SENSORES E BIOSENSORES

(SB)
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DETERMINACAO DIRETA E SIMULTANEA DE CADMIO E CHUMBO
EM BIODIESEL POR VOLTAMETRIA DE REDISSOLUCAO ANODICA
NO MODO PULSO DIFERENCIAL USANDO ELETRODO DE FILME DE

BISMUTO
Myrna B. Guimaraes, Edmar P. Marques, Ricardo Aucélio Aldaléa L. B. Marques
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DETECCAO AMPEROMETRICA DE RANITIDINA UTILIZANDO
ELETRODO DE CARBONO VITREO MODIFICADO COM OXIDO DE
RUTENIO (IIT) HEXACIANOFERRATO

William Reis de Araujo e Thiago Regis Longo, Cesar da Paixao

ELETRODO MODIFICADO COM NANOTUBOS DE CARBONO E FILME
DE COBALTO PARA DETECCAO DE
PEROXIDO DE HIDROGENIO

Cleylton Bezerra Lopes,, Francisco de Assis dos Santos Silva,,
Phabyanno Rodrigues Lima,, Marilia Oliveira Fonseca Goulart,” ¢ Lauro Tatso Kubota®
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ELETRODO iON-SELETIVO DE PASTA DE CARBONO PARA
DETERMINACAO DE COBRE BASEADO EM UM NOVO LARIAT-ETER

COROA
Rémulo A. L. de Campos (PG), Priscilla M. da Rocha Santos(IC), Sherlan G. Lemos (PQ),
Valberes B. do Nascimento(PQ) e Moénica F. Belian(PQ)

CARACTERIZACAO DO ELETRODO MODIFICADO COM O
FILME SilPy*CI/NiTsPc* E APLICACAO NA QUANTIFICACAO
ELETROANALITICA DE NITRITOS E SULFITOS

Rodolfo T. Ferreira, Cleverson Siqueira Santos, Sérgio T. Fujiwara, Karen Wohnrath, Jarem R.
Garcia, Christiana Andrade Pessoa
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DEPOSICAO ELETROFORETICA DE FILMES LACASE/AMIDO
EMPREGADOS NA QUANTIFICACAO DE DOPAMINA

José Luiz Bott Neto , Luiz Henrique Dall’ Antonia
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SENSOR PARA OXIDO NiTRICO OBTIDO PELA MODIFICACAO DO
ELETRODO DE OURO COM MESO-METALOPORFIRINA DE COBRE
DERIVADA DO LiQUIDO DA CASTANHA DO CAJU

Vanessa N. dos Santos, Janaina L. Leitinho, Naiara H. Falcao, Tulio I. S. Oliveira, Adriana N.
Correia, Selma E. Mazzetto, Pedro de Lima-Neto

NOVO SENSOR COM ESPECIE SUPRAMOLECULAR PARA A

DETERMINACAO ELETROQUiMICA DO PARACETAMOL
Monize Martins da Silva, Alzir Azevedo Batista, Andre Luiz Bogado? e Luis Rogério Dinelli?

DETERMINACAO ELETROANALITICA DE H,0, UTILIZANDO
ELETRODO MODIFICADO COM NANOPARTICULAS DE Pt PELA
TECNICA LbL

Dhésmon Lima, Cliciane Guadalupe de Jesus, Monalisa dos Santos, Vagner dos Santos, Karen
Wohnrath, Christiana Andrade Pessoa

BIOSSENSOR A BASE DE NANOTUBOS DE HALOISITA, LIQUIDO
IONICO E NANOPARTICULAS DE PLATINA

Daniela Brondani, Iolanda C. Vieira, Jairton Dupont® ¢ Carla W. Scheeren
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SENSOR BIOINSPIRADO NA GLUTATIONA PEROXIDASE PARA

DETERMINACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO
Eduardo Zapp, Iolanda Cruz Vieira, Vanessa Nascimento, Daniel Dambrowski e Antonio Luis
Braga

ESTUDO ELETROQUIMICO DA INTERACAO DO CITOCROMO C EM
COMPOSITOS COM LiQUIDO IONICO E
FELTROS COM NANOTUBOS DE CARBONO

Leonardo T. Silveira, Elaine Y. Matsubara, José Mauricio Rosolen, Roberto M. Torresi, Susana 1.
Coérdoba de Torresi

SBI 6.................................................................................................. I 141

ELETRODOS IMPRESSOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS
COM NANOPARTICULAS DE PLATINA PARA A DETERMINACAO

VOLTAMETRICA DE DAPSONA
Fabio R. Caetano, Ava Gevaerd, Aldo J.G. Zarbin, Marcio F. Bergamini' e Luiz H. Marcolino-Jr

DESENVOLVIMENTO DE ELETRODOS MODIFICADOS COM
FILMES LbL DE FTALOCIANINA TETRASSULFONADA DE NIQUEL E
POLIELETROLITO SILSESQUIOXANO

Cleverson S. Santos, Rodolfo T. Ferreira, Jodo Paulo Winiarski, Vagner dos Santos, Sergio T.
Fujiwara, Karen Wohnrath, Christiana A. Pessoa

CINETICA DE TRANSFERENCIA ELETRONICA DIRETA E
MEDIADA DA ENZIMA HRP SOBRE DIFERENTES MATERIAIS
NANOESTRUTURADOS

Saimom Moraes Silva, Delton Martins Pimentel, Rita de Cassia Silva Luz,, Wallans Torres Pio
dos Santos' (PQ) Lauro Tatsuo Kubota,, Flavio Santos Damos

SBI 9.................................................................................................. I 1 50

ACIDO FERULICO: UM NOVO MEDIADOR REDOX PARA OXIDACAO

ELETROCATALITICA DE NADH

Wilson C. Silva, Phabyanno R. Lima,,, Francisco A. S. Silva,, Cleylton B. Lopes,, Erivaldo O.
Costa,, Lauro T. Kubota, Marilia O. F. Goulart,

XVIIl Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica




APLICACAO DA RESSONANCIA DE PLASMON DE SUPERFICIE (SPR)
NO ESTUDO DA IMOBILIZACAO DE ANTIGENOS DE LEISHMANIA

CHAGASI SOBRE MONOCAMADAS AUTO-ORGANIZADAS
Dénio E. P. Souto, Jussara V. Silva, Helen R. Martins, Alexandre B. Reis, Rita C. S. Luz,, Lauro
T. Kubota, Flavio S. Damos

ANALISE VOLTAMETRICA DE CAPTOPRIL UTILIZANDO ELETRODO
DE PLATINA MODIFICADO COM HEXACIANOFERRATO II DE FERRO

111
Izabel C. Eleotério, Marco A. Balbino, Matheus M. T. de Menezes, Marcelo F. de Oliveira
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ELETRODOS MODIFICADOS COM COMPOSITO ARGILA/NIQUEL

COLOIDAL COMO SENSOR DE UREIA
Cicero V. Nunes Junior (PG), Marins Danczuk(PG), Hélcio Marcos Vileski(PG)
,Fauze J. Anaissi (PQ)

ELETRODOS MODIFICADOS COM NANOPARTICULAS DE PRATA

PARA DESENVOLVIMENTO DE SENSORES ELETROQUiMICOS
Paulo Roberto de Oliveira (PG), Marcela M. Oliveira (PQ), Aldo J. G. Zarbin (PQ), Luiz H.
Marcolino Jr. (PQ), Marcio F. Bergamini (PQ)

ESTUDOS ELETROQUIMICOS DE FILMES LbL. CONTENDO
POLIELETROLITOS INORGANICOS E GOMA NATURAL DO

CAJUEIRO
Rolf de Campos Intema, Carla Eiras, Karen Wohnrath, Christiana A. Pessoa
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CARACTERIZACAO E ESTUDOS ELETROQUIMICOS DE ELETRODOS
MODIFICADOS COM DIFERENTES MONOCAMADAS AUTO-
ORGANIZADAS PARA A DETERMINACAO DE DOPAMINA

Rosana Mossanha, Christiana Andrade Pessoa

DETERMINACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO UTILIZANDO
SENSORES DE PASTA DE NANOTUBOS DE CARBONO E AZUL
DA PRUSSIA - ESTUDO DE EFEITO DE INTERFERENTES E

ESTABILIDADE EM DIFERENTES pHs
Samantha Husmann, Aldo J. G. Zarbin
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DETERMINACAO DE BUTILHIDROXIANISOL (BHA) EM ALIMENTOS
POR SWV UTILIZANDO UM ELETRODO COMPOSITO DE CARBONO

MODIFICADO COM Cu,(PO),
Heloizy G. Freitas, Orlando Fatibello-Filho

OXIDACION ELECTROQUIMICA DE SULFITO EN DISOLUCION
ACUOSA MEDIADA POR ELECTRODO DE CARBONO VITREO

MODIFICADO CON POLI- TETRATIENIL PORFIRINA Co(II).
Jorge H. Vélez, Maria Jesus Aguirre, Maria Angélica del Valle

5329.................................................................................................. I 180

BIOSSENSOR A BASE DE LACASE IMOBILIZADA SOBRE NANOTUBO
DE CARBONO OXIDADO MODIFICADO COM AZUL DE MELDOLA
PARA A DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Arnaldo César Pereira,(PQ), Cesar Ricardo Teixeira Tarley,Nelson Durdn (PQ) e Lauro Tatsuo
Kubota (PQ)

BIOSSENSOR UTILIZANDO FILMES LbL COM NANOPARTICULAS DE
PLATINA PARA DETECCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Monalisa dos Santos, Vagner dos Santos, Andressa Galli, Sergio T. Fujiwara, Jarem Raul Garcia,
Cliciane G. de Jesus, Valtecir Zucolotto, Christiana A. Pessoa, Karen Wohnrath'

