robustez
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também devem ser considerados (LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006), juntamente
com a portabilidade, uso in situ, especialmente se ndo precisar de equipamentos

caros e de transporte dificil.

Os sensores eletroquimicos tém como caracteristicas, sensibilidade,
seletividade, rapidez, precisdo, tendo ainda como vantagens a facilidade de
automacao, de operacao, possibilidade de miniaturizacdo e o baixo custo. Devido a
essas caracteristicas, tiveram um crescimento rapido entre a classe de sensores
guimicos e mantém uma posicdo de lideranca entre os sistemas atualmente
disponiveis (LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006; CIUCU, 2014).

As principais técnicas utilizadas em sensores eletroquimicos (LABIB et. al.
2016) podem ser classificadas em cinco tipos: voltametria/amperometria, impedancia
eletroquimica, condutometria, potenciometria e transistores de efeito de campo
(Tabela 1).

Nesse trabalho foram escolhidas as técnicas voltamétricas e
amperomeétricas por serem mais amplamente utilizadas, mais flexiveis e os sinais

gerados serem faceis de interpretar.



Tabela 1 — Principais técnicas eletroquimicas utilizadas para sensores eletroquimicos.

Técnica

Conceito

Parametros

Voltametria/
Amperometria

Espectroscopia de
impedancia
eletroquimica

Condutometria

Potenciometria

Transistores de efeito
de campo

Aplicagdo de um potencial em eletrodo de trabalho contra um eletrodo de
referéncia, com medida de corrente. A corrente surge a partir de eletrolise
através da oxidagcdo ou reducdo eletroquimica no eletrodo de trabalho e é
limitada pela taxa de transporte de massa das moléculas do reagente a partir
de uma solugao padrao/estoque para a interface do eletrodo.

Determina as propriedades resistivas e capacitivas de materiais sobre
perturbacdo do sistema por um pequeno sinal de excitagcdo AC senoidais
amplitude (2-10 mV).

Mede alteragBes na condutividade elétrica de uma amostra da solucao, tal
como muda a composi¢ao da solugdo durante uma reagéo quimica.

Determina concentracdo de uma espécie ibnica através da medida do
potencial.

Detecta uma alteracdo na fonte-dreno condutividade canal provenientes do
campo elétrico do seu ambiente.

Potencial (E);
Corrente (1);

Carga (Q);
Tempo (t).

Potencial (E);
Corrente (1)

Corrente (1)
(condutancia)

Potencial (E)

Fonte: Adaptado de Labib et al, 2016.
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2.1.1 Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM)

A denominagédo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi inicialmente
utilizada na eletroquimica, por Murray e colaboradores, para designar eletrodos com
espécies quimicamente ativas convenientemente imobilizadas em sua superficie
(MOSES et al., 1975; PEREIRA et al., 2002). Essa modificagdo tem como principal
objetivo, pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-
solugdo como uma forma de alterar a reatividade e seletividade do sensor base,
favorecendo o desenvolvimento de eletrodos para varios fins e aplicacdes, desde a
catalise de reacdes organicas e inorganicas até as transferéncias de elétrons de

interesse.

Para gerar tais modificacbes podem ser utilizados metais eletrodepositados,
nanoparticulas, espécies organicas adsorvidas, Oxidos, filmes poliméricos

condutores e ndo condutores, macromoléculas, compdsitos e outras misturas.

Avancos tecnolégicos na area dos EQMs encontram aplicacdes nas mais
diversas areas de atuacdo, como na saude publica, em hospitais ou laboratorios
satélites, como por exemplo o point of care; nas industrias de alimentos e
bioprocessos, onde o monitoramento em tempo real € muito valioso e em aplicacdes
ambientais, como a industria e os 6rgdos de vigilancia ambiental, que tem interesse
e necessidade de sensores para analise quantitativa de inumeras substancias
toxicas e/ou poluentes emitidos pelas industrias. (PEREIRA et al., 2002,
BRUGNERA et al., 2006, RAZMI-NERBIN et al., 2002).

EQMs tém atraido consideravel interesse nas Ultimas décadas, com a
possibilidade de maior controle sobre a natureza quimica da superficie do eletrodo
(ClucCu, 2014).

EQMs sao formados, de modo geral, por duas partes, eletrodo base e uma
camada do modificador quimico. Sua preparacdo depende das caracteristicas

analiticas desejadas do sensor.

Os métodos mais importantes utilizados para a introducdo de um agente
modificador sobre o eletrodo base consistem em adsorcao irreversivel direta, ligacéo

covalente a sitios especificos da superficie do eletrodo, recobrimento com filmes
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poliméricos ou ainda a preparacdo de eletrodos a base de pasta de carbono, com
um modificador pouco soluvel em agua, como mostrado na Tabela 2 (PEREIRA,
2002).

Tabela 2- Métodos de modificacdo de superficie de eletrodos

Modificagdes Caracteristicas

Adsorgéao Incorporacdo simples e rapida de compostos em uma
ampla gama de eletrodos base
Incorporacdo de um vasto numero de substancias, de
maneira estavel, através de manipulacdo da reatividade

Ligagao covalente dos grupos funcionais existentes na superficie do eletrodo

ou por grafitagem, utilizando sais de diazbnio,

principalmente (MOHAMED et al., 2015).

Filmes poliméricos Imobilizacdo de policamadas da espécie ativa na
superficie do eletrodo - ampliagdo da resposta
eletroquimica

Materiais Possibilidade de modificacdo interna do material

compaositos eletradico.

Fonte: Adaptado de Pereira et al., 2002.

Uma importante motivacdo para modificar a superficie do eletrodo é a
possibilidade de eletrocatélise, e, ainda da catalise redox. Eletrodos quimicamente
modificados que empregam mediadores redox imobilizados podem facilitar a
transferéncia de elétrons para uma série de analitos (CIUCU, 2014), alterando o

potencial redox.

O principio basico da catalise redox para os EQMs com mediadores

confinados na superficie do eletrodo € ilustrado na Figura 3.
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Figura 3 - Modelo de catalise redox em EQM, onde Sox/Sreq € Medo/Medrey S0 as
formas oxidadas e reduzidas do analito (S) a ser detectado e do mediador (Med),
respectivamente.

Med g
o / Red Ox
2 1 ——  Sgolucio
3
S
Med.., Red
ELETRODO Mo eletrodo: MRed - ng —— Mo,

!

Na solucdo '
eletrodo/mediador l

Mox + Sred ——» Mpgeg + Spy

Fonte: Adaptado de CIUCU, 2014.

Nesta sequéncia, 1- o analito se difunde, por gradiente de concentracdo ou
outros tipos de transporte, a partir da solucéo, para a superficie do eletrodo. 2- O
analito é oxidado numa reacao puramente quimica pela forma oxidada do mediador
(Medoy), regenerando Medgregq. O potencial do eletrodo é mantido a um valor
suficientemente positivo para a re-oxidacao a forma cataliticamente ativa. 3- Assim,
a transferéncia heterogénea de elétrons ocorre entre o eletrodo e 0 mediador e ndo
diretamente entre o eletrodo e o analito. Essencialmente, o mediador pode ser

considerado como um meio de transporte de elétrons entre o eletrodo e o analito.

Todas as propriedades analiticas importantes dos eletrodos (sensibilidade,
seletividade, reprodutibilidade e mesmo aplicabilidade) tém se mantido e melhorado
com a utilizagdo da modificacdo quimica, tudo isto pode oferecer muitas aplicacées

praticas como ja mencionado (PEREIRA, 2002).
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2.1.2 Modificadores de superficie eletrédica

2.1.2.1 Nanotubos de carbono (NTC)

Os nanotubos de carbono (NTC) tém atraido muita atencdo desde sua
descoberta, devido a sua boa condutividade elétrica, auséncia de toxicidade, alta
area superficial, significativa resisténcia mecéanica, boa estabilidade quimica,

possibilidade de funcionalizagéo e excelente adsorgéo (LOPES et al., 2015).

Os dois principais tipos de nanotubos de carbono sdo os nanotubos de
carbono de parede Unica (SWCNTs) (do inglés single-wall carbon nanotubes)
(Figura 4-1) de diametros de 1 a 2 nm e os nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNTs) (do inglés multi-wall carbon nanotubes) (Figura 4-2) de
diametro de 2 a 25 nm (LIJIMA,1993).

Os MWCNTs sado produzidos com baixo custo, e comparando com a maior
parte dos sensores disponiveis comercialmente, baseados normalmente em Oxidos
metalicos, silicio e outros materiais, 0s sensores baseados em NTC apresentam as
seguintes vantagens:

i) Alta condutividade elétrica, e consequente diminuicdo da resisténcia a
transferéncia de carga (MINNIKANTI, 2009);

i) Excelente estabilidade quimica;

i) Amplo potencial de aplicagdo como componentes eletronicos moleculares
(KRIVENKO, 2005);

iv) Possibilidade de funcionalizacdo devido a presenca de grupos carboxilicos (XIA,
2009);

v) Aumento da &rea superficial (SUNI, 2008);

vi) Alta sensibilidade, por causa da grande area de superficial, o NTC pode ser
utilizado para imobilizar enzimas, de modo a manter uma elevada atividade
bioldgica;

vii) Tempo de resposta rapido, os NTCs tém uma notéavel capacidade para mediar
rapidamente a cinética de transferéncia de elétrons;

viii ) Menor potencial de reacdo redox e menores efeitos de incrustacdo da
superficie;

iX) Alta estabilidade e maior tempo de vida.



