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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados,
construidos a partir de materiais nanoestruturados para deteccdo de aminas biogénicas
e neurotransmissores. Foi desenvolvido trés tipos de eletrodos a fim de avaliar qual
deles apresenta melhor sensibilidade e especificidade para a deteccdo de aminas
biogénicas (cadaverina, espermidina, histamina, histidina e putrescina). O primeiro
sensor foi preparado a partir da modificacdo de um eletrodo carbono vitreo e
nanocompositos de cobre, se mostrando sensivel para a detec¢do da dopamina. O
segundo eletrodo proposto foi construido a partir da modificacdo da superficie de um
eletrodo de carbono vitreo e HAuCls, mostrando-se sensivel para dopamina, com sinal
especifico e pico catédico crescente entre 0,4 e 0,6 V, apresentando um R= 0,96 e
sensivel para espermidina, com sinal especifico e pico catodico crescente entre 0,6 e 0,8
V. O terceiro eletrodo proposto foi construido a partir da modificacdo da superficie de um
eletrodo de carbono vitreo com nanocompésitos de ZnO dopado com Cu/CuO. O
eletrodo modificado NTC+ZnO:4Cu, apresentando linearidade de 50 a 90 pmol Lt e LD
de 9,31 pmol L. O eletrodo modificado NTC+Zn0O:12Cu, apresentando linearidade de
30 a 100 pmol L-1 e LD de 12,58 pumol L1 O eletrodo modificado NTC+CuO,
apresentando linearidade de 20 a 100 pmol L? e LD de 14,08 pmol L. O eletrodo
modificado NTC+ZnO, apresentando linearidade de 20 a 90 pmol L-1 e LD de 7,58 pmol
L-t. O eletrodo modificado apenas com NTC, apresentando linearidade de 20 a 90 pmol
L-1 e LD de 13,50 pmol Lt. Com o aumento da concentracdo de nanocompésitos de
CuO observou-se a diminuicdo da sensibilidade do eletrodo. Quando comparadado com
todos, o eletrodo NTC+ZnO:4Cu se mostrou eficiente para detec¢cdo da dopamina, com
curvas analiticas apresentando boa linearidade e baixos limites de deteccdo e

quantificacao.

Palavras-chave: Aminas biogénicas, Dopamina, Eletroanalise.



ABSTRACT

This work describes the development of chemically modified electrodes, built from
nanostructured materials for the detection of biogenic amines and neurotransmitters.
Three types of electrodes were developed in order to assess which one has the best
sensitivity and specificity for the detection of biogenic amines (cadaverine, spermidine,
histamine, histidine and putrescine). The first sensor was prepared from the modification
of a glassy carbon electrode and copper nanocomposites, proving to be sensitive for the
detection of dopamine. The second proposed electrode was constructed from the surface
modification of a glassy carbon electrode and HAuCl4, showing to be sensitive to
dopamine, with specific signal and increasing cathodic peak between 0.4 and 0.6 V,
presenting an R= 0 .96 and sensitive for spermidine, with specific signal and cathodic
peak increasing between 0.6 and 0.8 V. The third proposed electrode was constructed
from the modification of the surface of a glassy carbon electrode with Cu/doped ZnO
nanocomposites. CuO The modified NTC+ZnO:4Cu electrode, presenting linearity from
50 to 90 umol L-1 and LD of 9.31 umol L-1. The modified NTC+ZnO:12Cu electrode,
presenting linearity from 30 to 100 pumol L-1 and LD of 12.58 pumol L-1. The modified
NTC+CuO electrode, presenting linearity from 20 to 100 umol L-1 and LD of 14.08 pmol
L-1. The modified NTC+ZnO electrode, presenting linearity from 20 to 90 pumol L-1 and
LD of 7.58 umol L-1. The electrode was modified only with NTC, showing linearity from
20 to 90 pumol L-1 and LD of 13.50 pumol L-1. With increasing concentration of CuO
nanocomposites, a decrease in electrode sensitivity was observed. When compared to
all, the NTC+Zn0O:4Cu electrode proved to be efficient for the detection of dopamine, with

analytical curves showing good linearity and low limits of detection and quantification.

Keyword: Biogenic amines, Dopamine, Electroanalysis.
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1. INTRODUCAO

As perdas econf6micas na industria alimenticia, causadas pela deterioracédo
e/ou contaminacéo de alimentos, o risco da ocorréncia de doencas e até mesmo de
morte pelo seu consumo, leva a relevancia voltada a seguranca alimentar nos mais
diversos meios, por ser considerada uma questdo de salde publica.
(GHASEMIVARNAMKHASTI et al., 2018; SWINNEY; BORNHOP, 2000).

A deterioracdo dos alimentos se da devido a presenca de elevados niveis de
aminas biogénicas (ABs) em matrizes alimentares, que resultam da descarboxilacao
dos aminoécidos, por acdo microbiana, isso leva a perda de suas caracteristicas
organolépticas, sendo um obstaculo a comercializacdo desses alimentos (ANTOINE
et al., 2001 ANDRADE et al., 2014).

Assim, para garantir a qualidade e seguranca alimentar, € necessario controlar
e monitorizar todas as fases de processo a que o alimento serd submetido,
minimizando assim os efeitos prejudiciais para a saude humana (VISCIANO et al.,
2012).

Da mesma forma, o deficit de dopamina em fluidos fisiol6gicos levam ao Mal
de Parkinson, devido a morte dos neurdnios dopaminicos. Por isso, atribui grande
importancia ao desenvolvimento de um método analitico eficiente e econémico para
a determinacédo sensivel de dopamina.

A dopamina ¢é um neurotransmissor critco no corpo humano, que
desempenha um papel importante na regulagcdo funcional dos sistemas
cardiovascular, hormonal e nervoso central (DALLEY et al., 2012). Para individuos
saudaveis, a concentracdo de dopamina geralmente oscila entre 0,01 e 1,0 uM
(SIVASUBRAMANIAN et al., 2016).

Os desafios recorrentes enfrentados na medigdo de analitos biologicos em
condi¢cles fisiologicas levaram a mais pesquisas para a fabricacdo de sensores
eletroquimicos que sejam simples, rapidos, portateis, de baixo custo, altamente
sensiveis e seletivos (ZHANG et al.,2016 ZHANG et al.,2016). Alguns dos desafios
que precisam ser superados incluem: a sensibilidade e seletividade dos eletrodos

para deteccao eletroquimica.
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A utilizacdo de nanocompdésitos de ZnO dopado com cobre ocorre devido as
notaveis propriedades que se pode alcancar com os materiais quando o de tamanho
das particulas atinge a escala nanométrica.

Dessa a construcao de novos sensores é devido a alta demanda do mercado
mundial e ao interesse humano em ter um dispositivo que possa verificar a

concentragcdo de espécies em diferentes amostras, de forma simples e rapida.
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1.1 Espécies analiticas estudadas: Aminas biogénicas

As aminas biogénicas (ABs) sao naturalmente produzidas pela acdo de
enzimas na descarboxilacdo de aminoacidos naturais. As ABs devem a sua
denominacéo a respetiva origem biolégica (CARDOZO et al., 2013). A formacao de
ABs é usada como marcador de degradacdo sendo a histamina (HIS), putrescina
(PUT), cadaverina (CAD), triptamina (TRI) e a feniletlamina (FEN), as mais
frequentemente identificadas em alimentos. Assim sua determinacdo é importante no
controle de qualidade desses produtos (Erim, 2013; EFSA, 2011; FAO/WHO, 2013).

As ABs sdo compostos organicos nao volateis de baixo peso molecular, com
carater basico, que possuem atomos de nitrogénio na sua constituicdo. Sao
originadas a partir do metabolismo de aminoécidos, por microrganismos, plantas e
animais, sendo sintetizadas em pequenas quantidades e possuindo funcdes
fisioldgicas essenciais (FERREIRA et al., 2006 ESATBEYOGLU et al., 2016. LUO et
al., 2014. AFLAKI et al., 2014).

Podem ser classificadas de acordo com a sua estrutura quimica, o seu niumero
de grupos amina e as suas funcdes fisiolégicas. Quanto a sua estrutura molecular,
sdo designadas de alifaticas, heterociclicas ou aromaticas. A putrescina (Put), a
cadaverina (Cad), a espermidina (Spd) e a espermina (Spm) séo classificadas como
alifaticas. A histamina (His) e a triptamina (Tri) sdo heterociclicas, enquanto a
tiramina (Tir) € uma amina aromatica (ESATBEYOGLU et al., 2016; ONAL et al.,
2007; AFLAKI et al., 2014; MOHAMMED et al., 2016).

Quando classificadas relacionando a funcéao fisiolégica, sdo classificadas de
aminas vasoativas por atuarem no sistema vascular (Tir e Tri) e de aminas
psicoativas por exercerem a sua acgado no sistema nervoso (His, Put e Cad)
(MOHAMMED et al., 2016. CARDOZO et al., 2013). As ABs sao encontradas em
elevadas quantidades, em varios alimentos deteriorados e fermentados e sao
formadas por descarboxilagdo dos aminoacidos, por acdo bacteriana ou levuriana
(LUO et al., 2014. AFLAKI et al., 2014).

Na atividade metabdlica a formacgéo e a degradagédo das ABs ocorre através
da descarboxilagdo dos aminoéacidos livres ou da aminacdo e transaminacédo de
cetonas e aldeidos (ALBERTO et al., 2004).



19

Com a remoc&o do grupo carboxilico (Figura 1), a descarboxilagio ocorre. E
originada endogenamente por enzimas, ou exogenamente, por microrganismos,
através da libertacdo de enzimas do tipo descarboxilase (AFLAKI et al., 2014;
CARDOZO, et al., 2013).

Os produtos advindos da descarboxilagdo da histidina, tirosina, ornitina e lisina
sao respetivamente, His, Tir, Put e Cad (LOIZZO et al., 2013). A descarboxilacdo &
catalisada por enzimas que possuem como cofator o fosfato piridoxal
(ESATBEYOGLU et al., 2016).

Figura 1. Formacao de uma amina biogénica (2) por descarboxilagdo de um aminoécido (1).

i |
HoN T—c/ > H,N C——H +CO:
R OH R

(1) (2)

A Histamina ou 4-(2-aminoetil)-1H-imidzole tem sua producao diretamente ligada
a temperatura dos alimentos, dos niveis da histidina livre e ainda da presenca de
descarboxilases (ANTOINE et al., 2001). Encontra-se naturalmente presente no nosso
organismo (LUO et al., 2014; HUNGERFORD et al.,2010). Esta amina é resultante da
descarboxilacdo da histidina, seu mecanismo esta representado na Figura 2. Possui a
formula molecular CsH9oNs e uma massa molar de 111,15 g/mol. Considerada como
uma substancia enddgena, ela tem func¢des a nivel da neuromodulacdo, da resposta
imunoldgica e do controle da secrecdo acida géstrica (FAO et al., 2012; Al BULUSHi |
et al., 2009; CARDOZO, et al., 2013).
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Figura 2. Formagéo da His (2) através da descarboxilagao da histidina (1).

NH,
" M
(7Y ™I =
M
HM NH; H

(1) (2)

Através da descarboxilacdo bacteriana, um aminoacido livre € facilmente
convertido em His quando as condigbes de manuseamento e armazenamento S&o
inadequadas, proporcionando a multiplicacdo de microrganismos que favorecam a
sua atividade (VISCIANO et al.,, 2012). A producdo da His nos musculos das
espécies ocorre ap0s a morte, sendo que a sua presenca € proporcional aos niveis
de histidina presentes, uma vez que esta encontra-se na sua forma livre nos tecidos
musculares (HUNGERFORD et al.,2010; ALTIERI et al., 2016).

O peixe fresco ndo contém His, visto que esta surge apenas no inicio da
deterioracdo do peixe, ou entdo quando sujeito a elevadas temperaturas que
favorecem a sua acumulacdo (YESUDHASON et al., 2013). A deterioracdo alimentar
por acao bacteriana provoca reacfes alérgicas e toxicas, sendo que, alimentos ricos
em His podem levar & intolerancia e originar intoxicagdes alimentares (LUO et al.,
2014; LOIZZO et al., 2013 FAO et al., 2012).