FILMES LbL COM NANOPARTiICULAS DE PLATINA UTILIZADOS NA
DETECCAO DE DOPAMINA EM MEIO A INTERFERENTES

Vagner dos Santos, Monalisa dos Santos, Andressa Galli, Sergio T. Fujiwara, Jarem Raul Garcia,
Cleverson S. Santos, Valtecir Zucolotto, Christiana A. Pessoa, Karen Wohnrath'
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INFLUENCIA DO SOLVENTE NA ETAPA DE ELETROPOLIMERIZACAO

DO COMPLEXO Ni(II)-EMHBM
Yuri A. Oliveira (IC), Cibely S. Martin (PG), Marcos F. S. Teixeira (PQ)
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ELETRODEPOSICAO DO HIBRIDO POLIPIRROL-NANOTUBOS
DE CARBONO NA IMOBILIZACAO DA ENZIMA LACASE E SUA
APLICACAO COMO BIOSSENSOR PARA CATECOLAMINAS

Heloisa V. Galesco, Ivana Cesarino, Fernando C. Moraes, Sergio A.S. Machado

XVIIl Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica




EMPREGO DE NANOPARTICULAS DE NIQUEL NA CONSTRUCAO
DE UM SENSOR AMPEROMETRICO PARA PEROXIDO EM MEIO

ALCALINO
Améabile de C. Muller , Eduardo G. C. Neiva , Aldo J. G. Zarbin, Marcio F. Bergamini, Luiz H.
Marcolino Jr

CONSTRUCAO DE UM SENSOR ELETROQUIMICO PARA DETECCAO
DE HIDRAZINA EM BAIXO POTENCIAL DE OXIDACAO A BASE DE
NANOTUBOS DE CARBONO E FTALOCIANINA DE COLBALTO

Ana Beatriz Ferreira Vitoreti, Flavio Santos Damos, Rita de Cassia Luz
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APLICACAO DE ELETRODO COMPOSITO A BASE DE NANOTUBOS
DE CARBONO E BORRACHA DE SILICONE NA DETERMINACAO DE

HIDROCLOROTIAZIDA
Sidney Xavier dos Santos (PG), Priscila Cervini (PQ), Eder Tadeu Gomes Cavalheiro (PQ)

APLICACAO DE UM ELETRODO COMPOSITO IMPRESSO A BASE DE

GRAFITE E POLIURETANA NA DETERMINACAO DE PARACETAMOL
Thalita Rocha Saciloto (PG), Priscila Cervini (PQ), Eder Tadeu Gomes Cavalheiro(PQ)

OTIMIZACAO DE PARAMETROS GEOMETRICOS EM ELETRODOS
COMPOSITOS IMPRESSOS DESCARTAVEIS A BASE DE GRAFITE E

POLIURETANA
Fellipy Ferreira (IC), Thalita Rocha Saciloto (PG), Priscila Cervini (PQ), Eder Tadeu Gomes
Cavalheiro (PQ)
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DETERMINACAO DE DOPAMINA EMPREGANDO BIOSSENSOR
ENZIMATICO BASEADO EM NANOTUBO DE CARBONO MULTI

PAREDE E EXTRATO BRUTO DE ABOBRINHA
Fabiola Araujo S. Ribeiro, Arnaldo César Pereira(PQ)

SENSOR PARA DETECCAO AMPEROMETRICA DE H,0, BASEADO EM
FILMES LbL DE POLIETROLITO SILSESQUIOXANO

Cliciane G. de Jesus, Sérgio T. Fujiwara, Valtencir Zucolotto, Karen Wonhrath' e Christiana A.
Pessoa
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ELETRODO MODIFICADO COM COMPOSITO LAPONITA/CoO(OH)

UTILIZADO NA DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO
Joslaine Jacumazo (IC), Marins Danczuk (PG), Fauze J. Anaissi (PQ).

MODIFICACAO DE ELETRODO DE OURO COM SiLICA GEL
E NANOPARTICULAS PARA O DESENVOLVIMENTO DE
IMUNOSSENSOR NANOESTRUTURADO

Joseane Aparecida Carvalho, Marlene de Barros Coelho e Valdir Souza Ferreira
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APLICACAO DO MATERIAL HIBRIDO SiO /SiDIEN IMPRESSO
IONICAMENTE NA DETERMINACAO DE {ONS CU(II)

Paulo Cesar Mendes Villis, Jose Roberto Barion Filho, Gustavo Silveira, Andréia de Morais,
Ariadne Missono Brondi, Pedro Orival Luccas, Fabio Luiz Pissetti, Alzira Maria Serpa Lucho,
Yoshitaka Gushikem

O EFEITO DO pH NA ELETROOXIDACAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS USANDO ELETRODOS DE DNDB

Adriana F. Azevedo*, Fernando A. Souza, Neidenéi G. Ferreira

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA A
DETERMINACAO DE Cu(Il) UTILIZANDO ELETRODO DE OURO
MODIFICADO COM PEPTIDEO DA PROTEINA PRION

Jonatas G. da Silva,, Thiago V. de Freitas ,, Luciano P. Silva, Jurandir R. de Souza, Marcelo P.
Bemquerer e Clarissa S. Pires de Castro
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DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSOR AMPEROMETRICO
PARA DETECCAO DE ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS, VISANDO

APLICACAO EM LEITE DE VACA CRU
Thiago Martiniano do Prado (PG) e Maria D.P.T. Sotomayor (PQ).

DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSOR PARA GLICOSE BASEADO EM
FILMES ELETRODEPOSITADOS DE POLIPIRROL

Dafne Pires Pinto, Robson Pacheco Pereira e Ana Maria Rocco
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CONSTRUCAO DE UMA PLATAFORMA FUNCIONAL PARA
COMPLEXACAO DE iONS COBRE VISANDO A DETECCAO
AMPEROMETRICA DE CISTEINA

Cecilia de Carvalho Castro e Silva, Murilo Santhiago, Catia Crispilho Corréa, Méarcia Cristina
Breitkreitz, Ronei Jesus Poppi e Lauro Tatsuo Kubota

ESTUDO DA CINETICA ENZIMATICA DA ACETILCOLINESTERASE
EM SOLUCAO E AVALIACAO DO EFEITO INIBIDOR POR CARBARIL E

PARATION
Livia Flério Sgobbi e Sergio Antonio Spinola Machado
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DESENVOLVIMENTO DE SENSOR BIOMIMETICO PARA DETECCAO

DO HERBICIDA ,4-D
Ademar Wong (PG) e Maria Del Pilar Taboada Sotomayor (PQ)

EFEITO DA UTILIZACAO DE NANOTUBOS DE CARBONO EM SENSOR

BIOMIMETICO PARA DETERMINACAO DO HERBICIDA ,4-D
Ademar Wong'*, Rosa Fireman Dutra’ ¢ Maria Del Pilar Taboada Sotomayor!

DETERMINACAO DE iONS COBRE EM CACHACA UTILIZANDO

ELETRODO CARBONO CERAMICO AMINOFUNCIONALIZADO

Alzira Maria Serpa Lucho, Aline Evangelista Aguiar, Karina Lopes Dornelas, Fabio Luiz Pissetti,
Ariadne Missono Brondi, Andréia de Morais, Camila Maroneze ¢ Yoshitaka Gushikem
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BIOSSENSOR DE TERCEIRA GERACAO BASEADO EM UM
ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO MODIFICADO COM

NANOPARTICULAS DE OURO E TIROSINASE
Bruno C. Janegitz, Roberta A. Medeiros, Romeu C. Rocha-Filho e Orlando Fatibello-Filho

SEPARACAO E DETECCAO ELETROQUIMICA DE ACIDO ASCORBICO

E DOPAMINA EM DISPOSITIVO MICROFLUIDICO A BASE DE PAPEL
Murilo Santhiago, Leandro Y. Shiroma, Wilney J. R. Santos, Angelo L. Gobbi, Lauro T. Kubota
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DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS BASEADA NO
DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS
EMPREGANDO MATERIAIS DE CARBONO NANOESTRUTURADOS

Mayvara Brezolini Rocha, Arnaldo César Pereira

MONOCAMADAS AUTO-ORGANIZADAS BINARIAS: UMA NOVA
ESTRATEGIA PARA AUMENTAR SENSIBILIDADE EM BIOSSENSORES

AMPEROMETRICOS
Cancino, J.,, Razzino, C., Zucolotto, V. e Machado, S.A.S
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AVALIACAO DO ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO
MODIFICADO COM PbO, PELO METODO SOL-GEL NA ANALISE DE
CARBARIL

Milena Elias Teixeira, Ivana Cesarino, Sergio A.S. Machado

EMPREGO DE NANOPARTICULAS DE RUTENIO NA MODIFICACAO
DE ELETRODOS IMPRESSOS PARA A DETERMINACAO DE

DOPAMINA
Viviane Gomes Bonifacio, Eduardo H. Bindewald, Eduardo C. Neiva, Aldo J. G. Zarbin, Marcio
F. Bergamini, Luiz H. Marcolino-Junior e Orlando-Fatibello-Filho

DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSOR ELETROQUIMICO A BASE DE
EXTRATO DO LICOR DE ACAI (EUTERPE OLERACEAE MART.) PARA

DETECCAO DECOMPOSTOS FENOLICOS
Maricely J.U. Toro (PG) e Maria D.P.T. Sotomayor (PQ)
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DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR POTENCIOMETRICO A BASE
DE NANOTUBOS DE CARBONO MODIFICADOS COM H, TSPP PARA A
DETERMINACAO DE COBRE

Saimon Moraes Silva, Dilton Martins Pimentel, Fernando Roberto Figueirédo Leite, Lauro Tatsuo
Kubota, Flavio Santos Damos e Rita de Cassia Silva Luz