28

Eletrodos a base de carbono tém sido utilizados devido ao seu baixo custo,
boa cinética na transferéncia de elétrons, e biocompatibilidade. NTCs tém sido
incorporados em sensores eletroquimicos. Sensores baseados em NTC geralmente
sdo mais sensiveis, possuem menores limites de deteccdo e cinética de
transferéncia de elétrons mais rapida do que eletrodos de carbono tradicionais. O
desempenho do eletrodo depende do método de sintese do nanotubo de carbono,
da modificacdo da superficie de NTC e do modo de fixacdo de mediadores no
eletrodo (JACOBS, PEAIRS E VENTON, 2010)

A literatura registra uma série de trabalhos com a utilizacdo de plataformas
modificadas com NTC. YANG e colaboradores descrevem recentes tendéncias de
sensores eletroquimicos a base de nanotubos de carbono para diversas
biomoléculas, eletrodos modificados com MWCNT com nitrocompostos substituidos
encapsulados (MOSCOSO et al., 2014), eletrodos de carbono vitreo modificados
com nanotubos de carbono para determinacdo de dopamina, &cido ascoérbico e
acido urico (Bl et al., 2012), sensor baseado em NTCs e L-DOPA para determinacao

de acido ascorbico, adrenalina e tirosina (ZARE et al., 2016), entre outros.

E intenso o uso de nanotubos de carbono em sensores eletroquimicos devido
aos varios beneficios ja relatados. Normalmente os NTCs séo incorporados sobre
eletrodos por crescimento direto na superficie do eletrodo, encaixando-os em
revestimentos de polimero, ou combinando com um ligante para formar pastas, a
serem incorporadas em eletrodos. Os métodos eletroquimicos comuns utilizados em
sensores modificados com NTC incluem voltametria, amperometria, espectroscopia

de impedancia elétrica e potenciometria (RIVAS, 2007).
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Figura 4 - Representacdo esquemaética: (1) SWCNT e (2) MWCNT

1) (2)

Fonte: Adaptado de Carbon Nanotubes — Polymer Nanocomposites e http://www.intechopen.com/books/carbon-

nanotubes-polymer-nanocomposites, acessado em 11/01/2016.

2.1.3 Mediadores

Ha grande interesse no desenvolvimento de sensores com 0 emprego de
mediadores, que sdo agentes para facilitar a transferéncia de elétrons (Figura 3). O
mediador geralmente € um composto com baixa massa molecular, cujo par redox
catalisa reacdes, facilitando seletivamente a transferéncia de elétrons entres os
analitos e o eletrodo (LIMA et al., 2008).

Este mediador geralmente deve possuir um potencial redox mais baixo
(menos negativo ou menos positivo, dependendo se o0 processo € redugcdo ou
oxidacdo, respectivamente) que os interferentes eletroquimicamente ativos na
amostra, apresentando como vantagens, medidas com menor dependéncia ou
completa independéncia da concentragdo do oxigénio e de outras substancias
presentes nas amostras (ROSATTO et al., 2001). Deve ser atéxico, de baixo custo e

pouco reativo como nucledfilo ou eletrofilo.


http://www.intechopen.com/books/carbon-nanotubes-polymer-nanocomposites
http://www.intechopen.com/books/carbon-nanotubes-polymer-nanocomposites
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2.1.3.1 Nitroaromaticos

Compostos aromaticos contendo substituintes nitro sdo amplamente
conhecidos. Sdo comumente utilizados na industria petrolifera, téxtil, farmacéutica,
de celulose, de quimica fina e também na manufatura de explosivos. Estes
compostos sao intermediarios importantes na industria de produtos quimicos
(SANTOS et al., 2011).

A eletroquimica de compostos nitroaroméaticos tem sido amplamente estudada
em eletrodos convencionais, no entanto, alguns estudos tém sido dedicados a

aplicacdo de compostos nitro em nanotubos de carbono (HAMMERICH et al., 2015).

Nos ultimos anos, a modificacdo de eletrodos com grupos nitroaromaticos foi
descrita em eletrodos convencionais, incluindo eletrodo de ouro e de carbono vitreo.
Varios trabalhos com modificacdo da superficie com grupo nitro foram feitos nas
ultimas décadas, eletrodos modificados com NTCs e nitroaromaticos em meio
agquoso (R. MOSCOSO et al. 2011), atividade eletrocatalitica do eletrodo modificado
com 4-nitroftalonitrila para a deteccdo de L-glutationa (LIMA et al. 2008), eletrodo de
pasta de carbono modificado com 4-nitroftalonitrila para deteccdo de NADH (LIMA et
al. 2008), entre outros. A tabela 3 lista uma série de sensores que utilizam

mediadores nitrados em eletroanalise.

Adicionalmente, alguns autores estdo explorando o par redox
hidroxilamina/nitroso (Figura 5) eletrogerado na superficie do eletrodo como
ferramenta para a construgcdo de sensores [LIMA, et al., 2008; MUNTEANU et a.
2004; LIMA et al., 2009; SANTHIAGO et al., 2010].



Figura 5 - Representacéo para formacé&o do par redox hidroxilamina/nitroso.

5 H
o,/ 4H* de ‘ H ﬂ
R—N T SN —
O 2 R 0. +2e,2H*
Grupo nitro Hidroxilamina

Atividade eletrocatalitica

Fonte: autor desta dissertacdo, 2016.

Nitroso
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Tabela 3 - Sensores utilizando mediadores com grupo nitro
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Mediador Estrutura Analito Técnica pH Faixalinear LOD (umol Referéncia
(umol L™ L™
) NO, NO,
Acido 3,5-bis(3,5-
dinitrobenzoilamino) e NADH VC 70 e e PAEZ et. al.
benzdico em O2N NO, 2009
carbono HN@/NH
COOH
O~_OH _ _
) NADH Amperometria 7,0 2,0-35 0,6 CORREA et. al.
Acido 3,5- 2013
dinitrobenzéico
NO; NO, NADH vC 8,0 4,0 - 42,0 1,2 SANTHIAGO et.
al. 2009
NO;
2,4,7- Trinitro-9-
fluorenona NADH VvC 80 - e MANO et. al.
9
0N NO,
o
NADH VC 80 - e MANO et. al.
2000
Acido 2,5,7-Trinitro-9-
fluorenona-4-carboxilico Desidrogenase
VC 80 e e MANO et. al
2001
Glicose/ VC 80 e MANO et. al.

2001
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NADH
NADH 7,0 0,8-8,5 0,25
. N 0-N =N Amperometria LIMA et al.
4-Nitroftalonitrila 2008
=N L-Gutationa 7,0 0,8-83,0 2,7
Amperometria
2-Nitro-9-fluorenona 0.0 NO, NADH vC 80 - e MANO et. al.
1999
O
0 o
i S-S -
Acido 5,5"-Ditio-bis(2- HO OH L-cisteina 7,0 9,0 - 250 2,7 SANTHIAGO et.
nitrobenzdico) ON NO, Amperometria al. 2010
Niclosamida
NADH 7,0 10- 280 3,0 LOPES et al.
HO NO 2015
2 Amperometria
Cl
Fonte: Autor desta dissertacao, 2016
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Vérias aminas arométicas, anilinas e derivados tiveram estudos
eletroquimicos mais extensivos nos ultimos anos. O objetivo comum desses estudos
foi explicar o mecanismo complexo de formacdo de uma série de produtos de
oxidagcdo, em diferentes condi¢cbes de eletrolise e usando reagentes com Varios
substituintes. Muitos investigadores concentraram seu interesse em entender as
fases iniciais das reacdes nos eletrodos, que produzem polianilinas, com amplas e
importantes aplicacbes (HAMMERICH et al., 2015).

Compostos bifuncionais, como as nitroanilinas (Figura 5) tém atraido a
atencao por causa de efeitos especificos do grupo nitro, eletroatraente, e um grupo
amino, eletrodoador (HAJAR NEJATIPOUR, MEHRDAD DADSETANI, 2016). Isso
resulta em transicdes eletrdnicas de baixa energia com migracéo de carga dentro da

molécula.

Figura 6 - Estruturas Quimicas das para-, meta- e orto-nitroanilinas (pNA, mMNA e oNA)

O2N O,N NH, O,N

NH, H,N

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016

Devido as particularidades desses isdmeros, alguns trabalhos foram
realizados ao longo dos anos, como o estudo de propriedades Opticas de cristais
moleculares de mNA e oNA (HAJAR NEJATIPOUR e MEHRDAD DADSETANI,
2016), determinacdo eletroquimica de ions cobre a partir de eletrodos de carbono
vitreo modificado com nanomateriais e mMNA (DEDELAITE et al., 2015),
caracterizacao por espectroscopia Raman de polimeros derivados a partir de mPA e
PNA (ANDO et al., 2007) e estudo comparativo do comportamento de eletrossorgéo
de PpNA, oNA e mNA, que servem como ponto de referéncia para estudos
espectroeletroquimicos de nitroanilina polivinilamina substituidas (JBARAH et al.,
2006; ROTH et al., 2006)
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2.2 Analitos

A deteccdo de moléculas clinicamente relevantes é fundamental para entender
as suas funcgdes biologicas, fisioldgicas e desenvolvimento de diagndésticos clinicos,
ja que essas moléculas desenvolvem varias fungdes nos organismos. Nas ultimas
décadas, a analise ndo séo realizadas exclusivamente em laboratorios clinicos. Ao
contrario, vem sendo efetivadas em varios ambientes como: hospitais, por

cuidadores e até mesmo pelos proprios pacientes em sua propria casa.

Devido a importancia biologica dos antioxidantes acido ascoérbico (AA), acido
arico (AU) e do neurotransmissor dopamina (DO), é necessario desenvolver
ferramentas para suas andlises que apresentem baixo custo, portabilidade, alta

sensibilidade, baixo limite de detecc¢ao e resposta em um curto periodo de tempo.

AA, DO e AU sao pequenas biomoléculas cruciais para processos fisioldgicos
no metabolismo humano. Esses analitos geralmente coexistem em matrizes
biolégicas, onde seus niveis anormais contribuem para varias doencas e disturbios
(FILIK et al, 2015).