A formacdo de histamina esta diretamente ligada a temperatura de
armazenamento do peixe. As temperaturas elevadas (> 30°C) originam o aumento
dos niveis de His, devido a presenca de bactérias mesofilas, como é o caso da
Morganella morganii e do Proteus vulgaris, que produzem His e que ao 25 °C
atingem o seu maximo de producdo. Baixas temperaturas conduzem a producédo de
niveis reduzidos de His, devido a presenca de bactérias decompositoras, como a
Pseudomonas putida, que consegue decompor a His a baixas temperaturas (AL
BULUSHI | et al., 2009).

A deterioragdo das propriedades organolépticas dos alimentos ndo esta

relacionada com a producéo de His, pois 0 atum conservado a temperaturas entre -
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20 °C foi rejeitado com base nas suas caracteristicas organolépticas, antes dos
niveis de His presentes no peixe atingirem o nivel de seguranca (50 mg/kg) permitido
pela FDA (AL BULUSHI | et al., 2009).

A ingestdo de peixe que contenha valores de His superiores a 500 mg/kg
produz intoxicacdo, entre dez a sessenta minutos ap0s o consumo de peixe
contaminado, sendo por vezes os sintomas confundidos com uma alergia alimentar
ou com uma infecdo por salmonela (CARDOZO, et al., 2013; MUSCARELLA et al.,
2013; HUNGERFORD et al.,2010; YESUDHASON et al., 2013).

A intoxicagdo alimentar associada a His recebe o nome de intoxicacao
escombroide. E um tipo de intoxicacdo alimentar com sintomas e tratamento similar
ao associado as alergias causadas por mariscos (HUNGERFORD et al.,2010;
ALTIERI ET AL., 2016), esta resulta da ingestdo de espécies como, sardinha, cavala,
atum, anchova e arenque, pois sdo espécies que possuem teores elevados de
histidina (HUNGERFORD et al.,2010; ALTIERI et al., 2016).

Sintomas relacionados com o sistema nervoso central (SNC), como a
ansiedade, sdo menos frequentes. O tratamento para a intoxicagcdo escombroide é
através da administracdo de anti-histaminicos (HUNGERFORD et al.,2010). A
contribuicdo de outras aminas como Cad, Put e Tir na intoxicagdo escombroide é
desconhecido (FAO et al., 2012).

A Cad se origina através da descarboxilacdo (Figura 3) por bactérias ou
fermentacdo, devido as, mas condicdes de manuseamento, tem cOmo percursor o
aminoacido lisina (FERREIRA et al., 2006; HUNGERFORD et al.,2010; FAO et al.,
2012). A Cad ou 1,5-diaminopentano possui a férmula molecular de CsHiaN2 e
massa molecular 102,18 g/mol (MOHAMMED et al., 2016).
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Figura 3. Formacao da Cad (2) através da descarboxilacéo da lisina (1).

MH2 HzM MH +CO0;
o *

MH2

(1) (2)

A Cad e a Put estdo relacionadas com a producdo de fortes e repulsivos
odores cadavéricos que indicam a existéncia de contaminag¢do bacteriana. Porém,
para alguns animais como ratos e insetos, estas diaminas tém um efeito atrativo,
permitindo assim a colonizacdo do cadaver (HUSSAIN et al., 2013). Em geral os
niveis de Cad sao mais elevados do que os de His, a cinética de formacédo é mais
rapida pelo que surge mais cedo no processo de deterioracéo e tem a capacidade de
potenciar os niveis da His (HUSSAIN et al., 2013; HUNGERFORD et al.,2010; FAO
et al., 2012; ESATBEYOGLU et al., 2016)

Diferente da His e a Tir, a formacdo da Cad ndo é inibida pelas baixas
temperaturas, verificando-se um aumento acentuado em comparacao as duas, que
nao apresentam aumentos significativos a baixas temperaturas (AL BULUSHI | et al.,
2009).

A Put resulta da descarboxilacdo do aminoé&cido ornitina (Figura 4) e €
utilizada como indicador da deterioracdo, estando associada ao aparecimento de
odores rancosos e putridos. A Put ou 1,4-diaminobutano possui formula molecular
CaH12N2 (88,15 g/mol), (AL BULUSHI | et al., 2009; ONAL et al., 2007; FAO et al.,
2012; ALTIERI et al., 2016; SENTELLAS et al., 2016; NATIONAL et al., 2018)

Figura 4. Formagéo da Put (2) através da descarboxilagéo da ornitina (1).

/\/\/NH? + €02
HzN OH ¥ H.N

NH,

(1)
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A Put é o precursor das poliaminas Spd e Spm (Figura 5) (ONAL et al., 2007;
YAMAMOTO et al.,, 2018). Estas poliaminas sdo essenciais no crescimento,
diferenciacdo e apoptose celular e ainda apresentam funcfes anti-inflamatorias e
antioxidantes (ZHANG et al., 2017). Ao longo do processo de envelhecimento
verifica-se um decréscimo dos niveis intracelulares da Spd em varios 6rgaos,
concretamente, nos ovarios, nos pulmdes, no figado, nos musculos, entre outros.
Porém, em pacientes com doenca de Alzheimer os niveis encontram-se elevados
(ZHANG et al., 2017).

A Spm possui a formula molecular C10H26N4 e uma massa molecular de
202,34 g/mol, enquanto a Sdp possui a formula molecular C7H19N3 e massa
molecular de 145,25 g/mol (ZHANG et al., 2017)

Figura 5. Formacao da Spd (2) e da Spm (3) a partir da Put (1).

f/‘\\,//‘\\,,/(NH"3 (1)
H,N

|
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1.1.2 Importancia da presencga das aminas biogénicas nos alimentos

Os efeitos toxicos despontaram a necessidade de um maior controle das
guantidade de ABs presentes nos alimentos (ESATBEYOGLU et al., 2016). A

determinacdo quantitativa ndo s6 é importante devido a toxicidade originada pelas
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ABs, mas também pelo fato de poderem ser utilizadas como indicadores da
gualidade alimentar, pois as suas concentracfes estdo relacionadas com as
condicbes de higiene durante o processamento das matérias-primas, fornecendo
informacdo (til sobre as condicbes a que os alimentos estiveram expostos,
indicadora de serem ou nao frescos (ESATBEYOGLU et al., 2016; AL BULUSHI | et
al., 2009).

Para garantir a seguranca alimentar a FDA recomenda que os niveis de His
presentes no peixe estejam de acordo com a Tabela 1 (CARDOZO, et al., 2013;
EFSA et al., 2011).

Tabela 1. Niveis de His presentes no pescado e as suas consequéncias na salde humana.
Adaptado de Cardozo et al., 2013.

Niveis de His  Niveis de seguranca no

(mg/kg) consumo humano
<50 Seguro

50-200 Possivel tdxico
200-1000 Provavelmente téxico
>1000 Téxico e imprdprio

De modo a garantir a seguranca dos consumidores foram estabelecidos limites
maximos para a concentracdo de ABs no peixe e em produtos de pesca (TAo et al.,
2011).

Os niveis de Tir presentes nos alimentos sao considerados toleraveis até 100
mg/kg (BILGIN et al., 2015; BYUN et al., 2012). Niveis totais de ABs presentes nos
alimentos, superiores a 1000 mg/kg, constituem um perigo para a saude humana
(BILGIN et al., 2015; BYUN et al., 2012). O Codex Alimentarius Commission (CAC)
estipulou que, nos escombrideos, os niveis de His ndo podem ultrapassar os 200
mg/kg (EFSA et al., 2011; BlJl et al., 2016; WHO et al., 2018)
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1.1.3 Métodos para detecc¢do e quantificacdo de aminas biogénicas

A quantificacdo de aminas biogénicas é uma operacdo analitica com
acentuado grau de dificuldade devido fundamentalmente a alguns fatores como
o carater polar dos compostos que resulta numa maior solubilidade em agua do
gue na maioria dos solventes orgéanicos; a auséncia de propriedades intrinsecas
dos compostos que possibilitem a sua deteccdo diretamente por métodos fisico -
guimicos de aplicacdo corrente, como € o caso de métodos espectrofotométricos,
fluorimétricos ou eletroquimicos; a extrema complexidade da matriz; as baixas
concentragfes em que estes compostos se encontram nas amostras; e a potencial
presenca de compostos interferentes (ONAL, 2007).

Um grande numero de métodos de separacdo tem sido descrito para
determinacdo de aminas biogénicas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
cromatografia gasosa e eletroforese capilar (VITALI et al., 2013).

Para a quantificagéo e identificagdo das ABs nas matrizes alimentares recorre-
se usualmente as técnicas cromatogréaficas (FERREIRA et al., 2006).

A Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA) recomenda a
utilizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com derivatizacdo pré
ou poés-coluna e com detecdo por fluorescéncia (FLR), ultravioleta (UV) ou
eletroquimica (ESATBEYOGLU et al., 2016).

A utilizacdo de agentes derivantizantes sdo frequentes, devido a capacidade
de formar derivados que potencializem o sinal analitico e desta forma possibilitem a
deteccdo de ABs mesmo em quantidades vestigiais. Devido a fraca sensibilidade que
as ABs apresentam na gama UV-Vis é necessério a realizacdo de uma etapa de
derivatizacdo. Para isso sdo usados diversos agentes quimicos, o DnsCl, o cloreto
de benzoilo (BzCl), o O-ftalaldeido (OPA), a fluoresceina, entre outros (LAZARO et
al., 2013)

Uma das vantagens da utilizacdo do DnsCl é a possibilidade dele se ligar a
aminas primarias, aminas secundarias e aminas terciarias, permanecendo 0s

derivados estaveis durante o tempo suficiente para a analise (AFLAKI F, 2014)
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1.2 Neurotransmissor: dopamina

A dopamina (DA) ou Cloridrato de Dopamina nomeada quimicamente por 3,4
dihidroxifeniletilamina, com massa molecular de 189,65 e formula estrutural
apresentada na (Figura 6), € uma catecolamina (apresenta os grupos catecol e
amina) sensivel a alcalis, sais de ferro e agentes antioxidantes, € também um
neurotransmissor central, precursor metabolico da noradrenalina e da adrenalina,
gue atua em receptores especificos no organismo, presentes no sistema nervoso
central, nos vasos mesentéricos, renais e nas coronarias (BRASIL, 2010).

Destaca-se também na terapia de pacientes com baixos niveis de dopamina
como os esquizofrénicos e parkinsonianos (STANDAER, 2009).

No Brasil o medicamento dopamina € comercializado em forma de ampolas de
10 ml contendo 5 mg/mL de cloridrato de dopamina (LUPETTI, 2003) e os
excipientes cloreto de sddio, bissulfito de sédio (agente antioxidante) e &gua
purificada . Outra caracteristica do medicamento é a sua apresentacao incolor ou
levemente amarelada, sendo que outras variacdes de cores ndo sao permitidas e
podem indicar fotélise e oxida¢do do farmaco (BRASIL, 2010).

A associacdo da DA com diversos problemas do sistema neuroldgico
evidencia a grande importancia do desenvolvimento de novos métodos analiticos
para sua deteccdo, em baixas concentracfes, nos seres humanos. Dessa forma,
diversos métodos sao descritos em literatura para a determinacdo de DA em
diferentes fluidos corporais, utilizando diferentes sistemas de detecc¢éo, tais como os
métodos: amperométricos (LI et al., 2006), deteccéo por fluorescéncia (SHOU et al.,
2006), espectrofotométricos (MADRAKIAN et al., 2006) cromatograficos (LI et al.,
2009), etc. Dentre estes, os métodos eletroquimicos apresentam-se como uma das
técnicas mais favoraveis para a determinacdo de DA por causa de seu baixo custo,

alta sensibilidade e de facil operacao.
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Figura 6: Férmula estrutural da Dopamina.
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1.2.1 Sintese da Dopamina

Ocorre no organismo, uma sintese natural e endégena de trés catecolaminas:
dopamina, adrenalina e noradrenalina. As catecolaminas enddgenas originam-se de
um percursor denominado tirosina que se transforma sucessivamente em dopa,
dopamina, noradrenalina e adrenalina por acdo enzimatica. Sinteticamente s&o
produzidas, além da adrenalina, noradrenalina e dopamina, trés outras
catecolaminas: dobutamina, isoproterenol e dopexamina. Todas essas aminas
possuem indicacfes terapéuticas especificas, diferindo entre si pela seletividade e
poténcia de acdes sobre os diferentes receptores no organismo (OSTINI et al.,
1998).