DEGRADACAO ELETROQUIMICA DO DESREGULADOR ENDOCRINO
METIL PARABENO EM ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM

BORO

Juliana R. Steter, Dawany Dionisio, Robson S. Rocha, Douglas W. Miwa, Marcos R.V. Lanza e
Artur J. Motheo
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IMPEDIMETRIC BIOSENSOR BASED GOLD NANOPARTICLES AND

CRAMOLL LECTIN FOR BACTERIAL LIPOPOLYSACCHARIDE
Maria D.L. Oliveira'®, Cesar A.S. Andrade, Maria T.S. Correia,
Luana C.B.B. Coelho, Pankaj R. Singh, Xiangqun Zeng

AN IMPEDIMETRIC BIOSENSOR FOR DETECTION OF DENGUE
SEROTYPE AT PICOMOLAR CONCENTRATION BASED ON GOLD

NANOPARTICLES-POLYANILINE HYBRID COMPOSITES
Maria D.L. Oliveira, Helena P.O. Nascimento, Celso P. de Melo,
Gilcelia J.L. Silva,Marli T. Cordeiro, Cesar A.S. Andrade
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DESENVOLVIMENTO DE UM BIOSSENSOR BIENZIMATICO
IMOBILIZADO SOBRE MONOCAMADAS AUTO-ORGANIZADAS PARA

DETERMINACAO DE AC[’JCARES EM ALIMENTOS
Andressa Galli e Sergio Antonio Spinola Machado
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BIOSSENSOR AMPEROMETRICO A BASE DE DNA SOBRE NANOTUBO
DE CARBONO PARA DETERMINACAO DE FARMACO PSICOTROPICO
(ANTIPSICOTICO E ANTIDEPRESSIVO)

Jodo Paulo Marco, Arnaldo César Pereira

SENSORES ELETROQUIMICOS PARA DETECCOES DE DOENCAS
INFECCIOSAS, UTILIZANDO SONDAS DE DNA SOBRE MATRIZ
POLIMERICA DE POLI(3-AMINOFENOL)

Luciano Pereira Rodrigues, Diego Leoni Franco,
Ana Graci Brito-Madurro, Jodo Marcos Madurro
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DETERMINACAO DE ACIDO o-LIPOICO SOBRE ELETRODO DE
GRAFITE PIROLITICO MODIFICADO COM CoPc

Ana Paula Mota Ferreira (PG), Ana Caroline F. Santos (IC), Glaucia Tinoco Corréa (IC), Sonia
Maria Carvalho Neiva Tanaka (PQ), Lauro Tatsuo Kubota (PQ),

Auro Atsushi Tanaka (PQ)
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AVALIACAO DE UM ELETRODO MODIFICADO COM FILME
DE POLI-1-AMINONAFTALENO PARA A DETERMINACAO DE
NORADRENALINA EM AMOSTRA FARMACEUTICA

Ronaldo C. Faria, Sonia Maria C. N. Tanaka, Auro A. Tanaka, Estela P. Troiane, Glaucia Tinoco
Corréa (IC) e Quésia Guedes da Silva

BIOELETRODO BASEADO EM MATRIZ FTO/POLI(3-AMINOFENOL)
PARA DETECCAO DE LESAO CARDIACA

Luciano. P. Rodrigues, Lucas F. de Paula, Lucas F. Ferreira, Adamo
F. G. do Monte, Ana G. B. Madurro, Jodo M. Madurro

SB7I 00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 I 304

BASE DE CARBONO CERAMICO MODIFICADO COM FTALOCIANINA

DE NIQUEL
Mircio Luiz Médolo (PG), Gabriel Kozahoski de Toledo (IC), Eryza Guimaraes Castro (PQ) Cristiane
Andrade Pessoa (PQ), Sérgio Toshio Fujiwara (PQ)

DETECTING HYDROGEN PEROXIDE RELEASE FROM
MACROPHAGES USING MICROPATTERNED ELECTROCHEMICAL
BIOSENSORS

Jun Yan,! Valber A. Pedrosa, Aleksandr L. Simonian and Alexander Revzin

POLYPYRROLE/PHYTASE AMPEROMETRIC BIOSENSORS FOR THE
DETERMINATION OF PHYTIC ACID IN STANDARD SOLUTIONS

Valquiria da Cruz Rodrigues, Marli Leite de Moraes, André Brisolari, Juliana Coatrini Soares,
Marystela Ferreira, Débora Gongalves
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NANOTUBOS DE CARBONO MODIFICADO COM FILME DE RuOHCF

PARA A DETERMINACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO
Roselyn C. Pefia e Mauro Bertotti

PREPARACAO E APLICACAO DA P-BENZOQUINONA IMOBILIZADA
EM UM ELETRODO MODIFICADO CA/TiO,/Sb,0, PARA
DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO

Andrea Anilda Hoffmann da Rocha, Silvio Luis Pereira Dias, Jacqueline Arguello e Elisangela
Pires Bueno e Lauro Tatsuo Kubota
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SENSOR BIOMIMETICO DESCARTAVEL PARA DETERMINACAO

SELETIVA DE HIDROQUINONA
Thayz Cristina Boni (PG) e Maria Del Pilar T. Sotomayor (PQ)

ELECTROCHEMICAL DETERMINATION OF DOPAMINE BASED ON
SELF-ASSEMBLED PEPTIDE NANOSTRUCTURE

Iorquirene de Oliveira Matos, Wendel Andrade Alves

SB79.................................................................................................. I 325

DETERMINACAO VOLTAMETRICA POR ONDA QUADRADA (SWYV)
DE PROPRANOLOL UTILIZANDO ELETRODO DE CARBONO VITREO

MODIFICADO COM PAH/MWCNTs
Geiser Gabriel de Oliveira, Elen Romao Sartori, Orlando Fatibello-Filho

COMPOSITO FC/PAni: SINTESE E CARACTERIZACAO COMO SENSOR
DE GAS

Carla Polo Fonseca, Dalva A. L. Almeida, Maurico Baldan e Neidenei Ferreira

CARACTERIZACAO DE ELETROLITO SOLIDO PARA APLICACAO EM

DISPOSITIVOS ELETROCROMICOS
Silvio C. de Oliveira, Dante A. A. de Mello, Marcio R. S. Oliveira, Lincoln C. S. de Oliveira
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ELECTROCHEMICAL SENSOR BASED ON IMPRINTED SOL-GEL AND

NANOMATERIALS FOR SENSITIVE DETERMINATION OF CAFFEINE
Wilney de J. R. Santos, Murilo Santhiago, Inez V. P. Yoshida e Lauro T. Kubota

SINERGISMO ENTRE POLI(5-AMINO 1-NAFTOL) E AZUL DA PRUSSIA
NA ELABORACAO DE SENSORES PARA H,0,

Elaine Pavini Cintra, Denis Gabriel Blanco Limachi, Vinicius Romero Gongalez ¢ Susana Inés
Cordoba de Torresi

DETERMINACAO DE L-GLUTATIONA EM ERITROCITOS HUMANOS
EMPREGANDO UM ELETRODO MODIFICADO COM O COMPLEXO

CoTsPc/FeT4MPyP SOB NANOTUBOS DE CARBONO
Ananda X. Oliveira, Fernando R. F. Leite, Jussara V. Silva, Lauro T. Kubota,, Wallans T. P. dos
Santos, Flavio S. Damos, Rita C. S. Luz
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AVALIACAO DE UM ELETRODO COMPOSITO PARA

DESENVOLVIMENTO DE SENSORES ELETROQUiMICOS
Francyelle Calegari (IC), Lismery Pereira de Souza (IC), Ronilson Vasconcelos Barbosa (PQ),
Luiz Humberto Marcolino Junior (PQ), Marcio Fernando Bergamini (PQ)

DISPOSITIVO MICROFLUIDICO A BASE DE PAPEL COM
DETECCAO ELETROQUIMICA SEQUENCIAL DE PARACETAMOL E

4-AMINOFENOL

Leandro Y. Shiroma, Murilo Santhiago, Angelo Luiz Gobbi,
Lauro T. Kubota
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DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR SELETIVO E CATALITICO
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RESUMO: Este trabalho apresenta um procedimento simples envolvendo a DPASV com BiFE, para determinar metais
em Biodiesel sem tratamento prévio. As amostras foram diluidas em uma solugdo de tampdo acetato-etanol. Apos
experimentos voltamétricos, obteve-se as condicoes ideais para a determinagdo simultanea de cadmio e chumbo: E o
=-14V; tpré =180s;v=25mVs"'; Amp = 50 mV. Os voltamogramas e suas curvas de adi¢do-padrao indicaram que
o procedimento é sensivel para a determinagdo de metais-traco em Biodiesel, proporcionando uma resposta linear da
corrente de pico com a concentra¢do dos metais. Obteve-se bons limites de detec¢do para Cd** (1,71x10% mol.L*) e
Pb> (1,92x10° mol.L). A exatiddo foi avaliada através do teste de recuperagao (recuperagoes de 87,3% a 107,9%,).
A precisdo, foi menor que 7% para Cd** e menor que 12% para Pb**. O método foi aplicado para quatro tipos de
amostras de biodiesel e analisadas em triplicata.

Palavras-chave: Biodiesel, BiFE, metais-traco, determinacdo simultdnea, voltametria de redissolucdo.

INTRODUCAO

A Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural ¢ Biocombustivel (ANP) é responsavel pelo monitoramento da
qualidade dos combustiveis no Brasil através do Programa PMQC (Programa de Monitoramento da Qualidade
de Combustiveis). Dentro deste programa, além dos derivados de petréleo, sdo analisados, regularmente, os
biocombustiveis, etanol e biodiesel [1].