2.2.1 Acido L-Ascorbico

O é&cido L-ascorbico (AA) (Figura 7) ou vitamina C € uma vitamina soluvel
presente em muitos sistemas biolégicos e em preparacbes de multivitaminas,
comumente usada como antioxidante (AGUI et al., 2007). Em sistemas biol6gicos,
em pH fisiolégico (7,4), 99,95 % da vitamina C (AA) encontra-se na forma de
ascorbato, que ¢ a forma que atua como antioxidante, ao doar um H" ou [H* + €]
para um radical (SILVA., 2012). Tem sido utilizado também para a prevencédo e
tratamento de resfriado comum, doengas mentais, infertilidade, cancer, AIDS, entre
outras (REFSUM et al., 1998).
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Figura 7 - Estrutura Quimica do Acido L-Asc6rbico

HO
OH

HO

HO

Fonte: Autor desta dissertacdo, 2016

O ascorbato (AscH) atua como antioxidante sobre espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, em ambiente biolégico aquoso, resultando na formacéo do
anion radical semidesidroascorbato (Asc’), ou ascorbila, pouco reativo. Atua
eficientemente sobre o anion-radical superéxido (O,7), peréxido de hidrogénio
(H20>), hipoclorito (CIO") e os radicais hidroxila ((OH) e hidroperoxila (OOH). O
ascorbato pode atuar diretamente nas membranas celulares, impedindo a iniciagao
da peroxidacado lipidica ou, indiretamente, por regenerar a vitamina E, que atua
como antioxidante na face lipofilica da membrana (BARREIROS et al., 2006; LIMA,
2009; SILVA 2012).

2.2.2 Acido Urico

O acido urico (AU) (Figura 8), é o principal produto final do metabolismo da
purina no corpo humano. Ele surge como resultado da quebra dessas moléculas a
partir da acdo da enzima xantina oxidase (NOROOZIFAR et al., 2014). O AU, em
fluidos biolégicos, desempenha papéis determinantes ndo s6 no metabolismo
humano, mas também nos sistemas nervosos central e renal. Seu nivel anormal é
indicativo de doencas como: gota, isquemia cerebral, insuficiéncia renal e outras
condi¢des patoldgicas, incluindo a obesidade, a diabetes, a hipertensédo e doencas
cardiacas (LABID et al., 2016). Apresenta atividade antioxidante significativa e sua
concentragdo no plasma € maior que a de outros antioxidantes, tais como as
vitaminas C e E (GHISELLI et al., 2000; SILVA et al., 2012).
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Figura 8- Estrutura Quimica do Acido Urico

H
N

A

N
H
Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016

2.2.3 Dopamina

A dopamina (DO) (Figura 9) é um dos mais importantes neurotransmissores
da classe das catecolaminas. Desempenha papel importante no funcionamento do
sistema nervoso central, renal, sistemas hormonal e cardiovascular (MORENO et al.,
2010) e ainda influencia uma variedade de comportamentos como atencdo e
plasticidade neuronal e ainda desempenha um papel critico na memoria e
aprendizagem (LABID et al., 2016). A determinacdo da DO é de grande importancia
na investigacdo de suas funcgdes fisiologicas e para o diagnéstico de doencas do
sistema nervoso resultantes de metabolismo anormal de DO, tais como a epilepsia,

esquizofrenia e doenga de Parkinson.

Figura 9 - Estrutura Quimica da Dopamina

HO NH

HO

Fonte: Autor desta dissertacédo, 2016
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Visa o0 desenvolvimento de sensores fundamentados em nanotubos de
carbono modificados com p-nitroanilina (pNA), ativados de diferentes maneiras, e
isbmeros para determinacéo simultanea de &cido ascérbico (AA), acido urico (AU) e

dopamina (DO), em diferentes matrizes.

3.2 Especificos

* Estudar o comportamento da pNA em diferentes valores de pH;

* Preparar o eletrodo quimicamente modificado com base em nitroanilinas e

nanotubos de carbono;
« Estudar o comportamento eletroquimico dos sensores:

« ECV/MWCNT;

« ECV/MWCNT/pol-pNA;

« ECV/MWCNT/pol-at-pNA;
« ECV/graf-pNA;

+ ECV/graf-at-pNA,;

» Escolher o melhor processo de ativacao na auséncia de AA, AU e DO;
» Calcular parametros cinéticos na auséncia de AA, AU e DO;

+ Estudar o comportamento eletrocatalitico da plataforma nano-estruturada
ECV/MWCNT/at-pNA na deteccédo de AA, AU e DO;

» Determinar os parametros analiticos tais como: limite de deteccdo e faixa

linear de resposta para AA, AU e DO;
» Verificar a estabilidade e repetibilidade das medidas e no preparo do sensor;

* Obter uma curva analitica de deteccédo de AA, AU e DO sobre a plataforma
ECV/IMWCNT/at-pNA,;
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Utilizar o sensor em matrizes bioldgicas, tais como plasma e urina, para

guantificacdo de substancias com relevancia biolégicas;

Verificar o efeito da posi¢cdo do substituinte nitro, nos isdbmeros orto- (0NA) e

meta- (MNA) em relacéo a fabricacdo do EQM e na deteccao de AA e AU.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Reagentes

Os seguintes reagentes foram adquiridos de seus respectivos fornecedores e
utilizados sem tratamento prévio: 4-nitroanilina (pNA), 3-nitroanilina (mNA), 2-
nitroanilina (oNA), acido L-ascérbico (AA), acido urico (AU) e dopamina (DO) da
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA), fosfato de sodio monobasico monoidratado
(NaH,P0O,4.H,0), fosfato de sddio dibasico diidratado (Na,HPO4.2H,0), hidréxido de
sédio (NaOH), &cido cloridrico (HCI) e &cido nitrico (HNO3) foram obtidos da Vetec.

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) obtidos da Sigma

passaram por tratamento prévio com acido nitrico (HNO3).

4.2 Equipamentos e materiais

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
obtencdo da curva analitica foi empregado um eletrodo de disco rotatério (EDR),
com uma velocidade de rotacéo otimizada (100 rpm).

As medidas foram realizadas usando 5,0 mL de solucdo tampéo fosfato 0,1
M, pH 7,0. A eliminagdo de oxigénio dissolvido foi feita por borbulhamento de um
fluxo de nitrogénio (N2(g)) nas solugdes, durante 5 minutos, antes das analises.

4.3 Métodos
4.3.1 Preparo das solucdes de pNA, oNA e mNA

Em um eppendorf, foram pesados 2 mg da substancia (3,6 mM) e
adicionados 4,0 mL de solucdo HCI (0,1 M). Esta solucéo foi preparada antes das

modificacdes, foi armazenada em temperatura ambiente e utilizada por até sete dias.

4.3.2 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, adicionou-se 20 mL de acido nitrico
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concentrado. Deixou-se o sistema em aquecimento entre 140 - 150 °C, sob refluxo,
durante 4 h. Transferiu-se a mistura para um funil de Buchner no qual foi filtrada e
lavada sucessivamente com agua Milli-Q, até obter uma solugdo com valor de pH
7,0.

4.3.3 Preparacéo da dispersdo de MWCNT

Em um eppendorf, foi pesado 1 mg de MWCNT (obtido apos tratamento com
acido nitrico) e adicionado 1,0 mL de DMF. Esta mistura ficou sob agitacdo no
ultrassom por 2 h para uma melhor dispersao. Esta solucéo foi preparada antes das
analises e pode ser utilizada durante um més. Esta dispersdo pode ser armazenada

em temperatura ambiente e utilizada em outros experimentos.

4.3.4 Modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com MWCNT e pNA,
originando ECV/IMWCNT/pol-pNA

Foram adicionadas 5,0 uL da dispersdo de MWCNT, em 5 fragGes sucessivas
de 1,0 uL, com o auxilio de uma micropipeta a superficie do eletrodo. Em cada
adicdo, o DMF foi evaporado lentamente em estufa a 80 °C, durante 10 minutos,
para sO entdo serem adicionadas as proximas fracdes. Para a geracédo da espécie
eletroativa na plataforma nano-estruturada ECV/ MWCNT, o eletrodo de carbono
vitreo modificado com MWCNT foi imerso em uma solugcdo de pNA 3,6 mM e
realizadas 20 ciclagens na faixa de 0 a 1,0 V versus Ag/AgCl/CI" em 4,0 mL de
solucdo de HCI 0,1 M em velocidade de 20 mV s™. Este eletrodo modificado recebeu
a denominacdo de ECV/MWCNT/pol-pNA, ou seja, eletrodo de carbono vitreo
modificado por eletropolimerizacéo de pNA, sobre MWCNT.

4.3.5 Geragéo do eletrodo quimicamente modificado ECV/MWCNT/at-pol-pNA

O ECV/IMWCNT/pol-pNA, apos lavagem e secagem, foi imerso em 5 mL de
solugéo de tampé&o fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0 e realizadas 7 ciclagens na faixa de
0,5 a-1,0 V versus Ag/AgCl/CI', em velocidade de 20 mV s™, com reduc&o do grupo
nitro presente na molécula. O eletrodo gerado é denominado ECV/MWCNT/pol-at-
pNA, ou seja, eletrodo de carbono vitreo modificado por ativacdo do grupo nitro,

apos polimerizagcdo sobre MWCNT.
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4.3.6 Determinacédo da area ativa do EQM

A é&rea ativa do ECV/MWCNT/at-pol-pNA foi calculada, utilizando-se
ferricianeto de potassio como sonda eletroquimica e a equacao de Randles-Sevcik

(Equacéol):

Ip = (2,69x10%)n?/3ADY/?v*/2C,  (Equagio 1)

Sendo D e Co, o coeficiente de difusdo e a concentracéo do ferricianeto de
potassio no seio da solucao, respectivamente. Experimentos de voltametria ciclica
em diferentes velocidades de varredura foram realizados no ECV/MWCNT/at-pNA,

em uma solucdo de 1 mM [Fe(CN)e,]'?”'4

em KCI 0,1 M. A patrtir das inclinacdes de Ip
vs. v e utilizando D = 7,6x107° cm? s, n = 1, a area ativa foi ent&o obtida, a qual

apresentou um valor de 0,19 cm? (SANTHIAGO et al., 2009; SILVA et al., 2010).