Assim, para a producdo das outras catecolaminas, a tirosina é enviada para os
neurbnios secretores de catecolaminas e sofre uma série de derivacdes enzimaticas
gue vai convertendo o precursor (tirosina) em L-dopa, dopamina, noradrenalina e

adrenalina® sucessivamente, como mostrado no mecanismo da Figura 7.
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Figura 7: Mecanismo de transformacao das catecolaminas no organismo.
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As catecolaminas podem ser secretadas no organismo em resposta a
qualquer forma de estresse, atuando diretamente na frequéncia cardiaca e
respiratéria, pressao arterial, forca muscular e agilidade mental. Em situacdes de
estresse, as catecolaminas podem ser liberadas na corrente sanguinea com a
finalidade de reduzir a quantidade de sangue que vai para a pele, transferindo o fluxo
sanguineo para érgaos importantes como corac¢ao, cérebro, figado e rins (HOFFMAN
et al., 2004).

A dosagem das catecolaminas no organismo pode indicar uma série doencas.
Altas concentracbes podem indicar trauma no sistema nervoso central, danos no
tronco cerebral, tumores neuroenddcrinos medular, diabetes e hipertensdo arterial.
Baixas concentracoes de catecolaminas podem acarretar em sérias doencas
neuroldgicas, déficit de aprendizado e de memodria, dificuldade no controle da
pressao arterial, mal de Parkinson e esquizofrenia. Dessa forma, o desenvolvimento
de métodos analiticos para o controle dos teores de catecolaminas em fluidos
biolégicos torna-se muito importante. Nesse trabalho, seréo analisadas as

catecolaminas: dopamina e adrenalia (LIMA et al., 2006).
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1.2.2 Técnicas analiticas utilizadas para controle de qualidade de farmacos

A Industria Farmacéutica € um segmento vital do sistema de cuidados da
saude, jA que conduz a pesquisa, fabrica e comercializa os medicamentos. Para
garantir o cumprimento da legislacdes vigentes e de suas politicas e procedimentos
internos, com o objetivo de produzir produtos farmacéuticos de qualidade, a empresa
deve desenvolver organizacbes de qualidade bastante sofisticadas, com
responsabilidades bem definidas (DE AZEREDO et al., 2004).

A autenticidade dos produtos farmacéuticos tornou-se um problema global e
por isso, se torna cada vez mais importante detectar a introducdo no mercado de
produtos fraudulentos e de qualidade inferiores, quer por razées econdmicas, quer
por razbes de saude. As adulteracbes em produtos farmacéuticos sao relativamente
frequentes e diversificadas, incluindo a substituicdo do medicamento por placebos ou
por adulteracdo da quantidade do principio ativo, o que reduz ou anula a acao do
medicamento no organismo (DE AZEREDO et al., 2004).

Ha varios métodos e técnicas analiticas para identificacdo de substancias, os
guais sao escolhidos avaliando desde fatores referentes a substancia (propriedades
quimicas, fisicas e biolégicas) como também do método, disponibilidade,
simplicidade, viabilidade financeira, adequacéo técnica, dentre outros (AMORIM et
al., 2013).

Segundo o codigo oficial farmacéutico do Pais, representado pela
Farmacopeia Brasileira onde se estabelecem, dentre outras coisas, 0S requisitos
minimos de qualidade para farmacos, insumos, drogas vegetais, medicamentos e
produtos para a saude. Existem diversas metodologias que podem ser adotadas
para a realizacdo do controle de qualidade dos medicamentos, dentre elas se
destacam espectrometria de absorcdo atdbmica, espectrofotometria de absorcéo
molecular na regido do UV-Visivel e no infravermelho, difracdo de raios x,
cromatografia gasosa, cromatografia em papel, cromatografia liquida, cromatografia
liquida de alta eficiéncia, cromatografia de camada delgada, analise por injecdo em
fluxo, polarografia e outras (BRASIL 2010). Existe também uma crescente

elaboracdo de metodologias eletroanaliticas para o monitoramento de farmacos em
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fluidos biolégicos, formulagcdes farmacéuticas, pesticidas, vitaminas, alimentos e em
outras matrizes Devido a crescente demanda da industria farmacéutica e a
necessidade de controle de qualidade cada vez mais eficazes, tem sido cada vez
mais explicito o interesse na pesquisa de metodologias de maior simplicidade que
possam colaborar no processo de producdo e de controle para farmacos. Além
disso, é fundamental que se assegure a autenticidade dos produtos introduzidos no
mercado, evitando erros de manipulacdo, adulteracdes e falsificacdes (HALEEM et
al., 2014).

Devido ao fato das técnicas eletroanaliticas apresentarem simplicidade,
sensibilidade, seletividade e baixo custo das analises, a técnica vem conquistando

cada vez mais espaco neste cenario (MALAGUTTI et al., 2003).

1.2.3 Determinacéo analitica da dopamina

Diversas metodologias podem ser encontradas na literatura para determinagao
de dopamina em amostras bioldgicas e formulacdes farmacéuticas, dentre estas
destacam-se o0s procedimentos em fluxo com deteccdo espectrofotométrica,
amperométrica, cromatografia liquida de alta eficiéncia e por quimiluminescéncia
(LUPETTI et al., 2003).

Segundo Afkhami e colaboradores (2005) a DA é oxidada por um processo
reversivel envolvendo 2 protons e 2 elétrons, produzindo o derivado o-benzoquinona

(dopaminaquinona), o qual pode ser reduzido na varredura reversa (Figura 8).

Figura 8: Equacéo da oxidacdo da Dopamina

HO 0
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Devido a dopamina ser facilmente oxidada eletroquimicamente por eletrodos
convencionais, as técnicas eletroanaliticas tém sido intensivamente utilizadas na sua
determinacdo (TASHKHOURIAN et al., 2009). Alguns estudos sugerem a utilizacao
de eletrodos de pasta de carbono modificada com nanoparticula de prata e
nanotubos de carbono, eletrodo de pasta de carbono modificado através de um pré-
tratamento com hidroxido de sédio (MAHANTHESHA et al., 2013), eletrodo de pasta
de carbono com perovskita, eletrodo de carbono vitreo modificado com oxido de
grafeno (ATTA et al, 2014), eletrodo de disco de ouro modificado com ouro
nanodendrite recoberto por nanocamada anibnica (&cido-8-mercaptooctandico)
(WANG et al., 2014) entre outros.

Mesmo existindo uma variedade de trabalhos utilizando os eletrodos de pasta
de carbono como sensores para determinacdo de dopamina nas mais distintas
matrizes, ainda ndo é constatado na literatura nenhum dispositivo a base de pasta de
carbono modificada com o6xido de zinco ou dispositivos utilizando nanotubos de
carbono.

A quimica eletroanalitica, de forma geral, esta fundamentada na interacdo da
eletricidade com a matéria (substancias quimicas), ou seja, por meio das medicdes
de grandezas elétricas, tais como: corrente, potencial e carga, sao estabelecidos
parametros quimicos sobre o analito (MAHANTHESHA et al., 2013), Essa area da
guimica geralmente é empregada para fins de analises e possui uma infinidade de
aplicagbes no monitoramento ambiental, controle de qualidade industrial e analises
biomédicas. A eletroanalitica possui caracteristicas vantajosas, como alta
sensibilidade, boa precisao, portabilidade, miniaturizacdo dos dispositivos de medida,
medidas diretas em amostras sem pré-tratamento e instrumentacao relativamente
barata (WANG et al., 2001; SKOOG et al., 2002; FARGHALY et al., 2014).

As técnicas voltamétricas sdo genericamente denominadas como técnicas
eletroanaliticas e compreende um grupo de métodos eletroquimicos nos quais as
informacdes sobre o analito sdo obtidas através de medidas de corrente em funcéo
do potencial aplicado e em condi¢cbes que estimulem a polarizagcdo de um eletrodo
de trabalho, também chamado de indicador (SKOOG et al., 2002).

As espécies quimicas analisadas sao colocadas em uma cela eletroquimica, a
gual é constituida por no minimo trés eletrodos (WANG et al., 2001): eletrodo de

trabalho (comumente feito de material inerte, como ouro, platina, carbono, mercurio),
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contra-eletrodo (placa ou fio de platina) e o eletrodo de referéncia (apresenta uma
grande area superficial e potencial constante). Dependendo do tipo de imposicdo de
potencial, a voltametria pode ser denominada por voltametria linear, voltametria
ciclica, voltametria de onda quadrada e voltametria por pulso diferencial.

Cada uma destas técnicas permite obter informacdes qualitativas e
guantitativas a respeito das espécies quimicas numa solucdo eletrolitica e dos
processos de transferéncia de elétrons que ocorrem na interface substrato
condutor/solugdo, como também obter parametros cinéticos e termodinamicos das
reacdes de transferéncia de elétrons (SKOOG et al., 2002). Essas técnicas baseiam-
se de forma geral nos estudos de processos de oxidacdo e reducdo de espécimes
guimicas em varios e diferentes meios, bem como no estudo de processos de
adsorcdo em superficies e de mecanismo de transferéncia de elétrons em
superficies de eletrodos quimicamente modificados (SKOOG et al., 2002; DE
SOUZA et al., 2003)

Para diversificar a aplicabilidade das técnicas voltamétricas e estender seu
uso para reducdo e oxidacdo de diferentes analitos os eletrodos quimicamente
modificados tém sido alvo de estudo na busca por novos sensores eletroquimicos
com desempenho melhorado. Em muitos casos, a modificagdo se da através da
deposicao de filmes de materiais poliméricos sobre a superficie do eletrodo e, sobre
estes, a fixacdo de agentes transportadores de carga, como ions ou metais (DE
OLIVEIRA et al., 2016).

Desta forma, varios eletrodos de trabalho tém sido propostos para os mais
diversos tipos de analises: merctrio (HERNANDEZ et al., 2008) filmes de mercurio
(MARTINIANO et al., 2013; WANG et al., 2006) amalgamas (YOSYPCHUK et al.,
2011; Danhel et al., 2014); metalicos puros (ouro, platina, prata, cobre etc)
(CHRZESCIJANSKA et al.,, 2014; ARAUJO et al., 2014), ligas metéalicas (CHOU
2013; MOORCROFT et al., 2000); carbono vitreo (DICULESCU et al.,, 2010),
diamante dopado com boro (SVORC et al.,, 2014; HONORIO et al., 2014);
compositos (SHENG et al.,, 2014; CESARINO et al.,, 2013), pasta de carbono
(REDDAIAH et al.,, 2014), pasta de carbono modificado (ABU-SHAWISH., 2013;
FRITZEN-GARCIA et al., 2009), eletrodos modificados com nanotubos de carbono
(RASTAKHIZ et al., 2012; ARRIBAS et al., 2013)
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1.3 Métodos eletroquimicos

A eletroquimica trata de fenbmenos quimicos associados a transferéncia de
elétrons, que ocorrem heterogeneamente na superficie do eletrodo, ou
homogeneamente em solucdo (BRETT e BRETT, 1996). O processo eletroquimico
fundamenta-se na aplicacdo de um potencial capaz de oxidar ou reduzir substratos
de interesse, sendo o método padrdo para o estudo das reacdes redox. Quando
comparada a quimica convencional, a eletroquimica destaca-se pelo baixo gasto de
reagentes, além do facil controle de variaveis, que, combinadas de formas diversas,
levam a técnicas eletroquimicas particulares (MELLO, 2007; MOURA, 2008).