Mesmo ndo fazendo parte das especificacdes do Biodiesel, a presenga de metais pesados, ¢ a sua determinacdo a nivel
de tragos, ja é bastante reconhecido como sendo um aspecto importante para avaliar a qualidade dos biocombustiveis.
A presenca destes elementos pode afetar a qualidade do biodiesel promovendo, principalmente, sua oxidacdo [2,3],
corrosdo e entupimento em motores, além de causar riscos a saude humana e ao meio ambiente.

A presenca de metais em biodiesel é devido a absor¢do destes contaminantes do solo pela propria planta (matéria-
prima), e/ou podem ser incorporados durante o processo de producdo, estocagem ou armazenamento, a partir dos
materiais dos tanques e containers. Assim, a determinacdo de elementos metalicos € muito importante no controle da
qualidade do biodiesel.

Um outro aspecto importante a ser considerado na determinagdo de elementos a nivel de tragos ¢ o tratamento
requerido para amostras complexas [3,4]. Geralmente, amostras como os biocombustiveis requerem um pré-tratamento
oxidativo, para destruicdo da parte organica do material, cujo etapa deste processo pode introduzir erros, através
da contaminagdo de brancos. No presente trabalho, um procedimento voltamétrico é proposto para determinacdo
simultanea dos ions Cd*" e Pb?* em Biodiesel usando um eletrodo de filme de Bi, sendo as amostras simplesmente
diluidas em meio alcdolico. O procedimento foi otimizado e aplicado em amostras reais de biodiesel.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Um analisador voltamétrico Autolab (Metrohm) modelo PGSTAT 302 foi usado em todos os experimentos
voltamétricos. As medidas foram realizadas em célula de vidro pirex contendo trés eletrodos: um eletrodo de carbono
vitreo (eletrodo de trabalho), um fio de platina(eletrodo auxiliar) e um eletrodo de Ag/AgCl (eletrodo de referéncia).

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico e procedéncia Merck, a dgua utilizada foi destilada e
posteriormente deionizada a uma resistividade de 18,2 MQ.cm™ em um sistema Nanopure Thermo Scientific, modelo
D11901 (Barnstead, NH, EUA). Solugdes estoque contendo 1000 mg.L! de Cd*" e Pb**, foram preparadas pela dilui¢do
de ampolas de Titrisol de procedéncia Merck (Darmstad, Alemanha). Para obtencao do eletrodo de filme de bismuto,
usou-se solugdo de nitrato de bismuto (Bi(NO,), 1000 mg.L". Outros reagentes usado, como élcool etilico, dcido
acético e acetato de sodio foram de procedéncia Merck.

A desaeragdo (retirada de oxigénio) das solugdes, para as medidas voltamétricas foi realizada empregando-se gés
nitrogénio super seco de procedéncia White Martins, durante 20 minutos.

Para a preparacdo do filme de bismuto no modo ex sifu, primeiramente obteve-se uma superficie limpa do eletrodo
de carbono vitreo (GCE), através de polimento manual (a/umina 0,3 um). Em seguida, o eletrodo foi lavado com
4gua deionizada e submetido a um banho ultrassonico por 10 min, para a remogdo de possiveis particulas alumina na
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superficie do eletrodo. A deposi¢ao eletroquimica do BiFE foi realizada pela adi¢do de 60 pL da solucdo padrio de
Bi** 1000 mg.L! diluida a um volume final de 10 mL de solug¢do tampao acetato 0,1 mol L' (pH 4,5),aplicando-se um
potencial de deposigdo de -1,2 V, e utilizando-se agitagdo mecanica.

A aplicag@o do procedimento em amostras reais foi feita em amostra de biodiesel de babagu, disponibilizada pelo
Nucleo de Biodiesel da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Essas amostras foram procedentes de processos
que utilizaram catalise alcalina. A preparacdo dessa amostra foi feita em uma composic¢do alcool/tampao de 80/20%,
preparada pela mistura de tampao acetato 0,1 mol.L! e alcool etilico e adigao de 60 pL de biodiesel. Apos a agitagio,
obteve-se uma solucdo clara e transparente. As proporgdes 50/50%, 60/40%, 70/30% alcool/tampdo também foram
testadas, mas observou-se que estas solu¢des apresentaram um aspecto turvo, indicando que néo houve a solubiliza¢do
do biodiesel. O pH desta solugio foi ajustado para 2,0, utilizando-se acido cloridrico 1,0 mol.L"".

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de obter resposta voltamétrica adequada e melhores condigdes experimentais, a influéncia de varios parametros
foi avaliada [potencial de deposicao (E dep), tempo de pré-concentracao (tpré), velocidade de varredura (v), amplitude de
pulso (Amp) e pH] para a determinagio simultinea de Cd*" e Pb**, usando BiFE preparado no modo ex situ. Este estudo
foi realizado na mistura eletrolitica contendo 8,0 mL de alcool etilico em 2,0 mL tampao acetato 0,1 mol.L"! (branco).

O estudo de otimizacao foi realizado no branco, variando-se um parametro de cada vez, e mantendo-se os demais
constantes (otimizagdo univariada). A Tabela 1 apresenta as melhores condigdes experimentais para a determinacao
simultdnea de Cd** e Pb*" (concentragdo final de 1,5x107 mol.L! e 5,0x10® mol.L"!, respectivamente), através da
técnica DPASV.

Tabela 1: Condigdes experimentais otimizadas para a determinagio simultdnea de Cd** e Pb*" através da técnica

DPASV.
Parametros Especificacdes
pH ~2
Tempo de pré-concentragao 180's
Potencial inicial e final -1,4V e-02V
Potencial de deposicéo -1,4V
Velocidade de varredura 25 mV.s'!
Amplitude de pulso 50 mV

Apds otimizagdo, os parametros escolhidos foram aplicados em amostras reais de Biodiesel. Para se certificar
que os picos encontrados nas medidas voltamétricas eram dos metais, adicionou-se sucessivas aliquotas de padrao
metalico, correspondentes a 1,5x107 mol.L! de Cd** ¢ 5,0x10® mol.L! de Pb*, proporcionando um aumento linear
entre a corrente do pico e a concentragdo dos metais. Todas as medidas foram feitas em triplicatas, onde eram calculadas
as médias das correntes, as quais eram plotadas versus as concentracdes dos metais, nas curvas analiticas de adi¢ao
padrao.

A Figura 1 A mostra dois picos em potenciais em torno de -0.85 ¢ -0.62 V na amostra de biodiesel, atribuida ao Cd*
e Pb?, respectivamente. A medida que se adicionava aliquotas dos metais, o pico aumentava, obtendo-se, assim, curvas
analiticas correspondentes (Figura 1B e 1C).

Através das curvas analiticas de adi¢ao padrdo mostradas, pode-se ver que a resposta analitica € bastante satisfatdria
para os metais, principalmente considerando-se a linearidade observada entre a corrente de pico e a concentracdo dos
metais, na faixa de concentracdo estudada, conforme apresentado na Tabela 2.

Figura 1: (A) Resposta voltamétrica na determinacdo simultdnea dos metais Cd*" e Pb*, utilizando DPASV em
amostras de biodiesel. Condigdes experimentais: Eletrélito suporte: 2,0 mL tampdo acetato 0,1 mol L' + 8,0 mL alcool
etilico; pH = 2,0. [Metais]: (a) amostra; (b) 1,5 x 107 mol L' de Cd** ¢ 5,0 x 10® mol L' de Pb*; (¢) 3,0 x 107 mol L!
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de Cd*" e 1,0 x 107 mol L' de Pb* e (d) 4,5 x 107 mol L' de Cd** ¢ 1,5 x 107 mol L' de Pb*". Edep =-14V; te= 180 s;
v=25mV s!; Amp =50 mV. (B) Curva analitica referente ao metal Cd**. (C) Curva analitica referente ao metal Pb**.

Tabela 2: Avaliagdo estatisticas dos pardmetros de mérito, para a determinagdo simultdnea de Cd** e Pb** através da

técnica DPASV.
Amostra de Biodiesel Ca* Pb?*
X, média 2,28x107 7,56x107
SD 1,57x10# 8,75x101°
CV (%) 6,38 11,58
R 0,9949 0,9983
u (95%) 2,28x107 + 3,90x10® 7,56x107° +2,17x107

O limite de detecgdo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) foram calculados considerando-se o desvio padrdo
e o coeficiente angular da curva analitica do branco.Foram encontrados valores para o LD de 1,71x10% e 1,92x10°
mol L' e valores para o LQ de 5,70x10® e 6,39x10°, para Cd** e Pb*, respectivamente, os quais conferem uma boa
sensibilidade para o procedimento proposto. A precisdo foi avaliada através da repetibilidade, apresentando valores de
coeficiente de variagdo de 6,88% e 11,58%, respectivamente, para os dois metais, Cd*" e Pb?*. Para avaliar a exadidao,
foi adotado o teste de recuperagdo obtendo-se valores de 100,7% e 87,3%, para Cd*" e Pb*, respectivamente.