4.3.7 Emprego do ECV/MWCNT/pol-at-pNA na anélise de AU em amostra real

O eletrodo modificado ECV/MWCNT/pol-at-pNA foi imerso em uma solucao
(0,1 M) de tampao fosfato pH 7,0, sob atmosfera de nitrogénio. Em seguida, foram
adicionadas aliquotas de AA, AU e DO, em diferentes concentracdes e aliquotas de
urina e soro diluidas 25 vezes e 16 vezes respectivamente e o0s sinais destas foram
comparados com o sinal do branco (auséncia dos analitos). Nestes experimentos, foi
selecionada uma faixa de potencial entre -0,4 a 0,5 V vs. Ag/AgCI/CI’, por voltametria

ciclica no sentido anddico, a uma velocidade de varredura de 5 mV st
4.3.8 Estudo com os isdbmeros oNA e mNA

4.3.8.1 Modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com MWCNT e oNA e mNA,
com geracao de ECV/MWCNT/pol-oNA e ECV/IMWCNT/pol-mNA

Foram adicionadas 5 fracdes sucessivas de 1,0 uL da dispersdo de MWCNT,
em DMF com o auxilio de uma micropipeta, a superficie do eletrodo. Em cada
adicao, o DMF foi evaporado lentamente em estufa a 80 °C durante 10 minutos para
s6 entdo serem adicionadas as proximas fracbes. Para a geracdo da espécie
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eletroativa na plataforma nano-estruturada ECV/MWCNT, o eletrodo de carbono
vitreo modificado com MWCNT foi imerso em solucdes da oNA e mNA 3,6 mM, em
experimentos separados, e realizadas 20 ciclagens na faixa de 0 a 1,0 V versus
Ag/AgCI/CI" em 4,0 mL de solucdo de HCI 0,1 M em velocidade de 20 mV s™.

4.3.8.2 Modificacdo de ECV/MWCNT/pol-oNA e ECV/MWCNT/pol-mNA, por
reducéo gerando ECV/MWCNT/pol-at-oNA e ECV/IMWCNT/pol-at-mNA

Os eletrodos modificados foram imersos em 5 mL de solucdo tampéo fosfato
0,1 mol L, pH 7,0 e realizadas 7 ciclagens na faixa de 0,5 a -1,0 V versus
Ag/AgCI/CI" em velocidade de 20 mV s, com reducéo do grupo nitro presente na
molécula, gerando o par redox hidroxilamina/nitroso, responsavel pela mediacéo

redox.
4.9 Estudos Cronoamperomeétricos

O eletrodo modificado ECV/MWCNT/pol-at-pNA foi imerso em tampéo fosfato
0,1 M e pH 7,0 onde as curvas de corrente versus tempo foram obtidas com Ejnicia=
+0,050 V e Ejina = -0,100 V, em varias concentracdes de AA.

4.10 Medidas cronoamperométricas para a eletrooxidacdo de AU, AA e DO no
ECV/MWCNT/pol-at-pNA

O sensor ECV/MWCNT/pol-at-pNA foi imerso em tampéo fosfato 0,1 M (pH
7,0). Os amperogramas para a oxidacdo de AA, DO e AU foram obtidos em
diferentes concentracdes e potenciais aplicados de +0,100 V, +0,225 V e +0,325 V

versus Ag/AgCI/CI respectivamente.
4.11 Preparo dos sais de diazbénio

Em um béquer foram adicionados 0,6906 g (10 mmol) de pNA e 5 mL de
agua. Foram acrescentados, com vigorosa agitacdo magnética e em um banho de
gelo, 3 mL de HCl 6 mol L™*. A seguir, adicionou-se gota-a-gota, uma solucao
previamente gelada contendo 7 mL de agua destilada e 0,414 g (12 mmol) de nitrito

de sbdio (CUNHA et al., 2013). Esse sistema ficou sob agitacdo durante 30 min.

4.12 Preparo do eletrodo grafitado ECV/graf-pNA

Para a preparo da espécie eletroativa no ECV, o eletrodo de carbono vitreo foi

imerso em uma solucao contendo 1 mL da solucdo de sal de diazénio a partir da
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pNA, de 5,0 mL de solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™, pH 7 e realizadas 20

ciclagens na faixa de 0 a 1,0 V versus Ag/AgCI/CI" em velocidade de 20 mV s™.

4.13 Preparo do eletrodo quimicamente modificado ECV/graf-at-pNA

O ECV/graf-pNA foi imerso em 5 mL de solugéo de tampé&o fosfato 0,1 mol L™,
pH 7,0 e realizadas 7 ciclagens na faixa de 0,5 a -1,0 V versus Ag/AgCI/CI, em
velocidade de 20 mV s, gerando o eletrodo grafitado ativado, ECV /graf-at-pNA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Previsao de reatividade, na oxidagdo de nitroanilinas

E possivel prever a reatividade das nitroanilinas a partir da oxidacg&o, via 1
elétron, apos desprotonagéo (Figura 10, parte A), em meio aprotico, com as devidas
estruturas canbnicas de ressonancia. Sao previstos intermediarios diferentes que

levar&o a polimeros diferenciados.

Figura 10 - Mecanismo previsto para a oxidacdo de orto, meta e para-nitroanilina.

NH,

Fonte: Hammerich. O. et al, 2015.



46

Com base na literatura, também foi possivel sugerir possiveis mecanismos
para o acoplamento entre os radicais oriundos de cada isémero (Figura 10), sendo a
figura 11-A, o mecanismo esperado para os radicais de pNA, 11-B, de oNA e 11-C,

de mNA. Oxidacdes e reducdes sucessivas sao possiveis e ndo foram mostradas.

Figura 11 - Mecanismo para oxidacdo dos isdmeros pNA (Figura 11-A), oNA
(Figura 11-B) e mNA (Figura 11-C).
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5.2 Preparacéo dos eletrodos modificados
5.2.1 A partir de pNA

Inicialmente, o eletrodo de carbono vitreo (ECV) foi modificado, depositando-
se 5 uL de uma dispersdo 1 mg mL™ de nanotubos de carbono (MWCNT) tratados,
em DMF. Posteriormente, a pNA foi eletrodepositada in situ sobre ECV/IMWCNT, a
partir de uma solucdo 3,6 mM, através de sucessivas varreduras de potencial com
Einicia = 0,0 V e E;= 1,0 V vs. Ag/AgCI/CI™ (20 ciclos, v= 20 mV s™) (Figura 12).
Observa-se um par de picos (Epa = 0.186 V; Epc = 0.173 V), muito proximos, com
perfil caracteristico de adsor¢cdo. Os picos se intensificam até a saturacdo, apos 5
varreduras. Picos menos intensos sdo observados em potenciais mais anodicos.
Embora, sem confirmacdo estrutural, €& possivel que o dimero orto-di-

iminoquinonametideo (Figura 11A) tenha sido formado.

Em seguida, o ECV/MWCNT/pol-pNA obtido foi lavado e imerso em uma nova
solucdo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0. Houve reduc&o do grupo nitro, em potencial
relativo ao pico Ic, gerando, entre outros sistemas, o par redox hidroxilamina/nitroso
(lla=-0,012 V / lic = -0,05 V) com Ejnicias = 0,5 V e E;= -1,0 V vs. Ag/AgCI/CI" (Figura
13) e o eletrodo modificado foi desighado ECV/MWCNT/pol-at-pNA.
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Figura 12- Voltamogramas das ciclagens de 1 a 20, na faixa de 0 a 1,0 V vs.
Ag/AgCI/CI para gerar ECV/IMWCNT/pol-pNA, a 3,6 mM, em solu¢cdo HCI 0,1 Me v =20
mV s, Voltamogramas 1 (¢), 5 (¢), 10 (¢) 15 (¢) e 20 (+).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Figura 13 - Voltamogramas ciclicos para o processo de ativagcdo da pol-pNA, gerando
ECV/MWCNT/pol-at-pNA, v = 20 mV s™. Ejnicia = 0,5 V € Efina = -1,0 V vs. Ag/AgCI/CI',
tampéao fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0. Voltamogramas 1 (¢) e 7 ().
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.
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No intuito de otimizar a eletrodeposicao in situ da fase sensora do eletrodo
modificado e a eficiéncia eletrocatalitica na presenca dos analitos alvos: AA, DO e
AU, bem como avaliar a importancia das espécies eletrogeradas nas varreduras
sucessivas de potencial apresentadas nos voltamogramas da Figura 12, foram

selecionadas, estrategicamente, algumas faixas de potencial de inversao.

A primeira janela de potencial teve uma faixa de 0 a 1,25 V vs. Ag/AgCI/CI
como pode ser observado na Figura 14, temos o0 surgimento de novos picos
referentes a oxidacdo da pNA, em meio acido. Apos 20 varreduras, estes
praticamente desaparecem. O pico anddico, relativ a pNA, decresce em intensidade
e sofre deslocamento anddico.

Além disso, a fase sensora apresentou resposta eletrocatalitica inferior para a
deteccdo de AA, AU e DO, quando comparado com a primeira faixa de potencial
estudada apresentada na Figura 12, bem como uma diminuicdo na estabilidade do
pPNA eletrogerado in situ sobre a plataforma nano-estruturada ECV/IMWCNT. Ha forte
probabilidade de ter acontecido um processo de grafitagem, o que tornou a

superficie do eletrodo menos disponivel ao processo de transferéncia de elétrons.
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Figura 14 - Voltamogramas ciclicos de 1 a 20, na faixa de 0 a 1,25 V vs. Ag/AgCI/CI-
para a modificacdo do ECV/IMWNCT com pNA a 3,6 mM, em solu¢cdo HCI 0,1 M, ev =20
mV s, Voltamogramas 1 (¢), 5 (¢), 10 (¢) 15 () e 20 (+).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Apoés serem realizados novos experimentos na faixa de potencial de 0,4 a 1,3
V (Figura 15), observou-se uma menor estabilidade da plataforma eletrogerada.