Eletroquimica pode imitar as principais reacdes oxidativas que ocorrem no
corpo humano, proporcionando uma boa aproximacdo do que ocorre in Vivo
(KAVACIC et al., 2014), logo os estudos que envolvem a transferéncia de elétrons
auxiliam na compreensdo de VAarios processos que ocorrem no meio bioldgico,
ajudando assim o desenvolvimento das areas quimico-farmacéutica, farmacoldgica,
toxicoldgica e biomédica, em geral. Os processos de oxirreducao estdo relacionados
como principais mecanismos desenvolvidos na célula viva, desde processo
metabdlico aos de defesa, sendo intermediados por enzimas presentes em todos 0s
organismos Vivos. Esses processos requerem um ambiente redox que permita
realizar eficientemente sua funcédo baseados em uma série de transformacfes redox
e nao redox, catalisadas por enzimas ou nao, e envolvendo transferéncia de elétrons
e de atomos, aliado a tudo isso encontra-se um complexo grupo de proteinas,
peptideos e genes. Qualquer mudanca nesse delicado equilibrio pode causar

alteracao na homeostase celular ou em outros ambientes (MOURA, 2008).

1.3.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) € uma técnica eletroanalitica importante e
amplamente empregada no estudo de reac¢des redox, na detecc¢do de intermediarios

de reacado e na observacdo e no acompanhamento de reac¢des envolvendo produtos
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formados nos eletrodos. A voltametria ciclica € uma técnica de varredura reversa de
potencial, onde o potencial aplicado ao eletrodo é submetido a variagdo, numa
velocidade conhecida, e ao atingir o potencial final desejado, a varredura € revertida
ao valor inicial, na mesma velocidade. Obtem-se como resposta a essa perturbacéo,
no caso de uma transferéncia eletrbnica reversivel, um par de picos, catédico e
anddico (Figura 9). Um experimento envolvendo VC pode empregar um ciclo inteiro,

um ciclo parcial ou ainda varios ciclos (SKOOG, 2005)

Figura 9: Voltamograma ciclico para um sistema reversivel de KsFe(CN)s 6 mmol L' e KNOz 1

mol L-1, com destaque para os parametros mais importantes.

Catddica
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Anddica
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Potencial, V vs. ESC

Fonte: SKOOG, 2005

Pode avaliar-se o processo eletrodico ocorrido, através seguintes dados:
potenciais de pico catodico e anddico (Epc e Epa), as correntes de pico catédico e
anddico (Ipc e Ipa) e os potenciais de meia onda (Ev2) ou de pico a meia altura de
onda (Ep2). Como esses dados, € possivel inferir se 0 processo de transferéncia de

elétrons é reversivel ou ndo, a presenca de reacdes quimicas acopladas, adsorcao e
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fenbmenos cataliticos, a caracterizacdo do fenbmeno que controla a corrente de
pico, se a velocidade de varredura influencia no potencial e na corrente e também
determinar a concentracdo de substancias eletroativas (GREEF et al.,, 1985;
SKOOG, 2005).

1.3.2 Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial € uma técnica eletroanalitica semelhante a
VPN, porém geralmente €& mais sensivel, e apresenta limites de deteccdo
significativamente menores, devido a uma melhora da corrente faradaica ou uma
diminuicAo na corrente de carga nao-faradaica na VPD. Como na VPD, na
voltametria de pulso diferencial normal, escolhe-se um valor base de potencial,
normalmente onde ndo ha reacéo faradaica, e aplica-se ao eletrodo. A partir desse
valor, aplicam-se pequenos pulsos de amplitude crescente, sendo o aumento de
amplitude sempre igual, a corrente € medida no fim de cada pulso, cuja duracdo vai
normalmente de 5 ms a 100 ms; o intervalo entre os pulsos é de 2 — 4 s. (BRETT,
1996; SKOOG, 2005).

O potencial-base é aumentado entre os pulsos, sendo esses aumentos de
mesma intensidade. A corrente é medida imediatamente antes da aplicacdo do pulso
e registra-se a diferenca entre as duas correntes; isso diminui a percep¢do da
corrente capacitiva. Os valores das duas correntes estdo separados de dois valores
de potenciais por cerca de 50 mV a 100 mV (que na verdade é o valor da amplitude
do pulso superposto). A duragédo de cada pulso varia normalmente entre 5 — 50 ms.
O intervalo entre os pulsos é de 0,5 — 4s. Os pulsos de potencial sdo superpostos em
uma rampa de potencial em forma de degraus com potencial linearmente crescente,

guando em instrumento digital, conforme Figura 10.
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Figura 10: (a) Representacdo esquematica da aplicagcao de potencial em funcéo do tempo em
voltametria de pulso diferencial, a corrente € amostrada em 1 e 2 e a diferenca entre elas é que é
registrada: A4l = ) — I@).(b) Voltamograma de VPD.
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Fonte: SKOOG, 2005

1.4 Eletrodos de carbono

Por apresentarem caracteristicas interessantes como ampla janela de
potencial, inércia eletroquimica e boa estabilidade térmica, eletrodos a base de
carbono costumam ser muito utilizados em eletroanalises. Outro ponto positivo
da utilizacdo deste substrato, estd na possibilidade de modificar seu material
interno/superficie com uma grande variedade de compostos (materiais
nanoestruturados, biomateriais, polimeros, liquidos i6nicos, entre outros),
caracteristica muito apreciavel quando se busca o desenvolvimento de EQMs e
biossensores cada vez mais sensiveis (SZUNERITS e BOUKHERROUB, 2008;
OISHI, 2009).

Dentre os substratos mais utilizados nos eletrodos de carbono, destacam-se
o carbono vitreo, a pasta de carbono, o diamante dopado com boro e os eletrodos
de carbono impressos (SZUNERITS e BOUKHERROUB, 2008).
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1.4.1 Eletrodo de carbono vitreo quimicamente modificados

O carbono vitreo pode ser considerado um material com grande importancia
tecnoldgica pois apresenta propriedades muito atrativas nas quais se destacam a
excelente condutividade elétrica e térmica, a biocompatibilidade, a inércia quimica,
a baixa porosidade (impermeabilidade a gas), a superficie polida e a boa rigidez
mecanica, podendo ser aplicado nas industrias meédicas, aeroespacial e quimica, por
exemplo (BOTELHO et. al., 2001; GONCALVES, 2007).

O carbono vitreo esté entre os substrados mais utilizados em eletroanalises,
pois oferece ampla janela de potencial de trabalho, baixa corrente capacitiva, boa
condutividade e biocompatibilidade, além de ser quimicamente inerte. Estas
caracteristicas também favorecem a modificacdo da superficie de eletrodos de
carbono vitreo (GCE) com materiais que sao capazes de melhorar ainda mais
0 desempenho deste eletrodo (SUN, 2006; ZUCONELLI, 2009). Wang e
colaboradores depositaram folhas de grafeno sobre a superficie de um GCE e
utilizaram este eletrodo modificado na deteccdo de levodopa e carbidopa em
farmacos. As correntes de pico mostraram uma resposta linear para ambas as
catecolaminas na faixa de 1-16 ymol L* com limite de deteccéo de 0,80 umol L para
a levodopa e 1,80 uymol L, para a carbidopa (WANG et. al.; 2013).

Com o objetivo de melhorar as propriedades fisico-quimicas e controlar a
natureza da interface eletrodo-solucao, surgiram nos anos 70 os primeiros trabalhos
relacionados a modificacdo da superficie de eletrodos (SOUZA, 1997; PEREIRA et
al., 2002). Os eletrodos quimicamente modificados (EQMs) podem ser construidos a
partir da modificacdo de um substrato base (ouro, platina, carbono vitreo, pasta de
carbono) com uma série de materiais (nanomateriais, biomoléculas, liquidos idnicos,
polimeros, entre outros) que geralmente conferem melhoria na sensibilidade, na
seletividade, na estabilidade e na condutividade do eletrodo base, o que justifica a
sua aplicagao (VIDAL et al., 1999; PEREIRA et al., 2002).

De maneira geral, os métodos mais utilizados para a incorporacdo de um
agente modificador consistem em: (a) adsor¢éo - dissolu¢do do modificador em um
solvente aproximado e exposicdo da superficie do eletrodo a esta solucédo; (b)

eletrodeposicao - deposi¢cdo de uma espécie na superficie do eletrodo pela aplicacao
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de um potencial; (c) ligacdo covalente - o modificador é ligado covalentemente a
superficie do eletrodo e (d) recobrimento com filmes poliméricos (MURRAY et
al.,1980; VIDAL et al., 1999).

O uso de eletrodos quimicamente modificados aliados a técnicas
eletroanaliticas permite a detecgéo in situ e em tempo real de uma grande variedade
de compostos, 0 que confere a esta metodologia certas vantagens em relacdo a
outras técnicas de analise (como a cromatografia e a espectrofotometria, por
exemplo). Além disso, o baixo custo (instrumental e de reagentes), a facilidade na
construcédo dos eletrodos, a portabilidade e a possibilidade de miniaturizacdo do
sistema tornam esta metodologia uma importante ferramenta tecnoldgica, que pode
ser aplicada na analise quimica de varias substancias em diversas areas, tais como
clinica, ambiental e biotecnologica (MURRAY, 1980; ABRUNA et al., 1981; MELLO e
KUBOTA, 2002; LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006).

Em 1975 por Murray e colaboradores e se referiram aos eletrodos soélidos
convencionais aqueles que possuem espécies quimicamente ativas imobilizadas em
sua superficie. Os primeiros estudos acerca dos eletrodos quimicamente modificados
surgiram no inicio da década de 70 com o objetivo de estabelecer e controlar a
natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucéo e devido a necessidade de
analisar compostos especificos que ndo eram eletroativos em eletrodos
convencionais.

Os métodos mais utilizados para realizar a modificacdo sédo: adsor¢do (método
simples e rapido no qual o agente modificador é dissolvido e o eletrodo é colocado
em contato com a solucao); ligacdo covalente (é a incorporacdo de um vasto nimero
de substancias, de maneira estavel, através da manipulacdo da reatividade dos
grupos funcionais existentes na superficie do eletrodo); filmes poliméricos
(imobilizagéo de policamadas da espécie ativa na superficie do eletrodo a partir do
recobrimento com filmes poliméricos); ou materiais compositos (modificacdo interna
do material eletrodico pela combinacdo de duas ou mais fases de diferentes
naturezas) (RUIZ-CAPILLAS et al., 2001). Geralmente, a camada de modificagéo é
eletroativa e age como mediador de elétrons na interface eletrodo/solucao).

Sensores eletroquimicos a base de materiais carbonadceos As determinacdes
eletroanaliticas estdo aliadas ao registro de dados eletroquimicos referentes a

reacdes redox processadas na interface eletrodo/solucdo. Por conseguinte, o
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desempenho analitico dos métodos eletroanaliticos é completamente dependente do
material eletrodico utilizado como eletrodo de trabalho. Os materiais de carbono ou
carbonaceos constituem se como uma das classes de materiais mais importantes no
cenario de construcéo de eletrodos de trabalho para fins analiticos, variando desde
superficies tradicionais como a dos eletrodos de carbono vitreo e pasta de carbono
até superficies avancadas, incluindo eletrodos a base de nanotubos de carbono
grafeno e diamante (RUIZ-CAPILLAS et al., 2001).

Os eletrodos de carbono apresentam, em geral, elevada taxa de transferéncia
de elétrons para uma ampla gama de compostos organicos e inorganicos, resisténcia
guimica e mecanica, sendo todas estas, propriedades fundamentais para o
estabelecimento de métodos eletroanaliticos seletivos, sensiveis e reprodutiveis.

De forma geral, adsorcédo irreversivel direta, ligacdo covalente a sitios
especificos da superficie do eletrodo, recobrimento com filmes poliméricos,
constituem os métodos mais importantes para promover a modificagdo do eletrodo
base (PEREIRA et al., 2002). Dentro deste contexto, vém se destacando
ultimamente os eletrodos de Nanotubos de Carbono (CARBON NANOTUBES -
NTC), que apresentam morfologia tubular com dimensBes nanométricas. Desde
sua descoberta em 1991 (STANIC et al.,, 2011), os NTC tém despertado grande
interesse em diferentes aplicacdes nas areas da quimica e fisica dos materiais,
devido as suas caracteristicas proprias como propriedades eletrbnicas, oOticas,
grande resisténcia mecanica e suas propriedades quimicas resultantes da
combinacao de sua dimensionalidade, estrutura e tipologia (MERKOCI et al., 2005)

Atualmente, os NTC sdo 0s componentes mais comuns usados ha
nanotecnologia. Com uma forca de tensdo 100 vezes maior que a do aco,
condutividade térmica maior que a de todos o0s compostos (exceto a do
diamante ultrapuro), e uma condutividade elétrica maior que a do cobre, com a
possibilidade de transportar correntes maiores (AJAYAN et al., 1999; FILHO et al.,
2007).