CONCLUSOES

Um procedimento simples, de determinag@o direta e simultanea dos ions Cd** e Pb** em amostras de biodiesel
(B100) ¢ proposto, com base na simples diluigdo da amostra em meio etanoélico, usando eletrodo de filme de bismuto.
O procedimento voltamétrico (DPASV) foi otimizado e os resultados obtidos apresentaram valores satisfatorios de
exatiddo e precisdo, com limites de detec¢ao de 1,71x10% e 1,92x10° mol.L! para Cd** e Pb**, respectivamente.
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RESUMO: Um método em fluxo para a determinag¢do quantitativa de ranitidina foi desenvolvido com base na
oxidagdo eletrocatalitica de ranitidina sobre superficie de carbono vitreo modificado pela deposicdo eletroquimica
de oxido de ruténio (IIl) hexacianoferrato. Sob as melhores condi¢oes experimentais, a corrente de pico aumentou
linearmente com a concentrag¢do de ranitidina na faixa de 1,25-7,50 umol L. O limite de detec¢do do método proposto
foi estimado em 25 nmol L (S/N = 3). O método analitico desenvolvido melhorou os pardmetros analiticos (como por
exemplo, potencial de trabalho e limite de detecg¢do) obtidos por outros métodos eletroanaliticos para a quantificagdo
da ranitidina. Adicionalmente, e visando avaliar a exatiddo do método proposto, avaliou-se o teor de ranitidina em
trés amostras comerciais e os valores obtidos pelo método desenvolvido foram concordantes com os obtidos pelo
método padrdo (95 % de confianga, teste t de Student).

Palavras-chave: Ranitidina, eletrodos modificados, ruténio, analise por injecdo em fluxo.

INTRODUCAO

Ranitidina (C,;H,,N,0,S) é um farmaco antagonista dos receptores histaminicos H, e foi introduzida no mercado
farmacéutico em 1981. A ranitidina tem sido amplamente utilizada no tratamento da tilcera duodenal, tlcera gastrica
benigna, esofagite péptica e outras desordens gastricas, agindo como um anti-acido gastrico e reduzindo a produgdo
de pepsina. A prescri¢do deste medicamento, na maioria dos casos, ¢ considerada segura. No entanto, existem alguns
casos na literatura associando o uso de ranitidina com grave hepatotoxicidade [1]. Recentemente, alguns autores
também descreveram um caso de hepatite induzida pelo uso de ranitidina [2]. Considerando que estes efeitos colaterais
podem ser causados principalmente por altas doses, métodos analiticos para quantificagdo desse principio ativo sdo
necessarios. Na literatura, existem diferentes métodos para quantificacdo de ranitidina utilizando diferentes técnicas:
espectrofotometria, fluorimetria, quimioluminescéncia, espectrometria e eletroquimica. A maioria dos métodos
reportados na literatura requerem uma etapa preliminar de preparacdo da amostra ou derivatizagdo do analito, o que
resulta em um maior tempo de analise. Com relacdo aos métodos eletroquimicos para a quantificacdo de ranitidina,
esses estdo baseados em técnicas potenciometricas, voltamétricas e amperométricas. Para estas duas ultimas técnicas, o
eletrodo de trabalho mais utilizado apresenta Hg em sua composigdo (filmes ou eletrodo gotejante de mercurio). Outros
trabalhos relatam a utilizag@o de superficies eletrodicas ndo modificadas para quantificagdo de ranitidina, por exemplo,
carbono vitreo. No entanto, a ranitidina apresenta um elevado potencial de oxidagdo nessa superficie, que dependendo
da complexidade da amostra, pode resultar em resultados inexatos. Assim, um interessante campo de pesquisa seria
avaliar a possibilidade de utilizacdo de eletrodos modificados visando a quantificacdo de ranitidina em potenciais
inferiores aos reportados pelas superficies eletrodicas ndo modificadas. Com isso, o presente trabalho apresenta um
método analitico alternativo, rapido, preciso e exato para a quantificagdo de ranitidina em formulag¢des farmacéuticos
usando um eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de ruténio (III) hexacianoferrato (RuOHCF) como
detector amperométrico em sistema de analise por injecdo em fluxo (FIA).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Materiais e Solucdes. Todos os reagentes solidos foram de grau analitico e foram utilizados sem purificagdo
prévia, sendo que os mesmos foram oriundos da Merck (Darmstadt, Alemanha). A ranitidina foi adquirida da Sigma-
Aldrich (Steihheim, Alemanha). As solugdes foram preparadas pela dissolug@o dos reagentes em agua desionizada, que
foi processada através de um sistema de purificag@o de dgua (Direct-Q 5 Ultrapure Water Systems, Millipore, EUA).
As formulagdes farmaceuticas de ranitidina foram compradas em farmadcias locais (Cloridrato de Ranitidina (Medley,
Lote 100814458), Cloridrato de Ranitidina (Teuto, Lote 0074077) e Cloridrato de Ranitidina (EMS, lote 320893)). O
Ginico pré-tratamento das amostras foi a dissolugdo em solugdo contendo 0,5 mol L' de NaNO, + 0,05 mol L' de HCI.

Eletrodos e Instrumentacéo. Para as medidas eletroquimicas utilizou-se um potenciostato pAutolab (Eco Chemie,
Holanda) com software de aquisi¢do de dados disponibilizado pelo fabricante (GPES versdo 4.9.007). Um sistema de
trés eletrodos: Ag / AgCl (KCl saturado), fio de platina e carbono vitreo foram utilizados como eletrodos de referéncia,
auxiliar e trabalho, respectivamente. A superficie do eletrodo de trabalho foi polida com suspensdo de alumina (0,3 [m,
Alfa Aesar, Massachusetts, EUA) e lavada cuidadosamente com dgua desionizada antes das medigdes eletroquimicas.
As analises por inje¢do em fluxo foram realizadas utilizando uma bomba peristaltica e uma célula de acrilico montada
em uma configuragdo “wall-jet” [3]. O eletrodo auxiliar utilizado nas medidas em fluxo foi um tubo de ago inoxidavel.
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Modificag¢ao da superficie do eletrodo. A eletrodeposi¢ao do filme de RuOHCF sobre a superficie do eletrodo
de carbono vitreo foi realizada por repetidas varreduras nos limites de potenciais de -0,5 a 1,3 V e com velocidade
de varredura de 100 mV s em uma solugdo contendo 0,5 mol L' de NaNO, + 0,05 mol L' de HCI + 1 mmol L™
de K,Fe(CN), + 1 mmol L' de RuCl,. A estabilidade do eletrodo modificado foi verificada por meio de varreduras
voltamétricas sucessivas (15 ciclos) com o eletrodo modificado em solugdo de eletrdlito suporte contendo 0,5 mol L
de NaNO, + 0,05 mol L' de HCI nos mesmos limites de potencial utilizados no processo de modificagdo da superficie
do eletrodo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra os voltamogramas ciclicos registrados na presenca e auséncia de ranitidina utilizando eletrodo
de carbono vitreo sem (Figura 1A) e com a modifica¢do da superficie eletrodica com RuOHCF (Figura 1B). Pode-
se observar que com a superficie eletrodica modificada ocorreu a antecipagao do processo de oxidagdo da ranitidina
(aproximadamente 0,5 V), além do aumento da corrente de oxidagdo para a mesma concentracdo de ranitidina
adicionada a célula eletroquimica quando comparado com o resultado obtido com o eletrodo de carbono vitreo sem
modificagdo.

Verificada a potencialidade de se utilizar o eletrodo modificado, pensou-se em utilizar o mesmo como detector
amperométrico em FIA. Com o intuito de obter as melhores caracteristicas analiticas, estudos foram realizados para
determinar os melhores parametros para a quantificagdo em fluxo. Os pardmetros avaliados foram o potencial aplicada
ao eletrodo, a quantidade de material imobilizado na superficie do eletrodo, volume da amostra utilizado e a vazdo da
solucdo transportadora.

Figura 1 - Voltamogramas ciclicos registrados na presenga (—) e auséncia (---) de ranitidina com concentragao final
igual a 1 mmol L utilizando eletrodo de carbono vitreo (A) e eletrodo de carbono vitreo modificado com RuOHCF
(B). Para o eletrodo modificado adi¢des sucessivas de 50 pL de ranitidina 0,1 mol L ' foram realizadas a célula
eletroquimica com o intuito de avaliar a linearidade dos sinais de corrente de pico em fung@o da concentragdo (quadro
Figura 1B, E = 1,1 V). Eletrolito de suporte: 0,5 mol L' NaNO, + 0,05 mol L' HCI e velocidade de varredura igual a
100 mV s,

A oxidagdo da ranitidina no sistema em fluxo atingiu um maximo de corrente anodica em 1,1 V vs Ag /AgCl e,
sendo assim, este valor foi escolhido como o potencial de trabalho. O numero de voltamogramas ciclicos utilizados na
etapa de modificago foi otimizado em 50 ciclos, pois os sinais de corrente do processo de oxidacdo da ranitidina no
sistema em fluxo diminuiram ao se utilizar mais do que 50 ciclos na etapa de modificacdo. Esse comportamento pode
ser atribuido a dificultada da ranitidina atingir os sitios cataliticos do filme de RuOHCF com o aumento da espessura
do filme de RuOHCF.

Com relaggo a dependéncia da vazdo da solugdo transportadora com o sinal de corrente para o processo de oxidagado
da ranitidina no eletrodo modificado, notou-se um aumento no valor da corrente de pico na faixa de vazao estudada (1,11-
2,96 ml min''). Para nenhum dos valores estudados notou-se uma diminuigéo no sinal de corrente obtido, confirmando
que o transporte de massa exerce um controle sobre o processo de transferéncia eletronica e a reagdo heterogénea entre Ru
(IV) e ranitidina é rapida. Por esta razdo, a decisdo para o valor de vazdo da solucéo transportadora foi feita levando em
consideragéio a vazdo que resultou no maior sinal analitico dentro da faixa estudada (2,96 mL min!). O efeito do volume
de amostra também foi estudado. Um aumento no valor da altura do pico de corrente foi obtido com o aumento do volume
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de amostra injetada (50-200 pL). Esse fato pode estar relacionado ao maior tempo de contato entre a zona de amostra e os
sitios cataliticos do eletrodo modificado. Dessa forma, um volume de 200 pL foi escolhido devido ao aumento dos sinais
analiticos. Nessas condigdes experimentais 6timas a freqiiéncia analitica obtida foi de 150 amostras por hora.