Constatou-se que era desnecessario alcangar potenciais mais anddicos.

Portanto, a faixa de potencial compreendida entre 0 a 1,0 V (Figura 12)
mostrou-se a mais eficiente para se obter uma melhor resposta na eletrocatélise de
AA, DO e AU e uma maior separacdo entre os potenciais de oxidacdo desses

analitos para sua determinacado simultanea.

Por essa razdo, esta faixa de potencial foi selecionada para os estudos
seguintes, levando-se, portanto, em consideracdo, a estabilidade e eficiéncia na

resposta eletrocatalitica.

Como pode ser observado, os processos interfaciais, neste trabalho, s&o

bastante complexos, sugerindo, a necessidade de lancar mdo de técnicas de
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superficie na tentativa de compreender a dinAmica dos eventos eletroquimicos. A
elucidacao destes eventos foge ao escopo da presente dissertacao.
Figura 15 - Voltamogramas das ciclagens de 1 a 20, na faixa de 0,4 a 1,3 V vs.

Ag/AgCI/Cl- para a modificagdo do ECV/IMWNCT com pNA a 3,6 mM, em solugdo HCI
0,1 M, v=20mV s™ Voltamogramas 1 (¢), 5 (¢), 10 (¢) 15 (¢) e 20 (+).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

5.3 Comportamento Eletroquimico da p-nitroanilina (pNA) em diferentes
valores de pH

O pH influencia diretamente no comportamento eletroquimico de compostos
gue trazem em sua estrutura grupos ionizaveis. O pKa ou coeficiente de ionizacao é
uma das principais propriedades fisico-quimicas de moléculas. Ele descreve a
extensdo da ionizacdo de grupos funcionais (LIMA et al., 2001; AVDEEF et al.,
1999).
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Fez-se necessério verificar a influéncia do pH (Figura 16) no processo de
modificacdo da pNA no sistema ECV/MWNCT, para alcancar melhores respostas na
determinacao dos analitos.

Figura 16 - Voltamogramas ciclicos para a modificacdo ECV/MWNCT com pNA a 3,6

mM, em solucdo tampdo fosfato 0,1 M, v = 20 mV s* em pH (A) 7,0; (B) 10,0.
Voltamogramas 1 (¢),5(¢), 10 (¢) 15 (¢) e 20 (¢).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.
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Figura 17- Voltamogramas ciclicos para o processo de ativacdo de pNA, apéds
incorporacdo ao eletrodo, gerando ECV/IMWCNT/at-pol-pNA, v = 20 mV st Eiicia = 0,5
V e Efna = -1,0 V vs. Ag/AgCI/Cl-, tampé&o fosfato 0,1 mol L, pH 7,0 para modificacio
em pH 7,0 (A) e pH 10 (B). Voltamogramas 1 (¢), 2 (¢),3(¢),4(¢),5(¢),6( )e7(+).
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A partir desse estudo de comparagdo de pH na etapa de modificacdo da
plataforma ECV/MWCNT, verifica-se que ndo ha variacdo significativa entre o0s

potenciais de oxidac&o para os analitos estudados.

5.4 Andlise dos eletrodos modificados quanto a eletroanalise de AA e AU

Os EQM preparados conforme mostrado nos itens anteriores foram utilizados
na eletroanalise de AA e AU, em tampao fosfato, pH 7,0, e as correntes de oxidacao

comparadas.

Os valores de variagdo de corrente (Al) sdo mostrados na figura 18. Com
base na comparacdo, o sensor ECV/MWCNT/pol-at-pNA, com polimerizacao
realizada em condi¢cdes acidas e ativagdo em valor de pH neutro (itens 4.3.4 e

4.3.5), demonstrou maior ganho de corrente, para o pH utilizado neste trabalho (1,2).

Figura 18 - Al vs pH para ECV/IMWNCT/pol-at-pNA, em diferentes condi¢cGes e valores
de pH,v=5mVs™ napresencade AAe AU. (¢) pH 1,2, pH 7,0 (¢) e pH 10,0 (¢).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

EpH12 ®mpH7,0 pH 10,0

Al (HA)

[ERN

AU



56

5.5 Oxidagéo de AA, DO e AU em ECV/MWCNT/pol-pNA

No intuito de comprovar a eficacia do ECV/MWCNT/pol-at-pNA, foram feitas
analises com o sensor sem a etapa de reducdo do grupo nitro (ECV/MWCNT/pol-
pNA). A figura 19 mostra os voltamogramas para a determinagdo simultdnea de AA,
AU e DO em ECV/MWCNT/pol-pNA que apresentou Epaaa, Epapo € Epaau
proximos. A partir da tabela 4, observou-se que para o sistema ECV/MWCNT/pol-
pPNA, ndo houve variacdo significativa de potencial de oxidacédo para os trés analitos
guando comparado com o0s potenciais de ECV/MWCNT/pol-at-pNA. Mas quando
comparadas as variacoes de corrente (Figura 20), observou-se que os valores de
ECV/MWCNT/pol-pNA sdo menores do que em ECV/MWCNT/pol-at-pNA (Figura 21-
C), indicando que o sistema analisado € menos sensivel.

Figura 19 - Voltamogramas ciclicos de ECV/IMWNCT/pol-pNA, em solugcdo tampéo

fosfato 0,1 M, pH 7,0, v=5mV st na presenca de AA, DO e AU. Branco 1 (¢), 400 uM
AA (¢), 400 uM AA + 200 uM AU (#), 400 uM AA + 200 uM AU + 100 uM DO ().
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.
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Figura 20 - Al para ECV/MWNCT/pol-pNA e ECV/MWNCT/pol-at-pNA, em solucéao
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0, v = 0,005 V st na presenca de AA, AU e DO.
(¢)ECVIMWNCT/pol-pNA e (¢)ECV/IMWNCT/pol-at-pNA.
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

5.6 Oxidacéo de AA, DO e AU em ECV/MWCNT/pol-at-pNA

A atividade eletroanalitica do ECV/MWCNT/pol-at-pNA foi avaliada na
oxidacédo de AA, DO e AU.

Na figura 21, o voltamograma ciclico representa o ECV/MWCNT/pol-at-pNA,
no qual, o polimero ativado, pol-at-pNA tem papel como mediador redox, baseado

em um sistema eletrogerado hidroxilamina/nitroso.

Observou-se efeito eletrocatalitico na oxidacdo de AA, uma vez que o
potencial de oxidacdo de AA em ECV (Figura 21-A) € em torno de 0,2 V, porém em
ECV/IMWNCT e ECV/IMWNCT/pol-at-pNA, o potencial de oxidacdo diminui para -
0,009 e -0,019 V respectivamente, indicando, desta forma, um efeito eletrocatalitico
para a oxidagdo de AA, oriundo de plataformas nano-estruturadas. Também se
observou efeito eletrocatalitico na oxidacdo de AU, sendo seu potencial de oxidacéo
em ECV (Figura 21-A) de 0,433 V, porém em ECV/IMWNCT e ECV/MWNCT/pol-at-
pNA, o potencial de oxidagdo diminui para 0,314 e 0,273 V, respectivamente,
indicando efeito eletrocatalitico para oxidagdo de AU. Nenhum efeito eletrocatalitico

foi observado na determinagdo de DO, uma vez que seus potenciais de oxidag&o
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permaneceram praticamente inalterados nos trés sistemas representados na Tabela
3.

Figura 21 - Voltamogramas ciclicos de ECV (A), ECV/IMWNCT (B) e ECV/IMWNCT/pol-at-
pNA (C), em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0, v=5 mV st na presenca de AA, DO e AU
Branco 1 (e), 400 uM AA (¢), 400 uM AA + 200 pM AU () , 400 uM AA + 200 pM AU +
100 puM DO (¢).
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Fonte: Autor desta disserta¢éo, 2016.
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Quando uma solucéo de AA é adicionada, o pico de oxidacdo, Epaaa = -0,019
V vs. Ag/AgCI/CI" aumenta significativamente com o desaparecimento concomitante
dos picos de reducéo (Figura 21-C). Para confirmar a atividade catalitica do eletrodo
modificado para a oxidacdo de AA, solugbes de AA e AU foram adicionadas
simultaneamente. A analise da figura 21 permite sugerir a natureza catalitica da
oxidacdo de AA, com efeitos menos pronunciados sobre a oxidacdo de DO e AU.
Além disso, a diferenca entre os dois potenciais de pico de AA e DO esta proxima de
200 mV vs Ag / AgCl, e a de DO e AU em torno de 105 mV vs Ag/AgCl, suficientes
para permitir a determinacao simultanea e seletiva destes 3 analitos. Em ECV, onde
0s potenciais de picos de oxidacdo AA, DO e AU sdo muito proximos (Tabela 3) é
praticamente impossivel analisar a contribuicdo de cada composto na mistura
(Figura 21-A). No entanto, na figura 21-B, com ECV modificado com nanotubos de
carbono apenas (ECV/IMWCNT), Epaaa, Epapo € Epaay estado separados. Entretanto,
0 eletrodo modificado com nanotubos de carbono e pNA (Figura 21-C) apresentou
maior reprodutibilidade e melhor resposta quando comparado com ECV e
ECV/IMWNCT.