Uma maneira simples de representar os NTCPS (Figura 11 (A)) é considerar
uma camada simples de grafite e enrola-la até formar um cilindro de tal modo
gue dois sitios cristalograficamente coincidam. Uma camada simples de grafite esta
constituida por atomos de carbono formando uma rede hexagonal, com

ligacbes simples e duplas, sendo a distancia entre dois atomos mais préoximos
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da ordem de 0,14 nm. No grafite, as ligacbes entre camadas sdo do tipo Van
der Waals, sendo a distancia entre elas da ordem de 0,34 nm (FILHO et al., 2007).

. Por outro lado os NTCPM (Figura 11 (B) sdo constituidos por duas ou
mais camadas simples de cilindros coaxiais (obtidos enrolando uma folha de
grafite), fechados nos seus extremos também com “hemisférios” de fulerenos, os
guais em geral, apresentam defeitos (presenca de pentagonos ndo isolados e
heptagonos). A distancia de separacao entre camadas € da ordem de 0,34 nm (3-
5% maior que o0 espacamento entre as camadas do grafite de
aproximadamente 0,339 nm). Na maioria dos casos, a relacao
comprimento/diametro atinge valores entre 100 e 1000 e, portanto, podem ser
considerados como sistemas unidimensionais (FILHO et al., 2007).

NTC tém sido usados na confeccéo de diferentes tipos de dispositivos, como
emissores de elétrons para mostradores, sensores de gases e sensores hioldgicos,
pontas para microscopio de forca atbmica e, quando combinados a outros materiais,
como polimeros e fibras, servem como elementos de reforco formando
compoésitos com excelentes propriedades mecanicas, além de sua grande
aplicacdo tecnologica na construcdo de biosensores e transdutores
eletroquimicos, que atuam acelerando reacfes de transferéncia de elétrons em

moléculas do tipo proteina ou neurotransmissores (ORIVE et al., 2006).

Figura 11 :Nanotubos de Carbono — (A) parede Unica e (B) parede mltipla

(FILHO et al., 2007)
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A adsorcdao irreversivel de NTC sobre superficies eletrédicas convencionais
constituem uma estratégia util para preparar, de forma simples, sistemas de
deteccdo que exibem um excelente comportamento frente as reacoes
eletroquimicas de algumas moléculas de interesse (ORIVE et al., 2006).

Para a preparacgédo destes eletrodos e, devido a baixa solubilidade dos NTC na
maioria dos solventes, € preciso selecionar um meio de solubilizacdo que seja
compativel com as espécies envolvidas na deteccdo. Os agentes dispersantes mais
utilizados tem sido &gua (ORIVE et al., 2006), polimeros como o nafion
(perfluorosulfonato sédico), solventes organicos como o dimetilformamida (DMF)
(ULLOA et al., 2008) e tensoativos, como o dodecilsulfato sédico (FILHO et al.,
2007). Estes meios influem sobre a morfologia dos recobrimentos e sobre as
propriedades eletroquimicas dos NTC dependendo do mecanismo do sistema redox,
ndo alterando a superficie quimica do nanomaterial como ocorre quando se
empregam meios 4cidos ou tratamentos eletroquimicos de ativacdo (ULLOA et al.,
2008; FILHO et al., 2007).

1.5 Nanomateriais

A nanotecnologia adapta a composicdo, tamanho e forma dos materiais em
escala nanométrica para atingir propriedades distintas, que podem ser manipuladas
de forma eficiente para as aplicacées necessarias (M. SIMA, 2013).

O estudo de materiais cujos tamanhos das particulas que os constituem
encontram-se na faixa dos nandmetros (chamados de nanomateriais) ganhou
importancia significativa no final do século XX, levando ao aparecimento e
consolidagéo de toda uma area do conhecimento, hoje reconhecida como "Nanociéncia
e Nanotecnologia”. De fato, nos primeiros anos do século XXI é raro encontrar pessoas
que de alguma forma nunca tenham se deparado com estes termos. A area da
Nanociéncia e Nanotecnologia extrapolou os limites da academia e da industria e,
rapidamente, atingiu o publico em geral, trazendo consigo promessas de uma
verdadeira revolugcdo de costumes, alimentando a imaginag¢do da industria da ficcdo
cientifica (ALDO et al., 2007).
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Mecanismo de acdo das nanoparticulas de ZnO é um semicondutor de banda
larga convencional. E Gnico propriedades o tornam apropriado para varias aplicacdes
biomédicas, incluindo usos anticancerigenos, antibacterianos e antifungicos. O oxido
de zinco, como um material direto e de banda larga, atraiu na Ultima década intensa
atencdo experimental e tedrica por suas potenciais aplicacdes em nanoeletrénica e
optoeletrénica (RASMUSSEN, et al.,2010). A justificativa para a mistura entre
nanotubos de carbono e as nanoparticulas sdo propriedades condutoras

apresentadas.

Os nanocristais de ZnO, CuO e os nanocompdsitos contendo nanocristais de
ZnO dopado com Cu e nanocristais de CuO (ZnOxCu) foram sintetizados e
caracterizados conforme mostrado no artigo Imunosensor a base de nanocristais de
oxido de zinco decorados com cobre para a detecgdo eletroquimica de alfa-amilase
salivar humana, Silva, A. C. A. et al.,, 2021. Os nanocompgésitos de ZnO:4Cu e
Zn0:12Cu apresentaram aumento no sinal eletroquimico e interferéncia na deteccdao,

mostrando alta especificidade e sensibilidade devido a interacédo do cobre.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar a interacdo das aminas biogénicas e catecolaminas (caso da dopamina)
com eletrodos modificados através de técnicas eletroquimicas, a fim de desenvolver um

eletrodo nanoestruturado para deteccdo de aminas biogénicas e neurotransmissores

2.2 Especificos

Para atingir o objetivo proposto, 0s seguintes objetivos especificos foram

estabelecidos:

OJlnvestigar o comportamento eletroquimico das aminas frente aos eletrodos de
carbono vitreo modificados com nanoCu, eletrodos de carbono vitreo modificados com
nanoAu/nanoCu e eletrodos de carbono vitreo modificados com NTC.

[0 Desenvolver eletrodos para avaliar a interacdo destas aminas com
nanocompositos de ZnO dopado com Cu/CuO com variac¢do de CuO.

[ Investigar o comportamento eletroquimico das aminas biogénicas em eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanoparticulas de Cu e eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanoparticulas de Cu com nanoparticulas de Au utilizando a técnicas de
voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial

[1 Investigar o processo de oxidacdo e reducdo de dopamina sobre os eletrodos
modificados com NTC e nanocompositos de ZnO dopado com Cu/CuO com variacao de
CuO utilizando a técnicas de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.

[0 Obter curvas analiticas e determinar os parametros, tais como LD, LQ,

sensibilidade e faixa linear de resposta.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. Materiais e métodos

3.1.1 Reagentes e solventes

utilizados neste trabalho para a modificagdo do eletrodo foram cedidos pela
professora Anielle Christine Almeida Silva do laboratério de novos materiais
nanoestruturados e funcionais do Instituto de Fisica da Universidade Federal de
Alagoas. .As aminas: dopamina, histidina, histamina, cadaverina e putrecina foram
adquiridas da Sigma Aldrich, pureza = 95% (Steinheim, Germany). &acido sulfarico
(H2S04) foi obtido da Cromoline® (Diadema, Brasil). O sulfato de cobre (CuSQOa4), fosfato
de sodio diidratado (NazHPOas) e fosfato de soédio monoidratado (NaH2POs) tém
procedéncia da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil). O dimetilformamida
extra seco foi adquirido da AcrosOrganics® (New Jersey, USA).

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. Todas a solugdes
foram preparadas em agua ultrapura (18 MQ cm) de um sistema de purificagdo Milli-Q

da Millipore Inc.

3.1.2 Preparacéao de solucdes

Solucbes-estoque de dopamina, histamina, histidina, putrecina e cadaverina foram
preparadas na concentracdo de 1,0 x 10 mol L' em agua deionizada, pouco antes de
sua utilizacdo no estudo eletroquimico.

Para os estudos fizeram-se necessarios o uso de alguns tampdes. Tampao fosfato
pH 7,0 como forca idnica de 0,222, preparado com adi¢do de 30,5 ml de Na:HPOa4 e
19,5 ml de NaH2PQ4, ambos na concentracdo de 0,20 mol L, completando o volume
para 100 ml com agua deionizada; para o tampao acetato pH 4,8, como forca idnica de

0,100, foi adicionado a um baldao volumétrico de 100 ml, 7,2 ml de NaOAc e 12,5 ml de
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HOAc, na concentragdo de 1,00 mol L' completando o volume para 100 ml com agua

deionizada.

3.2 Estudos eletroquimicos

As medi¢bes eletroquimicas foram realizados através do equipamento
potenciostato/galvanostato, PGSTAT (AUT73222) da Autolab®. Para os estudos
eletroquimicos utilizou-se um sistema de trés eletrodos (Figura 12): eletrodo de carbono
vitreo (BAS, diametro 1,6 mm) como eletrodo de trabalho; eletrodo de fio de platina,
como auxiliar; e Ag|AgCI|CI- (saturado) da BAS, como eletrodo de referéncia.

Experimentos voltamétricos foram realizados em cela eletroquimica com 10 mL,
tampdo fosfato, para o estudo do perfil voltamétrico das aminas. Os gréficos

processados foram tratados utilizando o programa Origin 8.0®.

Figura 12:Sistema com os trés eletrodos para analises eletroquimicas.
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Fonte: ANDRADE, 2013
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3.2.1 Limpeza do eletrodo de carbono vitreo

O eletrodo de carbono vitreo (BAS) passou por uma limpeza mecanica. Foi
polido com alumina (0,3 um) e lavado abundantemente com agua, antes de ser levado
ao ultrassom por 30 s em etanol.

Apos o procedimento de limpeza, foi realizado o teste com uma solucdo de
ferricianeto de potassio, para verificar a area eletroativa do eletrodo, assim como a
eficiéncia do polimento. Em seguida, o eletrodo foi utilizado no estudo eletroquimico
onde foi modificado com as nanoparticulas e os nanotubos de carbono. Foi necessario
limpar a superficie do eletrodo a cada nova modificacdo, pois a substancia adere

facilmente a superficie do eletrodo dificultando as leituras posteriores.

3.2.2 Preparo do eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocobre

(ECV/nanoCu)

Para preparar o eletrodo de carbono vitreo com didmetro de 4 mm foi polido com
Pasta de 6xido de aluminio de 0,05 um para obter uma superficie espelhada, enxaguada
e sonicada em agua destilada e seca ao ar.

Para preparar camada de nanoparticulas de cobre pelo processo eletroquimico,
utilizou-se método de deposicdo da literatura (Zheng et al, 2013), conduzidos
experimento de voltametria ciclica com o ECV na faixa de potencial de -0,6 ~ 0,8 V em
0,06 M de H2SO4 + 10,7 yM de CuSO4 sendo realizadas adi¢bes sucessivas até 30
ciclos a uma velocidade de varredura de 100 mV s. O eletrodo obtido ficou pronto para
uso apés uma lavagem final com agua deionizada e denotado como nano-cobre/ GCE.

O eletrodo modificado foi utilizado com os testes com as aminas biogénicas e

dopamina na faixa de concentragao variando de 39 a 193 pM.
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3.2.2.1 Voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial

O nanocobreNTC/ECV foi imerso em 0,06 M de H2SO4 + 10,7 yM de CuSO4 solugéo
contendo DA, histamina, histidina, putrecina e cadaverina separadamente, cada uma por
vez. O tempo de acumulagdo no circuito aberto foi de 60 s. Entdo o ciclico
voltamogramas foram obtidos entre -0,6 e +0,8 V, e o potencial de varredura inicial foi -
0,6 V.