A repetibilidade do método foi investigada injetando-se 15 aliquotas de solugdo de ranitidina 3,15 pmol L,
obtendo-se um desvio padrio relativo de 3,0 %. Com todos os pardmetros analiticos otimizados, uma curva analitica
foi obtida pela injegdo de diferentes concentra¢des de solugdo padrio de ranitidina (Figura 2).

Figura 2. Sinais de corrente para injegdes de solu¢des padrdo de ranitidina (1,25 pmol L (A), 3,15 umol L (B), 5,00
umol L' (C), 6,25 umol L' (D) e 7,50 umol L! (E)) e uma amostra de formulagdo farmacéutica (S) obtidas em fluxo
para as condig¢des otimizadas. Solugdo transportadora: 0,5 mol L' de NaNO, + 0,05 mol L' de HCLL E=1,1 V.

Na Figura 2 nota-se a falta de efeito memoria do sistema, que pode estar relacionado ao pequeno volume da amostra
utilizado na configuragdo da célula eletroquimica. A curva de calibrag@o gerada possui a seguinte regressao linear: (I /
pA)=1,7x10%+0,1495 (C_ . .../ umol L) e R* igual a 0.99896. O limite de detec¢do (3SD) e quantificagdo (10SD)
foram estimados como sendo de 25 e 83 nmol L', respectivamente.

A estabilidade operacional do eletrodo modificado RuOHCF sob condi¢des de fluxo foi investigada durante 4
dias. A cada dia, quatro injeg¢des consecutivas de solugdo padrio de ranitidina 3,15 yumol L' foram feitas na célula
eletroquimica em fluxo. Entre as medidas o eletrodo era armazenado em local seco e a temperatura ambiente. Durante
este estudo, o sinal de corrente de pico apresentou um desvio padrao relativo de 6,0%, confirmando a sua estabilidade
a longo prazo. Avaliados os parametros analiticos ¢ a estabilidade do sensor, o eletrodo modificado foi aplicado para a
analise de trés diferentes formulagdes farmaceuticas comerciais. Os resultados estdo resumidos na Tabela 1. Todos os
resultados encontrados utilizando o método proposto estdo em boa concordancia (para um nivel de confianga de 95%
de acordo com o teste ¢ de Student) com os valores obtidos pelo método padrao reportado na literatura [4].

Tabela 1. Quantidade de ranitidina rotulada e valores encontrados pelo método proposto e pelo método reportado na
literatura [4] para diferentes formulagdes farmacéuticas comerciais.

Amostra Quantidade de ranitidina (mg /comprimido)
Rotulado Método Proposto* M¢étodo Padrao*
Medley 150 (151 £ 6) (148 £5)
Teuto 150 (148 £ 8) (147 £ 6)
EMS 150 (147 +7) (148 £ 4)
*Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
CONCLUSAO

A oxidagdo da ranitidina demonstrou ser facilitada ap6s a modificacdo da superficie eletrodica do carbono vitreo
com RuOHCF. Com isso, a utiliza¢do de eletrodo modificado como detector amperométrico em sistema FIA alcangou
parametros analiticos interessantes e propiciou a diminui¢do do limite de detec¢@o para a quantificacdo da ranitidina
quando comparado com outros métodos eletroquimicos. Adicionalmente utilizou-se o método proposto para a
determinagdo de ranitidina em formulagdes farmacéuticas obtendo-se resultados concordantes com o método padrao.
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Este trabalho relata o desenvolvimento, caracterizacgdo eletroquimica e utilizagdo de um eletrodo modificado com
nanotubos de carbono e filme de cobalto para determinacdo de peroxido de hidrogénio. A formagdo do filme de oxido
de cobalto foi estudada por voltametria ciclica. A cinética de transferéncia de elétrons foi determinada utilizando as
equagoes de Laviron, o valor de ks foi determinado como sendo 8,2 s*'. Os pardmetros analiticos foram determinados
por amperometria, aplicando o potencial de 0,18 V' vs. Ag/AgCl. O sensor apresentou uma faixa linear de resposta de
0,005 a 11 mmol L, sensibilidade de 3,1 ud / mmol L. Os limites de detec¢do e quantificagao foram 0,005 mmol L!
e 0,016 mmol L, respectivamente.

Palavras-chave: Nanotubos de carbono, peroxido de hidrogénio e filme de oxido de cobalto.

INTRODUCAO

Diferentes tipos de materiais nanoestruturados, incluindo metais nobres, nanotubos de carbono, 6xidos ¢ compositos
tém sido utilizados em eletroquimica, em eletrocatalise, em células combustiveis e para outras fungdes [1]. Entre eles,
encontram-se nanoestruturas de 6xidos metalicos tais como de Co, Fe, Ni e Cu. Materiais a base de cobalto, em
particular, t€ém sido amplamente usados para o sistema de armazenamento de energia, filmes eletrocromicos e catélise
heterogénea, principalmente devido a sua excelente atividade eletrocatalitica [2].

A presenca de nanoestruturas de carbono pode melhorar esta atividade, devido ao aumento da area superficial,
assim como da cinética de transferéncia de elétrons.

Eletrodos quimicamente modificados s@o preparados principalmente por deposi¢do eletroquimica porque
apresentam filmes uniformes e com alto grau de aderéncia. Além disso, as caracteristicas do filme podem ser facilmente
modificadas por meio dos parametros que afetam o processo de eletrodeposi¢ao, tais como: concentragdo de metais, o
numero de varreduras de potencial, o solvente e o eletrolito de suporte [3].

Os filmes de 6xido de cobalto foram utilizados para detectar diferentes moléculas como glicose, cisteina,
propilamina, hidroquinona e metanol [2].

O peroxido de hidrogénio € um dos oxidantes mais versateis que existe. Estd presente em inimeras reagdes
bioldgicas como produto de varias oxidases, ¢ sua quantificacdo constitui um pardmetro importante na analise destes
bioprocessos. O perdxido de hidrogénio é também importante nas areas de alimentos, medicamentos, monitoramento
de processos, dentre outros [4-5]. Varios métodos analiticos tém sido utilizados para detectar peroxido de hidrogénio,
incluindo volumetria, espectrofotometria, fluorimetria, quimiluminescéncia, cromatografia e métodos eletroquimicos.
Os sensores eletroquimicos surgem como uma alternativa a estes métodos, por apresentarem baixos limites de detec¢do
e grande sensibilidade e seletividade [5].

O presente trabalho relata a construgdo de um filme de 6xido de cobalto eletrodepositado sobre uma superficie
de carbono vitreo modificada com nanotubos de carbono para a deteccdo de peroxido de hidrogénio, utilizando a
voltametria ciclica. Os parametros de formagdo do filme foram estudados, bem como os pardmetros cinéticos do
eletrodo modificado. Foi construida uma curva amperométrica para a detec¢do de H O, e os pardmetros analiticos
foram determinados.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato, modelo PGSTAT30 Eco Chemie da
AUTOLAB (Utrecht, Netherlands), conectado um computador (software: GPES 4.9). Uma célula eletroquimica foi
utilizada, Ag/AgCl (KCL saturado) como eletrodo de referéncia, um fio de platina como eletrodo auxiliar e carbono
vitreo modificado com nanotubos de carbono e 6xido de cobalto (ECV/MWCNT/Co) como eletrodo de trabalho.

O ECV foi modificado com uma suspensdo de nanotubos de carbono. A formagdo do filme foi realizada
eletroquimicamente por voltametria ciclica numa solugdo de CoSO, 0,01 mol L' + Na SO, 0,1 mol L.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Eletrodos modificados a base de 6xido de cobalto apresentam comportamento eletroquimico complexo, com varias
estruturas cristalograficas possiveis, além da formagéo de diferentes especies como Co,0,, CoO, Co,0,, CoOOOH e
CoO, [1]. A figura 1 mostra voltamogramas em eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono €
filme de 6xido de cobalto (ECV/MWCNT/Co). Na faixa de potencial estudada de 0,0 V a +0,5 V ¢ possivel observar
um par redox reversivel com potencial formal [E”=(Epa + Epc)/2] de +0,175 V. Um pico ¢é observado em 0,19 V,
durante a varredura anddica. Este pico € atribuido a reag@o de oxidagdo de Co(Il)/Co,0,. Durante a varredura catodica
¢ observado um pico em 0,16 V, correspondente a redugdo do 6xido de cobalto, como sugerido pelo mecanismo abaixo,
equacdes 1 e 2 [2]:

Pico A : 3Co(OH), + 20H" — Co,0,+4H,0 +2¢e €))
Pico C: Co,0, +4H,0 +2¢~ — 3Co(OH), +20H" 2)
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Figura 1: Voltamogramas ciclicos em ECV/MWCNT/Co, em solugdo de NaOH 0,1 mol L', v=0,100 Vs E =

inicial

0,0 Ve E, =0,5V, varredura no sentido anddico.

Os voltamogramas ciclicos obtidos para 0o ECV/MWCNT/Co sdo mostrados na Figura 2A para varias velocidades
de varredura de potencial (0,005 - 0,050 V s!). A observagao de picos voltamétricos persistentes e bem definidos indica
que o processo redox exibe caracteristicas de espécies confinadas na superficie do eletrodo.

1/ pA
°
‘\

00 01 02 03 04 05 06
E(V) vs. Ag/AgCI

Figura 2: (A) Voltamogramas ciclicos em ECV/MWCNT/Co, em solu¢do de NaOH 0,1 mol L', v = (0,010-0,050 V
s1); Insert: Dependéncia da corrente de pico anddico (Ipa) e catodico (Ipc) em fungdo da velocidade de varredura. (B)
Grafico de Laviron, Epa e Epc vs. log v. Condi¢des empregadas: solu¢do de NaOH 0,1 mol L.