Tabela 4 — Potenciais referentes a AA, DO e AU

Epa(AA) Epa(AU) Epa(DO)

ECV 0,247V 0,433V 0,234V
ECV/IMWNCT -0,009 V 0,314V 0,206 V
ECV/IMWNCT/pol-pNA 0,078 V 0,283V 0,190 V
ECV/IMWNCT/pol-at-pNA -0,019 VvV 0,273V 0,193V

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Este resultado mostra um efeito sinérgico entre os nanotubos de carbono e a
superficie modificada com pol-at-pNA, para a oxidacdo catalitica de AA e AU e
determinacao simultdnea de AA, AU e DO. Este comportamento pode ser explicado
por uma taxa mais rapida de transferéncia de elétrons na superficie quimicamente

modificada. Adicionalmente, em virtude da diferenca estrutural e superficial dos
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nanotubos de carbono, o processo de polimerizagéo e ativagéo torna o sensor mais

reprodutivel.
5.7 Estudo com os isémeros o-nitroanilina (0NA) e m-nitroanilina (mNA)

Com o intuito de verificar a influéncia da posicdo do grupo nitro na série das
nitroanilinas, os isémeros oNA e mNA foram avaliados em relacédo a sensibilidade e
resposta para a deteccdo de AA e AU, seguindo a mesma metodologia de
modificacado e ativagédo do sensor ECV/IMWCNT/ pol-at-pNA. A figura 21 evidencia a
presenca de um sistema quase-reversivel, muito diferente do perfil voltamétrico do
obtido para pNA (Figura 12), com pico de reducao (na segunda varredura) em 0,296
V, associado ao pico de oxida¢do em 0,516 V, mostrando uma nitida modificacdo do
material eletrodepositado, como ja se previa nos esquemas mostrados na figura 11
B, com possivel geracdo de um di-iminoquinonametideo, em posi¢cdo para. Nao ha
indicio de adsorcao. No processo de ativacao (Figura 23), uma série de picos (3) sao
evidentes, mas, com a sucessao de varreduras (scan 7), um perfil menos complexo
é evidenciado, constituido de 2 sistemas redox principais.

Figura 22 - Voltamogramas das ciclagens de 1 a 20, na faixa de 0 a 1,0 V vs.

Ag/AgCI/Cl- para a modificagdo do ECV/MWNCT com oNA a 3,6 mM, em solucéo de
HCI 0,1 M, ev =0,02Vs™. Voltamogramas 1 (¢),5 (¢), 10 (¢) 15 (¢) e 20 (+).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.
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Figura 23 - Voltamogramas ciclicos para o processo de ativacdo de oNA, gerando o
ECV/IMWCNT/pol-at-oNA, v = 0,02 V st Eiicia = 0,5 V € Efina = -1,0 V vs. Ag/AgCI/CI
tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0. Voltamogramas 1 (¢) e 7 ().
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Os resultados dos experimentos realizados com o mNA sdo mostrados nas
figuras 24 e 25. No caso do mNA, por ndo haver ressonancia com 0 grupo
nitroaromatico, a oxidacdo do grupo amina aromatico, ocorre mais facilmente.
Aparece um pico anadico, na primeira varredura, em +0,988 V, o que diferencia este
sistema dos outros. Conforme visto na figura 12 (C x A), ha forte similaridade entre
os sistemas mMNA e pNA. H& formacdo de um sistema redox que se adsorve na
superficie, com diferengca em termos de potenciais, no caso de Epamna (0.437 V) e
Epcmna (0,414V), bem proximos entre si, evidenciando maior dificuldade de
oxidacao, em relacdo ao pNA. H& aumento das correntes de pico, até saturacao. Ha
0 aparecimento de um sistema redox adicional, difusional, quase reversivel, em
potenciais pouco positivos. O processo de ativacdo, por redugdo do grupo nitro é
mostrado na figura 25 e o material resultante apresenta 2 sistemas redox bem

comportados.
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Figura 24 - Voltamogramas das ciclagens de 1 a 20, na faixa de 0 a 1,0 V vs.
Ag/AgCI/Cl- para a modificacdo do ECV/MWNCT com a mNA a 3,6 mM, em solucao HCI
0,1 M,ev=0,02Vs? Voltamogramas 1 (¢),5 (¢), 10 (¢) 15 (¢) e 20 (+).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Figura 25 - Voltamogramas ciclicos para o processo de ativacao de mNA, gerando o
ECV/MWCNT/pol-at-mNA, v = 0,02 V s™. Einicia = 0,5 V € Efina = -1,0 V vs. Ag/AgCI/CI-,
tampéao fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0. Voltamogramas 1 (¢) e 7 ().
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.
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A partir desse estudo inicial de comparacao entre as diferentes plataformas

nanoestruturadas, fez-se a investigacao destas em presenca dos analitos.

5.8 Anadlise dos eletrodos modificados quanto a eletroandlise de AA e AU

Investigou-se o efeito da superficie dos eletrodos em relacdo a anélise de AA

e AU. Os dados foram apresentados na tabela 4.

Verifica-se que ndo ha variacdo significativa entre os potenciais de oxidagao
para os analitos estudados. Quando comparados os valores de variacdo de corrente
(Al) (figura 26), o sensor ECV/MWCNT/pol-at-pNA demonstrou maior ganho, em
relacdo aos ECV/MWCNT/pol-at-oNA e ECV/MWCNT/ pol-at-mNA, principalmente
para a analise de AU.

Tabela 5 — Potenciais referentes a oxidacdo de AA e AU

Analitos pol-at-pNA pol-at-oNA pol-at-mNA
AA -0,019 Vv -0,006 V -0,008 V
AU 0,273V 0,284 V 0,276 V

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.
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Figura 26 - Al para de ECV/MWNCT/pol-at-pNA, ECV/MWNCT/pol-at-oNA e
ECV/MWNCT/pol-at-mNA, em tampé&o fosfato 0,1 M, pH 7,0, v=0,005 V s, na presenca
de AA e AU. pNA (¢), oNA (¢) e mNA (¢).
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Fonte: Autor desta dissertacédo, 2016
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5.9 Caracteristicas Cinéticas do ECV/MWCNT/pol-at-pNA

O sucesso do processo eletrocatalitico frente a deteccdo de AA, DO e AU
depende primariamente da eficiéncia de transferéncia de elétrons entre o mediador

eletrodepositado na plataforma nanoestruturada e o analito.

Para isto, apds o processo de modificacdo in situ, a faixa de potencial do par
redox foi selecionada, e usando a voltametria ciclica, as caracteristicas cinéticas do

ECV/MWCNT/pol-at-pNA foram estudadas, como pode ser observado na Figura 27.



65

Figura 27 - Voltamogramas ciclicos de ECV/MWCNT/pol-at-pNA em solu¢édo de tampé&o
fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0 em diferentes velocidades de varredura (10- 90 mV s'l), Einicial
=-0,4VeE=05V, varredura no sentido andédico.
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Os voltamogramas ciclicos representativos obtidos para o ECV/MWCNT/ pol-
at-pNA sdo mostrados na Figura 27, para varias velocidades de varredura de
potencial (0,01 — 0,09 V s™). A observacéo de picos voltamétricos persistentes e
bem definidos indica que o processo redox exibe caracteristicas de espécies
confinadas na plataforma nanoestruturada a base de nanotubos de carbono, o que
pode ser confirmado com a correlagéo linear entre a corrente de pico e a velocidade

de varredura (Figura 28).
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Figura 28 - Dependéncia da corrente de pico anddico (Ipa) e catédico (Ipc), em fungao
da velocidade de varredura em solug¢éo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0.
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Fonte: Autor desta dissertacdo, 2016.

Apbs o processo de modificagcdo in situ da pNA, a estabilidade do par redox
(ECV/IMWCNT/pol-at-pNA) foi checada por meio de voltamogramas ciclicos
sucessivos. A variacdo da corrente de pico, depois de estabilizada, foi avaliada, com
0 desvio padrao relativo (DPR) como observado em varios trabalhos (LIMA et al.,
2008, LIMA et al.,, 2009, SANTHIAGO et al., 2009). Assim, ap6s 50 ciclos, foi
observado um DPR menor do que 5%, ou seja, nenhuma mudancga significativa foi
observada nas respostas voltamétricas, sugerindo uma excelente estabilidade da

plataforma nanoestruturada a base de MWCNT e pNA.

De maneira a verificar a atividade eletrocatalitica do sensor na presenca de

AA, alguns ensaios foram realizados.

Apoés a adicdo de AA a solucao, o pico referente a oxidacdo de AA aumenta
gradualmente de forma significativa como foi visto na Figura 29, com o aumento da

velocidade de varredura ocorre também o aumento da corrente de pico da oxidacao
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de AA, assim como o deslocamento do potencial de oxidacdo com aumento da

velocidade de varredura (Figura 29).

Figura 29 - Voltamogramas ciclicos de ECV/IMWCNT/pol-at-pNA em vérias velocidades
de varredura em solucédo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0 na presenca 0,4 mM AA.
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Com o aumento da velocidade de varredura, o pico de oxidacdo desloca-se
gradualmente para potenciais mais positivos, sugerindo uma limitagdo cinética na
reacdo entre os grupos eletroativos e AA. Por outro lado, um gréfico da corrente
catalitica Ipa versus a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (v*?)
na faixa de velocidade de 0,003 a 0,023 V s foi construido e resultou numa

dependéncia linear (Figura 30).
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Figura 30 - Variagcdo da corrente de pico anddica Ipa vs. v> no ECV/MWCNT/ pol- at-
pNA, em solucdo contendo 0,4 mM de AA. Medidas realizadas em soluc¢do tampéo
fosfato 0,1 M, pH 7,0 e v: 0,005-0,021 Vs™
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Assim, esta dependéncia linear com v¥? sugere que o processo seja

controlado por difusdo, na faixa de velocidade de varredura de potencial estudada.

5.10 Estudos Cronoamperomeétricos

Para a avaliagdo quantitativa do comportamento eletrocatalitico da oxidag&o
de AA frente ao ECV/MWCNT/ pol-at-pNA, no intuito de obter alguns parametros
cinéticos, foi empregada a cronoamperometria de duplo salto de potencial. A Figura
31 mostra as curvas de corrente versus tempo, obtidos com ECV/MWCNT/ pol-at-
PNA, Einca= +0,050 V e Efng = -0,100 V versus Ag/AgCI/CI- para varias
concentracdes de AA, em tampéo fosfato 0,1 M e pH 7,0. Como pode ser verificado,
ndo h& corrente catodica liquida correspondente & reducdo do mediador, na

presenca de AA.