3.2.3 Preparo do eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoCu/nanoAu
(ECV/nanoCu/nanoAu)

Para preparar camada de nanoparticulas de cobre e ouro pelo processo

eletroquimico, o método de deposicao foi baseado da literatura de EI-Nouret al. 2017.

3.2.3.1 Voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial

A modificacdo do eletrodo foi realizada por voltametria ciclica na faixa de potencial
de -0,6 a 0,8 V em solugéo de CuSO4 10,7 uM +AuCl2 0,01 M, utilizando uma velocidade
de varredura de 100 mV/s por 25 ciclos.

Na solucdo de modificacdo de CuSO4 10,7 uM + AuCl2 0,01 M era adicionada a
amina para que sua concentracédo fosse 39 pM, sendo realizadas adi¢cdes sucessivas.
Esse sistema foi analisado em voltametria de pulso diferencial nas faixas de -0,6 a 0,8 V,

e o potencial de varredura inicial foi -0,6 V.

3.2.4 Preparacdo do eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de

carbono
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3.2.4.1 Preparacao das suspensdes contendo 0s hanocompagsitos

A modificacdo dos NTC com o0s nanocompositos (ZnO:4Cu e ZnO:12Cu) e as
nanoparticulas controle (CuO e ZnO) foi feita a partir da mistura de: 1,0 mg de NTC
funcionalizado e 1,0 mg de nanomateriais utilizando 1,0 mL de dimetilformamida (DMF)
como solvente. Essas misturas foram submetidas a trinta minutos de banho de ultrassom

até a formacgéo de uma suspensao homogénea.

3.2.4.2 Modificacéo do eletrodo

Uma aliquota de 2 pL foi depositada sobre a superficie do sensor base e seco a
60°C, em estufa, por 30 minutos para completa evaporacéo do solvente, obtendo filmes
homogénios e uniformes. Apds resfriar a superficie eletrodica modificada e realizar a
ativacdo em eletrélito puro, as medidas voltamétricas foram executadas. O preparo do

eletrodo esta esquematizado na Figura 13.

Figura 13: Preparacao esquematica do eletrodo modificado

Mistura NTC + ZnO

10g ¢ %M

Nanocristais + NTC

Apos as medidas voltamétricas, o eletrodo deve ser limpo para evitar que
algum efeito da modificacdo prejudique a superficie do carbono vitreo. A remocéo da

modificacdo é facilmente promovida quando colocada por alguns segundos em um
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banho ultrasénico com agua deionizada, sendo a superficie regenerada com polimento

em alumina conforme sequéncia de tratamento apresentada nesta secao.

3.2.4.3 Voltametria de pulso diferencial

A resposta analitica das aminas em presenca dos nanocristais foi observada por
voltametria de pulso diferencial. As medidas foram realizadas em 10,0 mL de tampéao
fosfato (1,0 mol L-1). A velocidade de varredura foi constante e igual a 50 mV s e a

faixa de potencial variou entre 0,0 a 1,2 Vs.

3.3 Tratamento dos dados voltamétricos

Os voltamogramas de pulso diferencial apresentados foram suavizados através da
funcdo Savitsky-Golay smooth nivel 4, visando a eliminagdo do ruido de fundo
sobreposto ao sinal voltamétrico. Em seguida, era corrigido a linha de base através da
funcdo moving average com um step window de 2 mV, ambas disponiveis no software
GPES versao 4.9. Através desse tratamento matematico realizado nos voltamogramas,
melhorou a visualizacdo e identificacdo dos processos oxidativos dos analitos. Além
desse software, também foi utilizado o Origin® 5.0 para tratamento dos dados.

3.4 Parametros de desempenho analitico

De acordo com a literatura, a eficiéncia de uma metodologia analitica é estimada
pelas variaveis de desempenho analitico, tais como sensibilidade, linearidade, limite de
deteccdo (LD), Ilimite de quantificagdo (LQ) e precisao (repetibilidade e
reprodutibilidade).

A sensibilidade de um método mede a sua capacidade em distinguir entre pequenas
diferencas na concentracdo de um analito. Ela foi avaliada através dos valores de LD e

LQ, calculados conforme as Equacdes 1 e 2. Dez medidas realizadas em eletrolito puro
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(brancos) foram usadas para estimar o desvio-padrédo da média do sinal analitico, que

representa o nivel de ruido da técnica.

LD =3S,/b (Equacéo 1)
LO =10Sy/b (Equacao 2)
Onde:

S» = desvio-padrdo da média do sinal do branco em eletrdlito puro

b = sensibilidade da curva analitica (coeficiente angular da reta)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo Eletroquimico das Aminas biogénicas

Nesta etapa do trabalho serdo apresentados, interpretados e discutidos o0s
resultados obtidos na otimizacdo da metodologia analitica para analise eletroquimica
das aminas biogénicas e dopamina. Para essas analises, dois diferentes tipos de
eletrodos de trabalho foram utilizados: os eletrodos de pasta de carbono (EPC) e os
eletrodo de carbono vitreo (ECV) ambos devidamente modificados com os
nanomateriais em questao.

O EPC foi escolhido por apresentar alta pureza quimica, baixa capacidade de
adsorcdo de oxigénio e de impurezas eletroativas e ainda uma distribuicdo
granulométrica uniforme, os ECV foram escolhidos por serem sensores com alta
sensibilidade, seletividade, estabilidade, precisdo, resposta rapida, facilidade de uso,

custo baixo e robustez.

4.1.1 Voltametria ciclica do eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocobre

Um sensor de carbono vitreo foi produzido para realizacao dos estudos, de modo a
servirde suporte para as nanoparticulas de cobre na superficie do eletrodo. A literatura ja
relata a eficiénciana associacdo de nanoparticulas de cobre e dopamina (ZENG et al.,
2013). O procedimento utilizado neste trabalho (descrito na metodologia), foi empregado
também com aminas biogénicas, a fim de avaliar a interacdo com outros compostos
nitrogenados.

A Figura 14 mostra o voltamograma ciclico da caracteriza¢do eletroquimica do
eletrodo. Nota-se que existem picos catodicos e anddico em torno de -0,3 e 0,1 V,
correspondentes a reducdo de Cu?* ijons e a oxidacdo de nanoparticulas de Cu,
respectivamente. Nos ciclos continuos, os picos redox das nanoparticulas de cobre
tendem a ser estaveis apos 30 ciclos. E interessante notar que o pico de oxidacdo e
reducdo das nanoparticulas de Cu mudam na direcdo positiva com a ciclagem,

sugerindo que a reducdo de ions Cu?*ions nas nanoparticulas de Cu se torna mais e
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mais facil enquanto sua oxidacdo se torna cada vez mais dificil nos ciclos
(ABRANTES et al., 1995) comprovando que as nanoparticulas de Cu se depositam e

acumulam na superficie do ECV em ciclos continuos.

Inicialmente foi possivel observar a influéncia da quantidade de ciclos na
formacaol/identificacdo dessa interacdo por eletroquimica em eletrodo de carbono vitreo

modificado com nanoparticulas de cobre.

Figura 14: CVs do MWC/GCE em 0.06 M H2SO4 + 10.7 yM CuSOas. Scan : 100 mV s™*
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O proximo passo foi demonstrar a interacao entre as nanoparticulas de cobre e as

aminas biogénicas, com eletrodo modificado em sua superficie,

4.1.1.1 Oxidacgéao eletrocatalitica das aminas biogénicas e da dopamina

O voltamograma foi obtido por voltametria de pulso diferencial para os eletrodos
de carbono vitreo modificados por nano-cobre na solugcédo de CuSO4 + H2SO4 com e sem
39 M de DA. No primeiro voltamograma (Figura 15), pode-se observar que 0 pico

correspondente ao nanoCu entre -0,3e 0,0 V.
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Em seus estudos Zheng et.al., (2013), obtiveram resultados semelhantes, quando
comparamos os resultados referentes a interagdo nanoCu e DA, obtivemos um melhor
resultado, visto que o pico correspondente ao nanoCu esta entre -0,2 e 0,1 V,
apresentando assim uma deteccdo menos sensivel, em ambos os trabalhos foi utilizado
um mesmo potencial.

Também séo obtidos picos redox bem definidos referentes ao eletrodo, além do
sinal da DA entre os potenciais +0,4 e +0,8 V (Figura 15), podendo ser comparado com

o trabalho de Zheng e colaboradores, 2013 com resultados semelhantes.

Figura 15: VPD do VCE/nanoCu em 10.7 yM CuSO4 e 0.06 M H2SO4 + 39 uyM das aminas
separadamente. Concentracdes: adicdo 1 (39 uM); adicdo 2 (78 uM); adicdo 3; (117 uM); adicdo Scan :
100 mV s ' na faixa de -0,8 a 1,0 V.-(A) dopamina

VPD - dopamina

W
[s=]
J

A

w
[=>]
1

w
ey
1

branco
—39 1M
— 78 1M
— 117 uM

W
[ae]
1

Corrente i / pA
[~ [~ [\*] [~ [¥%)
N A o m o

1 L 1 1 L

2,0

1‘4 T T T T T T T T 1
08 06 04 02 00 02 04 06 08 10

E /V vs Ag|AgCI|CI (sat)

Podemos observar também que o sinal do nanocobre entre os potenciais -0,2 e
0,0 V aumentou com o aumento da concentracdo de dopamina no meio, indicando a
interacao entre o nanocobre e a dopamina.

Na superficie do eletrodo durante a varredura anddica -0,6 a 0,8 V, o Cu® é
oxidado a ions Cu?* (Eg. 3) que reagem com a dopamina para forma um complexo

resultando no aumento do sinal.
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Cu® — Cu?* + 2e (Equacao 3)

Com base em Gehad e colaboradores (2011), segue uma proposta da reacao

global que envolve os processos de oxidacao entre o cobre e a dopamina (Figura 16).

Figura 16: quelatos de Cu(ll) e dopamina. Adaptada de Gehad e colaboradores (2011)
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A Figura 17 mostra o voltamograma obtido por voltametria de pulso diferencial
para os eletrodos de carbono vitreo modificados por nanocobre na solu¢cdo de CuSOg4 +
H2SO4 com e sem 39 uM de putrecina. No potencial entre -0,2 e 0,0 V, correspondente
ao nanoCu, pode-se observar o aumento do pico anédico, a medida que a concentragao
da amina na solucdo aumentou, indicando assim uma possivel interacdo entre a amina e
o nanocobre. No entanto ndo foi possivel detectar o pico correspondente ao sinal

especifico da putrecina.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1386142511005312#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1386142511005312#!
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Figura 17: VPD do VCE/nanoCu em 10.7 yM CuSO4 e 0.06 M H2SO4 + 39 yM das aminas
separadamente.Concentragfes: adicdo 1 (39 uM); adi¢édo 2 (78 uM); adicdo 3; (117 uM); adicdo Scan :
100 mV s 1 na faixa de -0,8 a 1,0 V.(B) putrecina
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No voltamograma (Figura 18), pode-se observar que o pico correspondente ao
nanoCu com potenciais entre -0,2 e 0,0 V sofreu deslocamento e aumento a medida que
a concentracdo da amina na solucdo aumentou, indicando assim uma possivel interacdo
entre a amina e o nanocobre. O sinal especifico da cadaverina e a resposta analitica ndo
foram observados, dessa forma a analise ndo se mostrou favoravel, pois ndo houve

sensibilidade a partir da modificacéo do eletrodo.