No inset da figura 2A, ¢ possivel observar uma relacdo linear direta entre as correntes de pico anodico e catodico e
a velocidade de varredura. Além disso, a diferenca entre os potenciais de pico anddico e catddico e o potencial formal
(Ep-E”) ¢ independente da velocidade de varredura de potencial, indicando que ocorre uma rapida transferéncia de
carga, na faixa de velocidade de varredura estudada. Utilizando a teoria de Laviron, equacdo 3, e o grafico da figura
2B, foi possivel determinar a constante cinética de transferéncia de elétrons (ks):
Log ks = alog(1-a) + (1-a)logat — loaRT — o(1-o)nFE 3
nFv 2,303RT
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Admitindo que sejam dois elétrons envolvidos no processo redox [2], e que o seja igual a 0,5. O valor calculado
para ks foi de 8,2 s, maior que 1,62s [6]. Assim, pode-se concluir que o processo redox do ECV/MWCNT/Co néo ¢é
um limitante na aplicagdo do sensor.

16- 36
(e) y= 3.1 [HZOZ]
12- 274 R =0,9989
84
181
§ ) <
It © T
®
04 (a)
04
01 00 01 02 03 04 05 0o 2 4 6 8 10 12
E (V) vs. Ag/AgCI [H202] / mM

Figura 3: (A) Voltamogramas ciclicos para 0o ECV/MWCNT/Co, em diferentes concentragdes de H,0, (a) 0,0 mM;
(b) 1,0 mM; (c) 2,0 mM; (d) 4,0 mM e (e) 10,0 mM. Velocidade de varredura (v) = 0,005 V s-'. Estudos realizados em
solu¢do de NaOH 0,1 mol L.

Na figura 3A sdo mostrados voltamogramas para diferentes concentragdes de H,O, em solu¢do de NaOH 0,1 mol
L. E possivel observar que ocorre um aumento na corrente de pico anodico proporcional a concentragdo de H,0,, e
que a corrente de pico catddica desaparece totalmente, comportamentos tipicos de processos cataliticos.

Para se obter uma curva analitica, figura 3B, amperogramas foram realizados em diferentes concentragdes de H,0,,
aplicando um potencial de 0,18 V vs. Ag/AgCl. Assim, o ECV/MWCNT/Co apresentou uma faixa linear de resposta
de 0,005 a 11 mmol L' com coeficiente de correlagdo de 0,9989, semelhante a (0,005-12 mmol L) [5]. Apresentou
também uma sensibilidade de 3,1 pA / mmol L' proximo a 7,39 pA/ mmol L' [S]. Limites de detecg@o de 0,005 mmol
L' e de quantificagdo de 0,016 mmol L' foram obtidos.

CONCLUSOES

O sensor desenvolvido se apresenta como uma alternativa simples para uso na determinagdo de perdxido de
hidrogénio. Destaca-se ainda a simplicidade de modificagdo do eletrodo e sua reprodutibilidade, além de sua ampla
faixa linear de resposta, o que se reflete numa maior aplicabilidade e confianga nas medidas.
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RESUMO: A sintese do 3-(2-etoxi-1,3,6,9, 12-pentaoxa-2-silaciclotetradecan-2-il)propano-1-amino (SIL15NH) pela
reagdo do 3-aminopropiltrietoxisilano com tetraetilenoglicol catalisada por t-butoxido de potdssio é descrita. Uma
pasta de carbono modificada com SIL15NH como iondforo e tetrakis(p-clorofenil)borato de potassio como aditivo foi
utilizada como eletrodo ion-seletivo para Cu**. O eletrodo apresentou resposta super-nernstiana de 35,8 mV/década
de atividade de Cu’* sobre uma faixa linear de 9,90x10° mol.L" a 9,62x107 mol.L, com limite de detec¢do de 8,45
x 10° mol.L" tendo como eletrélito suporte uma solugdo tampdo de biftalato de potassio/HCI pH = 3,0. O eletrodo
mostrou-se fortemente influenciado pela variagdo de pH na faixa de 3,0 a 6,3. O eletrodo ndo apresentou resposta
potenciométrica para os ions Co**, Ni** e Zn*".

Palavras-chave: lariat-éter coroa, eletrodo de ion-seletivo, ions cobre(Il).

INTRODUCAO

O cobre, para a saide humana, consiste em nutriente essencial para o funcionamento adequado de varios sistemas
enzimaticos, entretanto, a presenca de elevadas concentragdes de cobre em alimentos ¢ indesejavel, uma vez que pode
apresentar riscos a saide humana, bem como seu desequilibrio no metabolismo esta associado a graves problemas de
saude tais como catarata, doengas de Wilson, Menkes e Alzheimer [1-2]. Em vista desses efeitos toéxicos do cobre, a sua
determinacdo clinica e ambiental torna-se de grande importancia. Uma série de métodos, tais como: espectrometria
de absorcao atdmica, voltametria de redissolug¢do anoddica, cromatografia e técnicas gravimétricas sdo utilizados para
fornecer resultados precisos em baixa concentracdo. Porém estas técnicas citadas apresentam problemas como: alto
custo operacional, frequéncia analitica baixa e pré-tratamento das amostras.

Diante deste contexto, o desenvolvimento de eletrodos ion-seletivos torna-se uma alternativa viavel. Os eletrodos
ion-seletivos de membrana polimérica e os eletrodos quimicamente modificados de pasta de carbono (EQMPC)
possibilitam: (i) menores tempos de resposta, (ii) minimo pré-tratamento das amostras e (iii) uso de aparelhos portateis,
os quais podem viabilizar andlises em campo. Comparado com os eletrodos ion-seletivos de membrana polimérica, os
EQMPC possuem algumas vantagens quanto a preparacao, regeneracao da superficie e velocidade de resposta, além de
baixa resisténcia 6hmica, sendo esta ultima devido a formagdo de uma pelicula formada pela cola liquida que reveste
as particulas de pd de carbono [3].

Os EQMPC fornecem métodos simples de detec¢do para avaliar a sensibilidade de um ligante diante de uma
resposta potenciométrica ao ion desejado, pois € possivel selecionar varios iono6foros de acordo com a carga e tamanho
do ion de interesse nos ensaios clinicos e ambientais. Com base nos recentes avangos da quimica de coordenacao,
eletrodos de pasta de carbono para diversos ions t€ém sido desenvolvidos com o uso de moléculas macrociclicas como
éteres coroa, bem como ligantes aciclicos [4]. A adi¢ao de um aditivo permite ao EQMPC manter sempre uma resposta
nernstiana, garantindo a exclusdo de ions com carga oposta ao do fon analisado, mantendo a concentracdo desse
constante na pasta de carbono [5].

Este trabalho visa estudar a resposta potenciométrica de um novo Lariat-éter coroa recentemente sintetizado por
nosso grupo de pesquisa, a fim de investigar suas potencialidades como ion6foro na confec¢do de um eletrodo ion-
seletivo de pasta de carbono para ions Cu?*.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Sintese do Lariat-éter Coroa: Em um baldo de duas bocas foram adicionados 36,7 mL (15,6 mmol) de 3-aminopropil
trietoxisilano ¢ 19 mL (11 mmol) de tetraetilenoglicol em 20 mL de dioxano. Apos agitagdo por cerca de 10 minutos,
foram adicionados 22 mmol de t-butéxido de potassio. A reagdo ¢ mantida sob agitagdo e aquecimento (120°C) durante
4 horas. Apos isso, a amostra era filtrada, lavada com dioxano 03 vezes e todo o solvente era entdo rota-evaporado.

Prepa¢do do Eletrodo: A pasta de carbono foi preparada, pesando-se os componentes da mistura ¢ efetuando-se
uma homogeneizagdo por cerca de 30 minutos com auxilio de um bastdo de vidro. A mistura era entfo prensada na
extremidade do suporte do eletrodo ¢ a superficie era polida com papel manteiga. A Tabela 1 mostra as composigoes
estudadas no processo de otimizacdo da pasta de carbono na confec¢do do sensor, baseadas num planejamento de
mistura que fixou em 70% a massa do grafite em po [6].
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Tabela 1. Planejamento da composi¢do da pasta de carbono modificada com SIL15NH.

Ensaio Nujol SIL15SNH  Aditivo
(Y%om/m) (Yom/m) (%m/m)
01 25 5 0
02 20 10 0
03 20 5 5
04 22,5 5 2,5
05 22,5 7,5 0
06 20 7,5 2,5
07 21,66 6,67 1,67

Resposta Potenciométrica: O comportamento eletroquimico dos EQMPC como sensor potenciométrico para ions
Cu?* foi avaliado a temperatura ambiente empregando-se uma célula eletroquimica contendo 10 mL do eletrélito de
suporte (solucdo tampao de biftalato de potassio/HCI pH = 3,0) de acordo com cada ensaio mostrado na Tabela 1. A
resposta potenciométrica foi monitorada em relagdo a um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCl1 3 mol.L-!, Metrohm)
empregando-se um pHmetro ANALION modelo PM 608. As figuras de mérito e o desempenho analitico do sensor
foram estudados utilizando-se ampla faixa de concentragdo de ions Cu®* (10® a 102 mol.L").