Neste contexto, experimentos foram realizados com o objetivo de estudar o
mecanismo da reacdo, bem como avaliar as constantes de velocidade do referido

processo eletrocatalitico.
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Assim sendo, os cronoamperogramas de duplo salto de potencial direto e
reverso para o mediador na auséncia de AA, mostraram-se simeétricos com um
consumo de carga igual para reducédo e oxidacdo do sistema redox eletrogerado na
superficie do ECV/IMWCNT/ pol-at-pNA. Por outro lado, na presenca de diferentes
concentragcdes de AA, os valores da corrente anddica associada aos amperogramas
diretos sdo significativamente maiores do que aqueles observados para o processo
reverso (Figura 31).

Figura 31 - Cronoamperogramas obtidos no ECV/IMWCNT/pol-at-pNA em solucdo
tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,0, na auséncia e presenca de AA, Eiica = 0,05 V e Efjna = -
0,1 V vs. Ag/AgCI/CI-, respectivamente. Branco (¢), 100 uM AA (¢), 200 uM AA (¢), 300

HM AA (#), 400 uM AA (¢), 500 UM AA (#), 600 UM AA (), 700 UM AA (+), 800 pM AA
(+), 900 UM AA () e 1000 UM AA ().
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

A partir da integracdo dos cronoamperogramas, € possivel visualizar melhor a
carga, tanto do processo catddico, quanto do anodico. Nestes, hd um aumento
significativo da carga do referido processo anddico e uma diminuicdo no processo

catédico (Figura 32).
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Figura 32 - Integragdo dos cronoamperogramas obtidos no ECV/MWCNT/ pol-at-pNA
em solucdo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0, Einicas = 0,05 V € Efjng = -0,1 V vs. Ag/AgCI/CI-,
respectivamente. Branco (¢), 100 uM AA (¢), 200 uM AA (+), 300 uM AA (¢), 400 uM AA
(¢), 500 uM AA (¢), 600 pM AA (), 700 pM AA (¢), 800 puM AA (¢), 900 pM AA (¢) e
1000 pM AA (¢).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Também foi possivel usar a cronoamperometria para estimar o coeficiente de
difuséo de AA em solugdo. Para um material eletroativo com coeficiente de difuséo,
Daa, @ corrente correspondente a reacdo quimica (sob controle difusional) é descrita
pela Equacao de Cottrell, Equacao 2 (BARD e FAULKNER, 2001):

I = nFAD}Z Com™/2%¢~1/2 (Equagdo 2)

Sendo Daa € Cp 0 coeficiente de difusao (cm2 s'l) e a concentracao de AA no

seio da solucdo (mol.cm™), respectivamente. A figura 33 mostra os graficos de |

1/2

versus t—° com o melhor ajuste linear para diferentes concentracbes de AA, o qual

indica que a corrente observada deve ser controlada pela difusdo de AA em solugéo.
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Figura 33- Gréfico de | vs. t*? obtidos a partir dos cronoamperogramas da Figura 31

em ECV/IMWCNT/pol-at-pNA, em solucdo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0, na auséncia e
presenca de AA, Eiyca = 0,05 V e Esna = -0,1 V vs. AgAgCI, respectivamente. Branco
(), 100 uM AA (¢), 200 uM AA (¢), 300 uM AA (¢), 400 uM AA (¢), 500 uM AA (), 600
UM AA (), 700 uM AA (¢), 800 uM AA (¢), 900 UM AA (¢) e 1000 UM AA (o).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Um gréfico a partir das inclinacdes obtidas das linhas retas versus a
concentracdo de AA, foi construido (Figura 34). A partir da inclinacao da figura 30 e
usando a Equac&o de Cottrell (Equacéo 2), um coeficiente de difuséo de 3,83 x 10°°
cm? s foi obtido para a faixa de concentracdo de AA estudada. Este valor esta
proximo aos valores registrados na literatura (LIMA, 2009; SILVA et al., 2012).
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Figura 34 - Gréfico de inclinacdo (I/tV?) versus a concentracdo de AA obtidos a partir

da Figura 33 do ECV/MWCNT/pol-at-pNA, em solucdo tampao fosfato 0,1 M, pH 7, na
auséncia e presenca de AA, Ejnica = 0,05 V e Efna =-0,1 V vs. AgAgCI, respectivamente.
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

A constante de velocidade, kcat, para a reacao quimica entre o AA e 0s sitios
redox confinados na superficie do eletrodo modificado pode ser avaliada. Este
célculo foi possivel através da cronoamperometria com base no método descrito na
literatura (GALUS, 1976; LIMA et al., 2008, SANTHIAGO et al., 2009; SILVA et al.,
2010).

leat _ o1/2 (KC,T)1/2 (Equacéo 3)

I1im

A partir das inclinacdes do grafico leadlLim versus t¥?

(Figura 35), foi possivel
obter o gréafico da Figura 36 (inclinacdes vs. [AA]). Assim, usando o novo coeficiente
angular da Figura 35 e a Equacdo 3, determinou-se de forma simples, o valor de
kcat, o qual apresentou um valor calculado para kcat na faixa de concentracéo

estudada de 1,879 x 10° M. s,
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Figura 35 - Dependéncia de Icat/llim vs. t¥? provenientes dos cronoamerogramas da

figura 31 (IXT) em ECV/IMWCNT/pol-at-pNA, em solucdo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0,
na auséncia e presenca de AA, Ejnca = 0,05 V e Efjna = -0,1 V vs. Ag/AgCI/Cl-,
respectivamente. 100 uM AA (o), 200 uM AA (¢), 300 uM AA (¢), 400 pM AA (¢), 500 pM
AA (¢), 600 uM AA (¢), 700 uM AA (¢), 800 uM AA (¢), 900 uM AA (¢) e 1000 pM AA (¢).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.
Figura 36 - Gréfico da inclinagdo de Il./lim VvS. concentracdo de AA em

ECV/IMWCNT/pol-at-pNA, em solucdo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0, na auséncia e
presencade AA, Einicias = 0,05V e Ejinas = -0,1 V vs. Ag/AgCI/CI-, respectivamente.
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.
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5.11 Deteccao de AA, AU e DO

Para obter curvas analiticas para o sensor desenvolvido, amperogramas para
a oxidacdo de AA, DO e AU foram realizados em diferentes concentraces em
tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,0) e potenciais aplicados de +0,100 V, +0,225 V e
+0,325 V vs. Ag/AgCI/CI- apresentados na Figura 37, sendo 37-A para AA, 37-B
para DO e 37-C para AU.
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Figura 37 - Medidas cronoamperométricas para a eletrooxidagdo de AA (Figura 37-A),
DO (Figura 37-B) e AU (Figura 37-C) no ECV/MWCNT/pol-at-pNA, obtidas em tampé&o

fosfato 0,1 M em pH 7,0.
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Fonte: Autor desta dissertacao, 2016.
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Figura 38 - Curvas analiticas para a eletrooxidacédo de AA (Figura 38-A), DO (Figura 38-
B) e AU (Figura 38-C) no ECV/IMWCNT/pol-at-pNA com potenciais aplicados de
+0,100 V, +0,225 V e +0,325 V vs. Ag/AgCI/CI- respectivamente.
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Fonte: Autor desta dissertacdo, 2016.
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Para a determinacdo de AA, 0 sensor amperomeétrico apresentou uma faixa
linear de resposta de 5 a 80 uM, com um coeficiente de correlagédo de 0,998 para
n=10 (figura 38-A).

Para a determinacdo de DO, 0 sensor amperomeétrico apresentou uma faixa
linear de resposta de 5 a 80 uM, com um coeficiente de correlacdo de 0,998 para
n=10 (figura 38-B).

Para a determinacdo de AU, o sensor amperomeétrico apresentou uma faixa
linear de resposta de 5 a 80 uM, com um coeficiente de correlagédo de 0,998 para
n=10 (figura 38-C).

Os limites de deteccdo foram calculados para AA, DO e AU e foram
respectivamente 9,84 uM, 2,13 uM e 2,30 uM, os quais foram determinados, usando
uma razao 3 o/b e sendo ¢ 0 desvio padréo do valor médio para dez amperogramas
do branco e b o coeficiente angular da curva analitica, determinado de acordo com

as recomendac0des da IUPAC (Analytical Methods Commitee, 1987).

A resposta para este sensor foi rapida, considerando que o eletrodo utilizado
¢ feito a base de nanotubos de carbono, onde a difusdo das espécies deve ser mais
dificultada. Sabe-se que uma condicdo para o sensor responder é que haja difuséo

da solucao através da plataforma, sendo que esta etapa influi no tempo de resposta.

Provavelmente, o procedimento usado para construir a plataforma MWCNT e
pPNA gerado in situ resultou em um sistema bem empacotado, tornando dificil a
difusdo mais profunda da solucédo através da plataforma, levando a uma resposta
mais r4pida, pois somente o0s sitios superficiais devem contribuir para a resposta
(SILVA, 2011).

A preparagdo do sensor é relativamente simples, e os reagentes utilizados
sdo disponiveis comercialmente e de relativo baixo custo e a técnica empregada
apresenta maior sensibilidade e tempo de resposta curto quando comparado com a

técnica de voltametria ciclica (VC).

A maioria dos trabalhos relatados na literatura para determinacédo simultanea

de AA, AU e DO nao trabalha desta forma como foi relatada neste trabalho (Tabela
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6), ja que provavelmente ha perda da resposta quando sdo analisados em mesma
concentracdo, devido a sobreposicdo das correntes de pico na VPD (SEKLI-
BELAIDI, GALINIER e GROS, 2013) fato este que prejudica a determinacdo destes

analitos em uma mesma concentragéo por VC e VPD.



Tabela 6 - Parametros analiticos de eletrodos modificados para a determinacdo simultanea de AA, DO e AU.