56

Figura 18: VPD do VCE/nanoCu em 10.7 yM CuSO4 e 0.06 M H2SO4 + 39 yM das aminas
separadamente.Concentragfes: adicdo 1 (39 uM); adi¢édo 2 (78 uM); adicdo 3; (117 uM); adicdo Scan :
100 mV s na faixa de -0,8 a 1,0 V./(C) cadaverina
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Na Figuras 19 o voltamograma foi obtido por voltametria de pulso diferencial

para os eletrodos de carbono vitreo modificados por nanocobre na solu¢do de CuSOg4 +

H2SO4 com e sem 39 yM de espermidina. A andlise ndo apresentou linearidade, sendo

assim nao favoravel para deteccéo.
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Figura 19: VPD do VCE/nanoCu em 10.7 yM CuSO4 e 0.06 M H2SO4 + 39 yM das aminas
separadamente.Concentragfes: adicdo 1 (39 uM); adi¢édo 2 (78 uM); adicdo 3; (117 uM); adicdo Scan :
100 mV s 1 na faixa de -0,8 a 1,0 V.- (D) espermidina.
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Na Figura 20, o voltamograma foi obtido por voltametria de pulso diferencial

para os eletrodos de carbono vitreo modificados por nano-cobre na solu¢do de CuSOa4 +

H2S04 com e sem 39 uM de histamina. A andlise do voltamograma néo apresentou sinal

especifico para a histamina, ndo se mostrando favoravel para deteccéo.
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Figura 20: VPD do VCE/nanoCu em 10.7 yM CuSO4 e 0.06 M H2SO4 + 39 yM das aminas
separadamente.Concentragfes: adicdo 1 (39 uM); adi¢édo 2 (78 uM); adicdo 3; (117 uM); adicdo Scan :
100 mV s ' na faixa de -0,8 a 1,0 V.(E) histamina.
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Na Figura 21, o voltamograma foi obtido por voltametria de pulso diferencial
para os eletrodos de carbono vitreo modificados por nanocobre na solucdo de CuSOg4 +
H2SO4 com e sem 39 pM de histamina. N&o foi observado sinal especifico para a

histamina, como também a auséncia de linearidade, o que torna a andlise nao favoravel.
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Figura 21: VPD do VCE/nanoCu em 10.7 yM CuSO4 e 0.06 M H2SO4 + 39 yM das aminas
separadamente.Concentragfes: adicdo 1 (39 uM); adicdo 2 (78 uM); adicdo 3; (117 uM); adicdo Scan :
100 mV s 1 na faixa de -0,8 a 1,0 V..(F)
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4.1.2. Voltametria ciclica do eletrodo de carbono vitreo modificado com

nanocobre/nanoouro

As nanoparticulas séo sistemas estaveis que podem se adequar a outras
moléculas para melhorar sua eficacia, liberacdo no alvo de acdo e até mesmo a
biodisponibilidade de substancias pouco sollveis. Entre essas nanoparticulas, a
literatura traz exemplo do nanoAu como uma forma de construir biossensores mais
seletivos e sensiveis (CHALLA et al., 2005; ZUO et al., 2008).

Diante disso, estudos foram realizados com o eletrodo modificado com nanoCu e
nanoAu.

Os resultados estdo exibidos na Figura 22. Nota-se, na caracterizacéo eletrddica,
gue existem picos catédicos e anodicos entre 0,1 e 0,4 V, correspondentes a oxidacéo e
reducdo das nanoparticulas de Cu, respectivamente. Nos ciclos continuos, 0s picos

redox das nanoparticulas de Au tendem a ser estaveis apos 25 ciclos.

Figura 22: Voltamogramas ciclicos para a modificagdo do eletrodo de carbono em solugéo de
CuS04 10,7 pM + AuCl2 0,01 UM
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Na solucdo de modificagdo de CuSOs4 10,7 uM + AuCl20,01 M onde foram
adicionadas as aminas para que sua concentracdo fosse 39 pM, sendo realizadas
adicoes sucessivas. Foram obtidos os voltamogramas a seguir.

Na figura 23, observa-se o comportamento eletroquimico das nanoparticulas em

presenca da DA, variando a concentracdo de 39 uM a 193 uM, emtampdo fosfato.

Figura 23: VPD do VCE/nanoCu/nanoAu em 10.7 yM CuSO4 e AuCl> 0,01 UM + 39 uM das

aminas separadamente. Concentracdes: adicdo 1 (39 uM); adi¢édo 2 (78 uM); adicdo 3 (117 uM); adicéo 4
(156 uM); adicdo 5 (193 uM); Scan : 100 mV s™' na faixa de -0,6 a 0,8 V. DOPAMINA.
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No voltamograma, entre os potenciais de 0,4 e 0,6 observa-se um pico anodico
crescente, correspondente a adicdo da dopamina, a crescente € proporcional ao
aumento da concentracdo do meio, ocorrendo linearidade e resposta analitica. A partir
disso foi possivel desenvolver sua respectiva curva analitica de concentracdo (Figura
24).

Figura 24: Curvas analiticas da adicdo de dopamina na faixa de -0,6 a 0,8 V.
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Na figura 23 também observou-se um aumento da corrente de pico anodico
correspondente ao nanoCu, entre 01 e 0,3 V, este aumento foi proporcional ao aumento
das concentracoes, representando linearidade nos resultados até a concentracdo de
117 uM, apos essa adicdo ocorreu uma saturacao e o eletrodo perdeu a estabilidade.

No voltamograma (Figura 24), observa-se o comportamento eletroquimico da
putrecina em presenca de nanoAu e nanoCu, variando a concentracdo em tampao fosfato,
mostrando que ocorre interacdo entre as nanoparticulas e a amina com o deslocamento
e aumento do pico até a concentracdo de 117 uM. N&o foi possivel o detectar o sinal
especifico da putrecina.
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Figura 25: VPD do VCE/nanoCu/nanoAu em 10.7 yM CuSOs4 e AuCl2 0,01 pM + 39 uyM das
aminas separadamente. Concentracdes: adicdo 1 (39 uM); adicdo 2 (78 pyM); adicdo 3 (117 uM); adicéo 4
(156 puM); adicdo 5 (193 pM); Scan : 100 mV s™1 na faixa de -0,6 a 0,8 V. (B) PUTRECINA
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A Figura 25 mostra o voltamograma referente ao comportamento eletroquimico da
cadaverina em presenca de nanoAu e nanoCu, variando a concentragdo em tampao
fosfato, mostrando que ocorre interacdo entre as nanoparticulas e a amina, com 0
aumento e deslocamento do pico. Nao foi possivel o detectar o sinal especifico da

cadaverina.
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Figura 26: VPD do VCE/nanoCu/nancAu em 10.7 yM CuSOs4 e AuCl2 0,01 pM + 39 uyM das
aminas separadamente. Concentracdes: adicdo 1 (39 uM); adi¢éo 2 (78 uM); adicdo 3 (117 uM); adicéo 4
(156 uM); adicdo 5 (193 uM); Scan : 100 mV s™' na faixa de -0,6 a 0,8 V. (C) CADAVERINA

156 uM > 5
— 193 M

Corrente i / pA

08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10
E /V vs Ag|AgCI|CI (sat.)

Na figura 26, observa-se o comportamento eletroquimico da histamina em
presenca de nanoAu e nanoCu, variando a concentracdo em tampao fosfato, mostrando
gue ocorre interacdo entre as nanoparticulas e a amina, com o deslocamento e aumento
do pico, onde a intensidade de corrente de pico catdédico aumentam conforme a
concentracdo do meio, apresentando linearidade e resposta analitica. Dessa forma foi
possivél desenvolver a curva de concentracdo referente a histamina (Figura 27). E

possivel observar o sinal especifico da histamina no potencial entre 0,6 e 0,8 V.
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Figura 27: VPD do VCE/nanoCu/nancAu em 10.7 yM CuSOs4 e AuCl2 0,01 pM + 39 pyM das
aminas separadamente. Concentracdes: adicdo 1 (39 uM); adi¢éo 2 (78 uM); adicdo 3 (117 uM); adicéo 4
(156 uM); adicdo 5 (193 uM); Scan : 100 mV s™' na faixa de -0,6 a 0,8 V. (D) HISTAMINA.
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Figura 28: Curvas analiticas da adi¢do de dopamina na faixa de -0,6 a 0,8 V.
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A Figura 28 mostra o voltamograma referente ao comportamento eletroquimico da

histidina em presenca de nanoAu e nanoCu, variando a concentragdo em tampéao fosfato,

mostrando que nao ocorre interacao entre as nanoparticulas e a amina.



65

Figura 29: VPD do VCE/nanoCu/nanocAu em 10.7 yM CuSOs4 e AuCl2 0,01 puM + 39 yM das
aminas separadamente. Concentracdes: adicao 1 (39 uM); adicédo 2 (78 uM); adicdo 3 (117 uM); adicéo 4
(156 uM); adicéo 5 (193 uM); Scan : 100 mV s~'na faixa de -0,6 a 0,8 V. (E)HISTIDINA.
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O voltamograma da Figura 29, referente ao comportamento eletroquimico da
espermidina em presenca de nanoAu e nanoCu, variando a concentracdo de amostra,
mostrando que ocorre interacao entre as nanoparticulas e a amina com o deslocamento
e aumento do pico, onde a intensidade de corrente de pico catdédico aumenta conforme a
concentracdo do meio. Nao foi possivel observar o sinal especifico da espermidina no
voltamograma.
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Figura 30: VPD do VCE/nanoCu/nancAu em 10.7 yM CuSOs4 e AuCl2 0,01 puM + 39 pyM das
aminas separadamente. Concentracdes: adicdo 1 (39 uM); adi¢éo 2 (78 uM); adicdo 3 (117 uM); adicéo 4
(156 uM); adicdo 5 (193 uM); Scan : 100 mV s™' na faixa de -0,6 a 0,8 V. (F) ESPERMIDINA.
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No trabalho de EL-NOUR et al., 2017 pode-se observar a interacdo da histamina
com nanoparticulas de ouro e de cobre utilizadas em um sensor Optico, mostrando
assim a viabilidade de um complexo entre histamina e essas nanoparticulas.

Alemnew et al., 2014 mostrou a interacdo das histaminas com eletrodos
modificados com nanotubos de carbono. O trabalho aqui apresentado se mostrou
sensivel para a detec¢cdo da histamina sem a utilizacdo de nanotubos, sendo assim um
eletrodo mais simples e sensivel.

Com excecao da histidina (Figura 30), todos os voltamogramas apresentaram
aumento do sinal no pico catédico correspondente a faixa 0,0 e 0,4 V, levando a uma
possivel interacdo entre as aminas e as nanoparticulas. No entanto ndo obtivemos
resultados sensiveis para as aminas biogénicas.

Quando comparamos o0s resultados das modificacdbes ECV/nanoCu e
ECV/nanoCunanoAu, podemos concluir que o nanoAu tornou a analise mais sensivel,

assim apresentando melhores resultados.
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4.3. Estudo Eletroquimico das Aminas biogénicas e Dopamina

A fim de avaliar a sensibilidade do eletrodo modificado com nanocristais, foi
realizada analise simultdnea das aminas biogénicas (histamina, histidina e putrecina) e
dopamina (Figura 31).

Figura 31: Voltamogramas de pulso diferencial ECVYNTC/ZnQO:12CuO juntamente com adicdes de
concentracdes de: dopamina;histamina; histidina; putrecina. Concentracdes: adicdo 1 (39 uM); adicdo 2
(78 uM); adicdo 3 (117 uM); adicéo 4 (156 uM); adicdo 5 (193 uM); na faixa de 0,0 a 1,2 V.
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A partir da andlise do voltamograma (Figura 31), pode-se concluir que as aminas
biogénicas ndo apresentaram resposta eletroquimica, no entanto o sinal da dopamina foi
detectado, mesmo na prersenca das aminas biogénicas, assim, nao sofrendo
interferéncia. O sinal da dopamine aparece no potencial entre 0,1 e 0,4 V. Seu sinal
apresentou crescente na intensidade de corrente de pico anodico conforme o aumento da

concentracédo do meio.

Apds a obtengbes desses resultados, apenas a dopamina foi selecionada para
seguir nas analises com 0s nanocristais.
Nesta etapa do trabalho serdo apresentados, interpretados e discutidos o0s

resultados obtidos na otimizacdo da metodologia analitica para analise eletroquimica da
dopamina.
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Para essas analises, o eletrodo de trabalho foi o ECV, eletrodo de carbono vitreo,
por ser um sensor com alta sensibilidade, seletividade, estabilidade, preciséo, resposta

rapida, facilidade de uso, custo baixo e robustez.

4.3.1 Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e

nanocompaositos (ZnO:4Cu e Zn0:12Cu) e as nanoparticulas controle (CuO e ZnO)

A finalidade dos NTCs é desbloquear os planos de borda, criar defeitos no
corpo dos tubos, diminuir tanto do comprimento, quanto do diametro dos tubos e
favorecer o aparecimento de grupos funcionais, principalmente, grupos carboxilados que
se ancoram nos planos de borda e defeitos dos NTC. Esta nanoestruturacdo e
funcionalizagdo dos NTC podem manifestar um carater mais eletrocatalitico e condutor.

Esses efeitos serdo analisados a partir dos resultados a seguir:

4.3.2 Eletrodo: Nanotubos de carbono (ECV-NTC)

Iniciamos os testes avaliando apenas a capacidade de deteccdo dos NTCs.

No voltamograma (Figura 32), observou-se que o aumento da concentragéo de
dopamina no meio, induziu o aumento do pico anédico, mesmo com a auséncia de
nanocristais, mostrando assim, a sensibilidade que os NTCs apresentam de forma

independente.
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Figura 32: Voltamogramas de pulso diferencial ECV-NTC mais adicdo de: dopamina; histamina;
histidina; putrecina. Concentracdo das adi¢fes: 10uM. na faixa de 0,0 a 1,2 V.
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E/V vs. Ag|AgCI|CI (sat.)

Comparando a faixa de potencial onde apareceu o pico anddico referente a
oxidagcao da dopamina (0,1 — 0,3V), com os resultados descritos por Zheng et al., 2013,
temos um eletrodo mais sensivel, oxidando em menor potencial, que proporciona
diminuicdo nas interferéncias. Em seu trabalho, Zheng et al., 2013 mostra a oxidacdo da

dopamina acontecendo na faixa de potencial de (0,4 — 0,6 V).

4.3.3 Eletrodo: Nanotubos de carbono e hanocompdésitos (ZnO:4Cu)

A resposta analitica das aminas em presen¢a dos nanomateriais foi observada
por voltametria ciclica, através do aumento da corrente de pico anddico. As medidas
foram realizadas em 10,0 mL de tampao acetato (1,0 mol L-1). A velocidade de
varredura foi constante e igual a 50 mV s-1 e a faixa de potencial variou entre 0,0 a 1,2
VS.

A partir do voltamograma do eletrodo de carbono vitreo modificado com

nanotubos de carbono e nanocristaisZnO:4Cu, foi observado um pico de oxidagdo com
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potencial em torno de 0,0 e 0,2 V, relativo a oxidacdo da dopamina (Figura 33),
mostrando assim que houve interacdo da mesma com o eletrodo. Apresentou LD 50-90
uL e R? = 0,995. Quando comparado com o eletrodo modificado apenas com NTCs, este

apresentou um menor limite de deteccéo.

Figura 33: Voltamogramas de pulso diferencial ECV-NTC/ZnO:Cu4 mais adicdo de dopamina
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Em comparacao aos resultados do eletrodo modificado apenas com NTCs,
a presenca dos nanocristais de cobre nessa modificacdo ndo apresentou grande
influéncia nos sinais de oxidacao da dopamina.

4.3.4 Eletrodo: Nanotubos de carbono e nanocompdsitos (Zn0O:12Cu)

Ao analisar o eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e
nanocristais de Zn0O:12Cu, foi observado um pico de oxidagdo da dopamina com
potencial em torno de 0,1 e 0,4V (Figura 34), mostrando assim que houve interagdo da

mesma com o eletrodo. O fato de a concentracdo de cobre ter aumentado néo interferiu
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da resposta eletroanalitica, sendo assim, se torna viavel continuar os estudos utilizando

0 0xido com menor concentracdo de cobre.

Figura 34: Voltamogramas de pulso diferencial ECV-NTC/Zn0O:12CuO mais adi¢cdo de: dopamina;
histamina; histidina; putrecina. Concentragéo das adi¢des: 10uM. na faixa de 0,0 a 1,2 V.
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Ao analisar o voltamograma (Figura 34), pode-se notar que além do pico anddico
da dopamina entre os potenciais 0,0 e 0,2 V, é visivel o pico anddico do cobre entre os
potenciais 0,8 e 1,0 V, esse sinal passou a ser percebido, devido o aumento da
concentracdo de cobre nos nanocristais. O eletrodo apresentou LD 30-100 pL e R? =
0,998.

4.3.5 Eletrodo: Nanotubos de carbono e nanoparticulas de CuO

Analisando o eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e
nanocristais de CuO, foi observado um pico de oxidacado com potencial entre 0,2 e 0,4V
vs. relativo a oxidacdo da dopamina (Figura 35), mostrando assim que houve interagédo

da mesma com o eletrodo e presenca de linearidade. No potencial entre 0,6 e 1,1V, é
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possivel observar o pico anddico referente ao nanocobre, que apresenta valores maiores

referentes as correntes, visto que sua concentracdo na superficie do eletrodo aumentou.

Figura 35: Voltamogramas de pulso diferencial ECV-NTC/CuO mais adicdo de: dopamina;
histamina; histidina; putrecina. Concentracdo das adi¢des: 10uM. na faixa de 0,0 a 1,2 V.
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A partir do voltamograma € possivel identificar que essa modificacado foi entre
todas a menos sensivel. A diminuicdo da corrente quando comparada com as analises
anteriores, nos permite concluir que esta foi até aqui a analise menos sensivel. Pode-se
observar também o pico entre 0,6 — 1,0 referente ao cobre que aparece em maior

concentracédo nessa modificacdo. Esse eletrodo apresentou LD 20-100 pL e R? = 0,991

4.3.6 Eletrodo: Nanotubos de carbono e nanoparticulas de ZnO

Um sensor de NTC foi produzido para realizacao dos estudos, de modo a servirde
suporte para as nanoparticulas na superficie do eletrodo. A literatura ja relata a eficiéncia
na associacao de NTC e nanoparticulas (ZENG et al., 2007; ZHU et al., 2009; WU et al.,
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2016), acontecendo de maneira ainda mais forte na superficie eletrolitica do carbono
vitreo.

A partir da andlise do voltamograma (Figura 36), podemos avaliar a interagdo dos
NTCs e as nanoparticulas de ZnO com a dopamina.

A modificacdo com nanocristais de ZnO apresentou o melhor resultado dentre os
eletrodos modificados com nanocristais e apenas NTC. Apresentando correntes com
valores maiores no pico de oxidacao referente a dopamina, no potencial entre 0,1 e
0,2V.

Figura 36: Voltamogramas de pulso diferencial ECV-NTC/ZnO mais adi¢cdo de dopamina.
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Em seus estudos, Zhang et al 2007, obtiveram uma maior sensibilidade e
seletividade ao utilizarem ZnO para deteccdo simultdnea de tirosina e levodopa, no
entanto, trata-se de um eletrodo quem pois mais de um nanomaterial. Segundo
Pandikumar et al., O ZnO do tipo flor/0xido de grafeno reduzido, também apresentou
capacidade eletrocatalitica superior para a oxidacdo do nitrito com menor sobre
potencial e maiores correntes de pico anddico. Essas descobertas demonstram que os
nanocompoésitos de ZnO podem gerar um efeito catalitico sinérgico em relacdo aos
analistas alvo, reduzindo assim o sobrepotencial e aumentando as correntes de pico de

resposta dos analistas alvo. Esste eletrodo apresentou LD 20-90 L e R? = 0,989.
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O voltamograma (Figura 37) traz um compilado de todos os eletrodos
modificados, a fim de fazer um estudo comparativo.

Para isso foi selecionado apenas uma concentracdo (50uM) para todos eletrodos
modificados, buscando assim o eletrodo modificado que apresenta melhor seletividade

em uma concentracao especifica.

Figura 37: Voltamogramas de pulso diferencial ECV-NTC/nanoZnO para todas as modificacdes
enalisando apenas uma concentracdo da dopamina; Concentracao das adi¢des: 10uM. na faixa de 0,0 a
1,2 V.
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A partir da analise do voltamograma (Figura 37), pode-se concluir que o eletrodo
que se mostrou mais sensivel na deteccdo da dopamina foi o ECVNTC/ZnO, pois
apresentou a maior corrente quando comparado aos demais. O que justifica as
nanoparticulas de ZnO serem consideradas um dos materiais mais atraentes devido a
sua notavel atividade eletrocatalitica, e por sua superficie do ZnO possuir grupos -OH
abundantes, que promovem grandemente a adsorcdo de dopamina na superficie do
eletrodo através da interacdo de ligacao de hidrogénio. ( SHETTI et al., 2019 WANG et
al., 2018).

O principio de funcionamento do sensor € ilustrado na Figura 38 e baseia-se
no processo de oxidagdo enzimatica. Neste processo, a dopamina em contato com 0s

nanotubos, na presenca de oxigénio molecular, € oxidada para a sua respectiva o-
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quinona e, subsequentemente reduzida eletroquimicamente na superficie do sensor. A
corrente obtida na reducéo eletroquimica da o-quinona € proporcional a concentracéo de

dopamina e utilizada na quantificagéo deste analito.

Figura 38: Representacdo esquematica dos materiais usados como modificadores na construcéo
do sensor eletroquimico e proposta de funcionamento baseada na oxidagcdo da dopamina catalisada pelos

nanotubos de carbono e os 6xidos.
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Tabela 2: mostra a faixa linear de concentracao para todos os eletrodos modificados. Todas as curvas foram

feitas com o minimo de cinco pontos.

Tipo de F.L. a b r
modificac&o
NTC 20-90 pL 0,062 # 0,002 1,54 #1,90 0,997
NTC/ZnO:4Cu 50-90 pL 0,044 # 0,002 -1,00 #1,77 0,995
NTC/ZnO:12Cu 30-100 pL 0,052 # -2,90 # 7,98 0,998
0,0012

NTC/CuO 20-100 pL 0,046 # 0,003 1,12 # 2,15 0,991
NTC/ZnO 20-90 pL 0,035 # 0,002 3,62 # 1,49 0,989

Os valores de alta sensibilidade registrados na Tabela 3, mostraram que o0s
eletrodos desenvolvidos desse trabalho sdo promissores. Apresentaram melhores
resultados quando comparados a outros,

Baseado nisso, o eletrodo que apresentou a modificacdo mais sensivel para
deteccdo da dopamina com base no limite de detecc¢ao foi o ECVNTC/ZnO. Os limites de
deteccdo obtido para ECVNTC/ZnO:4Cu e ECVNTC/Zn0O:12Cu também se mostraram

favoraveis, a sensibilidade e seletividade apresentadas
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Os resultados das modificagbes com nanocristais foram menos sensiveis que 0s
resultados apresentados por H. Ke-Jing e colaboradores (2014), isso se deve ao fato

deste eletrodo ser mais complexo.

Tabela 3: Comparacgao de diferentes sensores eletroquimicos para a determinagdo de dopamina.

Material do Faixa linear de LD (uM) Referéncias
eletrodo concentragéo (ML)
PANI-NF/Pt 2,0-10 e 40-400 33.3 Bagherzadeh, 2015
MWCNT/b-CD 0-05 37 Alarco’n, 2008
ECV/AuNPs/MoS2- 1-500 0.1 H. Ke-Jing
PANI
20-90 7,58 Este trabalho
NTC/ZnO
NTC/ZnO:4Cu 50-90 9,31 Este trabalho
NTC/Zn0O:12Cu 30-100 12,58 Este trabalho
NTC/CuO 20-100 14,08 Este trabalho
NTC 20-90 13,50 Este trabalho
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5. CONCLUSAO

Desenvolveu com sucesso trés eletrodos sensiveis a aminas biogénicas. O
eletrodo contendo nanoCu apresentou andlise sensivel para a dopamina. O eletrodo
nanoAu apresentou analise sensivel para a dopamina e para histamina, devido ao
aumento da corrente referente ao pico de oxidacdo das aminas em funcdo da
concentragdo, mostrando viabilidade de seu uso para aumentar sua solubilidade sem
afetar o grupamento quimico responsavel por sua atividade bioldgica.

Os eletrodos contendo NTC e nanocompositos ZnO Cu apresentaram 0s
melhores resultados, em que a maior concentracdo de CuO foi a melhor. Assim,
comprovamos 0 sinergismo entre 0s nanomateriais e a sua eficiente sensibilidade.

Foi demonstrado que este eletrodo pode ser utilizado para a determinacédo de DA

em amostras reais, como formulacdes injetaveis de DA e urina humana.
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