Plataforma Técnica pH Faixa Linear LD (uM) Referéncia

i

HO-MWCNT/GCE 7.4 - AA: 50 (Bl etal., 2012)
DO:1

AU:50

BMPTB/CPE 6.6 (PANDURANGACHAR
DO: 0.01 etal., 2011)
AU:-

GMO/GCE . AA: 5-1300 AA: 2.2 (SHENG et al., 2012)
DO: 0.5-170 DO: 0.25
AU: 0.1-20 AU:0.045

GF/GE VPD 7.0 AA: - AA: - (MALLESHA et al.,
DO: 0.5-50 DO: 0.25 2011)
AU: 1.75-90 AU:0.45

79
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AA: 10-250 AA7.6 (LI; LIN, 2006)
PVA/GCE VPD 7.0 DO: 2-70 DO:1.4
AU: 2-50 AU:0.6
SP/MWCNT/GE Amperometria 7.0 AA:50-1000 AA:0.5 (MANJUNATHA et al., 2010)
DO:50-350 DO:0.15
AU:50-800 AU:0.8
Poly-BE/GCE VPD 45 AA:5-105 AA:0.3 (LIN et al., 2008)
DO:1-10 D0:0.25
AU:30-110 AU:2.0
ECLI VPD 6.8 AA:50-7400 AA:20 (SAFAVI et al., 2006)
DO:2-1000 DO:1.0
AU:2-220 AU:1.0
Poly-tyr/MWCNT/GCE VPD 7.4 AA:50-1000 AA:2.0 (WANG,; BI, 2013)
DO: 0.1-30 DO0:0.02
AU: 1-350 AU:0.3
ACAK/GCE VPD 4.0 AA: 50-1000 AA: 10 (ZHANG et al., 2009)
DO: 1-200 DO:0.5
AU: 1-120 AU:0.5
PEDOT/Au-Micro VPD - AA: 5-200 AA:4,2 (SEKLI-BELAIDI; GALINIER; GROS,
DO: - DO:- 2013)
AU: 3-700 AU:2,0
Poly-VA/MWCNT/GCE Amperometria 7.0 AA: 150 -600 AA:3.5 (SILVA et al., 2009)
DO: 150 -600 DO:4.5
AU: 50-450 AU:1.5
ECV/MWCNT/at-pNA Amperometria 7.0 AA: 5-80 AA:9.8 Este trabalho
DO: 5-80 DO:2.1
AU: 5-80 AU:2.3

CPE: Eletrodo de pasta de carbono; DPV : Voltametria de Pulso Diferencial; NFC: Nanofibras de carbono; HO-MWCNT: Multicamadas de
nanotubos de carbono hidroxilados; HOOC-MWCNT: multicamadas de nanotubos de carbono carboxilado; BMPTB: 1-Butil-4- metilpiridinio
tetrafluoroborato; TBQ:Tetrabromo-p-benzoquinona; GMO: Oxido de grafite e melanina; AMT: 5- Amino-2-mercapto-1,3,4-tiadiazole; GE:
Eletrodo de grafite; GF: grafeno funcionalizado; GCE®: eletrodo de carbono vitreo modificado em meio alcalino; PVA: Alcool polivinilico; SP:
poliestireno sulfonado; Poly-BE: polimero de azul de Evans; ECLI: eletrodo de carbono e liquido i6nico; Poly-tyr: polimero tirosina; ACAK:
Acido cromo azul K; Poly-AV: polimero de &cido vanilico, PEDOT: poli(3,4- etilenodioxitiofeno); Au-Micro: microeletrodos de ouro;
ECV/MWCNT/at-pNA: Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubo de carbono e p-nitroanilina ativada.

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.
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5.12 Deteccéo de Acido Urico (AU) em amostras bioldgicas

Com o intuito de detectar AU em amostras biolégicas como: urina e soro, foi
preparado o sensor ECV/MWCNT/ pol-at-pNA que foi em imerso em uma nova
solucédo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0, onde foram adicionados 300 pL de soro
(Figura 26) e 200 uL de urina (Figura 27). O aparecimento do pico anddico em torno
de 0,290 V é referente ao AU, presente nas amostras biolégicas. Para comprovar,
uma segunda aliquota de solucdo padréo de acido urico foi adicionada ao sistema,
com o0 aumento da corrente de pico.

Figura 39. Voltamogramas ciclicos de ECV/MWCNT/pol-at-pNA e solucdo tampao

fosfato 0,1 M, pH 7,0, v=5mV s naausénciae presenca de soro. Branco (), 300 pL
de soro (¢) e 300 pL de soro + 50 uM de AU ().
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.
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Figura 40 - Voltamogramas Ciclicos de ECV/MWCNT/at-pol-pNA e solugdo tampao
fosfato 0,1 M, pH 7,0, v=5mV s naausénciae presenca de urina. Branco (e), 200 pL
de urina (¢) e 200 pL de urina + 200 uM de AU (¢).
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

5.13 Quantificacdo de acido urico na urina

Com o intuito de verificar a quantidade de acido urico em amostras de urina,
utilizou-se o sensor ECV/MWCNT/pol-at-pNA, via amperometria de potencial
pulsado. A oxidacao de AU foi realizada em E = 0,325 V versus Ag/AgCI/CI- (Figura
40).
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Figura 41 - Medidas cronoamperométricas para a eletrooxidacdo de AU no
ECV/IMWCNT/pol-at-pNA obtidas em tampéo fosfato 0,1 M em pH 7,0 na presenca de
urina.
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

Para a quantificacdo de AU em amostras de urina, foi utilizado o método da
adicdo padrao (CASSIANO et al. 2009), com construcdo de uma curva, | x [AU],
relacionando as quantidades da substancia adicionada com as correntes obtidas
(FIGURA 42). A extrapolacdo da reta, no eixo das abcissas, define a concentragéo

da substancia na amostra analisada, obtendo-se uma concentracao de 976,15 uM

de acido urico.
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Figura 42 - Curva | x [AU] relacionando as quantidades da substancia

adicionada com as correntes obtidas.
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

5.14 Estudo com os sais de diazbnio

5.14.1 Preparo do eletrodo grafitado ECV/graf-pNA

A figura 43 mostra o voltamograma do sal de diazbnio gerado a partir da pNA
para modificar o ECV, gerando o eletrodo grafitado (ECV/graf-pNA). O primeiro
voltamograma apresenta uma onda de natureza irreversivel, cuja corrente sofre
decréscimos sucessivos, até praticamente desaparecer, 0 que seria um indicativo de

blogueio da superficie pelos grupos organicos que se ligam a superficie.
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Figura 43 - Voltamogramas ciclicos de 1 a 20, na faixade 0 a 1,0 V vs. Ag/AgCI/CI- para
gerar o eletrodo grafitado, em solucéo tampé&o fosfato 0,1 mol L™*, pH7,0ev=20mV s
! Voltamogramas 1 (¢) e 20 ().

20

15

I (nA)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
E(V) vs. Ag/AgCl

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

A oxidacdao eletroquimica de sais de diazdnio aromaticos em carbono conduz
a uma forte ligacdo de grupos arila com a superficie. A ligacdo mais provavel que
ocorreu entre o sal de diazénio e o ECV é a covalente (PINSON J. E PODVORICA
F. 2005).
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5.14.2 Preparo do eletrodo quimicamente modificado ECV/graf-at-pNA

Figura 44 - Voltamogramas ciclicos para o processo de ativacdo de pNA, gerando
ECV/graf-at-pNA, v = 20 m.V st Einicial = 0,5 V € Egina = -1,0 V vs. Ag/AgCI/Cl-, tampao
fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0 (A) primeira ativacdo (B) segunda ativacao.

I (nA)

20

-30 Ic
1 1 1 1 1 1 1 1

12 10 -08 -06 -04 02 00 02 04 06
E(V) vs. Ag/AgClI

2ared

I (nA)

12 10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06
E(V) vs. Ag/AgClI

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2016.

A figura 44-A mostra o voltamograma de ativacdo do grupo nitro do eletrodo

grafitado na superficie do eletrodo, onde houve reducéo desse grupo, gerando, entre
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outros sistemas, o par redox hidroxilamina/nitroso (la = 0,02 V / lic = -0,11 V) com
Einiciat = 0,5 V e E;= -1,0 V vs. Ag/AgCI/CI- semelhante a Figura 13. A figura 44-B
mostra uma segunda ativacdo, que foi feita com o intuito de mostrar que a
substancia estaria aderida a superficie do eletrodo em um segundo procedimento. O
perfil do voltamograma mostrou a presenca do par redox hidroxilamina/nitroso (la =
0,014 V / lic =-0,106 V) e outros sistemas.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho relata a construcdo de plataformas nanoestruturadas, simples,
fundamentadas em nanotubos de carbono de paredes mdltiplas, funcionalizados
com pNA e ativadas in situ. Este processo de ativacdo promove a formacéo do par
redox (hidroxilamina/nitroso), entre outros, sendo uma alternativa viavel para a

determinacao simultanea de AA, DA e AU.

Essa plataforma pode ser uma alternativa viavel para a determinacéo analitica

da acido uUrico em amostras de urina e soro.

Os estudos eletrocataliticos e cinéticos do AA por meio da cronoamperometria
empregando o sistema desenvolvido ECV/MWCNT/pol-at-pNA comprovaram a
eficiéncia deste sistema em mediar a transferéncia de elétrons, envolvendo a

molécula de AA.

A plataforma nanoestruturada modificada por pNA constitui um excelente
sistema para a elaboracdo de sensores capazes de promover a detec¢cdo de AA, DA

e AU com boa sensibilidade e estabilidade, bem como um tempo de resposta curto.

O estudo comparativo entre os isbmeros evidenciou que 0S Sensores
formados por pNA e mNA mostraram maior sensibilidade frente aos analitos AA e

AU quando comparados com a plataforma formada por oNA.

O estudo com os sais de diazbnio mostrou que a para-nitroanilina adere a

superficie do eletrodo por grafitagem.
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