RESULTADOS E DISCUSSAO

O lariat-éter coroa sintetizado se apresentou na forma de um 6leo viscoso de coloragdo amarelo palido. O rendimento
(m/m) da reacdo foi 84%. O SIL15NH foi caracterizado utilizando-se RMN, IR e analise elementar. Apesar da baixa
solubilidade apresentada pelo SIL15NH, foram obtidas medidas de ressonincia magnética nuclear de 'H ¢ 3C. RMN:
'H (CDCL,) § (ppm) 1,7 (4 H, NH,); 2,8 (4 H, CH,N); 1,5 (4 H, C-CH2-C); 0,8 (4 H, Si-CH,-C); 3,7-4,2 (32 H,
OCH,-CH,0). RMN "*C (CDCL,) & (ppm) 45,437 (2 C, CH,N); 27,603 (2 C, C-CH,-C); 7,926 (2 C, SiCH,); 62,484
(4 C, SiOCH2); 67,311; 70,984; 72,653 (12 C, OCH2CH20). Também foram obtidos dados de infra-vermelho (KBr):
1077 (v, Si-O-C); 1100 (v,C-O-C); 947 ¢ 790 (v,Si-0); 1290 (v,Si-C); 3350 (v, N-H); 2923 € 2870 (v,CH,); 1070 (v,
Si-O-Si). A andlise elementar para C,,H,Si,0, N, (572) resultou: Tedrico - C 46,15; H 8,39; N 4,89 ¢ experimental — C
46,61; H 8,83; N 4,95.

Os resultados para a otimizacdo da pasta de carbono sdo apresentados na Tabela 2. A Figura 1 apresenta as respostas
potenciométricas para os ensaios realizados na Tabela 2. Verifica-se que o Ensaio 03 teve a melhor composigdo
para obtengdo de uma resposta proxima da nernstiana esperada para cations bivalentes (29,0 mV/década), com
uma sensibilidade de 35,8 mV/década e um coeficiente de correlagdo R?> = 0,9987. Respostas super-nernstianas séo
reportadas na literatura como resultante da capacidade da pasta de carbono em extrair ions Cu** de uma solugio [7].

Tabela 2. Resultados do planejamento experimental, cuja massa fixada de p6 de grafite foi 70%.

Ensaios Sensibilidade LD Faixa linear
(mV/década) (mol.L?) (mol.L?)
01 42,4 43,9 3,95x10° 3,83 x10° 1,03x10* a 4,57x10°* 1,66x10* a 9,62x1073
02 50,5 52,0 2,40 x10° 1,86 x10°3 4,39x10° 2 9,59x1073 4,40x10° a9,61x10-?
03 35,8 36,0 8,45 x10°¢ 7,77 x10°3 9,90x10¢ a 9,62x10°* 9,87x10 a 9,60x107*
04 39,9 42,1 3,31 x10° 2,53 x10° 4,38x10%a 1,70x107 4,41x107% a 1,73x10°
05 47,0 47,0 6,18 x10¢ 1,46 x10 4,39x10° 2 9,60x1073 4,35x10%° 2 9,61x10°
06 52,0 53,7 2,40 x10° 1,87 x10 4,37x10% a2 9,59x107 4,30x10° a 9,55x10°
07 48,4 53,9 2,16 x10° 1,62 x10°3 4,41x10° a9,63x1073 4,40x10° a 9,62x10°

Figura 1. A) Respostas potenciométricas do EQMPC nas diferentes composi¢des da pasta de carbono (Tabela 1). B)

Melhor composicao da pasta (Ensaio 03) .
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A Figura 2A apresenta o efeito do pH na resposta potenciométrica do sensor. Observa-se que o potencial é fortemente
influenciado pelo pH da solugdo. Assim, torna-se necessario o controle rigoroso do pH na determinagdo de Cu*, fato
ja reportado na literatura para outros sensores [7]. A Figura 2B traz o estudo para os cations Zn**, Ni** e Co*, os quais
sdo geralmente reportados como fortes interferentes na analise de Cu?*. Nota-se claramente que o sensor proposto nao
possui sensibilidade para estes cations.

Figura 2. A) Influéncia do pH sobre o potencial e B) Resposta potenciométrica do sensor para os cations Co?*, Ni*" e
Zn**. X =Cu, Co, Ni e Zn.

CONCLUSOES

Um sensor potenciométrico seletivo a ions Cu?*, baseado numa pasta de carbono contendo 5% de SIL15NH como
ionoforo foi desenvolvido. O sensor apresentou resposta super-nernstiana de 35,8 mV/década para ions Cu?', limite de

deteccéo de 8,45x10° mol.L! e faixa linear de 9,90x10¢ a 9,62x10 mol.L!. O eletrodo sofre forte influéncia do pH ¢
ndo apresenta resposta potenciométrica significava para os cations Co?*, Ni** ¢ Zn?".
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Resumo: O presente trabalho visou o desenvolvimento de eletrodos modificados (EQM) pela técnica LbL, a partir do
cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SilPy*CI) (polication), um polimero inorgdanico com alta capacidade
de formagdo de filmes'"! e muito soliivel em H,0, e metaloftalocianina tetrassulfonada de Niquel (Na [NiTsPc])
(polianion), sobre uma superficie vitrea modificada com FTO (oxido de estanho dopado com Fluor) gerando filmes
estaveis. A caracterizagdo deste filme foi realizada por espectroscopia UV-Vis e IV, Microscopia de For¢a Atomica
(MFA) e voltametria ciclica (VC). O sensor mostrou-se eficiente na quantificagdo de nitritos (LOD= 23,58 nmol.L" e
LQO= 78,60 nmol.L*) e sulfitos (LOD= 205,40 nmol.L" e LQ= 684,70 nmol.L"), através de VOQ (voltametria de onda
quadrada).

Palavras-chave: EOM, LbL, Nitrito, Sulfito, Ftalocianinas.

INTRODUCAO

A técnica LbL (do inglés Layer-by-Layer) é uma das técnicas mais utilizadas atualmente para formacdo de
filmes finos. Esta técnica confere um controle em nivel de organizacdo molecular, com a deposi¢do das camadas
ocorrendo espontaneamente por interagdes eletrostaticas. Neste contexto, o presente trabalho visa a utilizacdo da
metaloftalocianina tetrassulfonada de Niquel (Na,[NiTsPc]) em conjunto com o polimero inorgénico cloreto de
3-n-propilpiridiniosilsexquioxano' (SilPy*Cl), um excelente formador de filmes, gerando um compdsito estavel na
superficie de um substrato vitreo recoberto com FTO (6xido de estanho dopado com flior) em reagdes redox para a
quantificagdo eletroanalitica de sulfitos e nitritos?.

A importancia no monitoramento destes ions esta relacionada diretamente com a satde publica, uma vez que sdo
amplamente utilizados como agentes conservativos e inibidores do crescimento de microrganismos em alimentos. No
entanto, o uso excessivo destas substincias com o objetivo de prolongar a vida util dos produtos, pode gerar sérias
consequéncias a saude do consumidor.

Na literatura sdo descritas diversas técnicas para o monitoramento de tais substancias 3, porém, nem sempre estio
acessiveis ou possuem facil manejo. Deste modo, os métodos eletroanaliticos mostram-se como alternativa viavel para
o tratamento desses problemas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As solugdes de [NiTsPc*]= 2g/L= [SilPy*Cl] e solugdes de lavagem (H,O deionizada) foram corrigidas para
pH=8,00 com solug¢do de NaOH (1,0 x 10" mol.L!). Construiram-se filmes adotando-se o pardmetro tempo de 300s
para deposicdo e de 60s para lavagem. As bicamadas foram montadas alternando-se a ordem dos polieletrolitos.
A caracterizagdo morfoldgica foi realizada via AFM (Atomic Force Microscopy) SHIMADZU ASM-9600. O
monitoramento do crescimento do filme se deu por espectroscopia na regido UV-Vis e IV, através dos espectrofotdmetros
SHIMADZU-MultiSpec 1501 e SHIMADZU-IR Prestige-21, respectivamente. A caracterizagdo eletroquimica por
voltametria ciclica foi realizada com o Palm-Sens 4.1 na faixa de -0,1V a 1,4 V, 50mV), numa célula eletroquimica
vitrea (V=0,01L ) de 3 eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho: SilPy*/NiTsPc* (0,500 cm?); contra eletrodo: Pt
(1,200 cm?); eletrodo referéncia: Ag*/AgCl/CI, utilizando-se como eletrdlito suporte KCI 0,70 mol.L"! (pH= 2,50). A
quantificagdo foi por VOQ (a=50 mV, f=12,5 Hz, AE= 4mV) na faixa de concentra¢do [NO,]= 15,08 a 79,39 nmol.L"!
e [SO,?]= 222,77 4 853,08 nmol.L".

RESULTADOS E DISCUSSAO

Algo importante deve ser frisado neste trabalho ¢ que sem a presenga do polieletrdlito SilPy* ndo ha deposigéo
da ftalocianina sobre a superficie do substrato (Fig.1a e Fig.1b), e por consequéncia, a formagao do filme. Isto pois,
considerando-se o fato da NiTsPc* portar uma carga negativa e o substrato possuir carga parcial negativa, ha repulséo
entre ambos. No entanto, quando o SilPy* é adicionado, o crescimento (através do monitoramento na regido UV-VIS
das Bandas-Q (bandas relativas as espécies diméricas em 626nm e monoméricas em 670nm) da NiTsPc* ¢é linear
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(R=0,999) ¢ aumenta com o numero de bicamadas (Fig.1b). A linearidade (Fig.1c) do crescimento ¢ um indicativo
de que a mesma quantidade do compdsito ¢ adsorvida a cada camada. Foi constatado que existe influéncia do pH
no equilibrio de dimerizagdo da NiTsPc*. Os espectros obtidos mostraram uma maior predominancia das espécies
monoméricas quando 6,00 <pH < 8,00. Para faixas pH < 6,00 e pH > 8,00, prevalece a existéncia das espécies diméricas
da NiTsPc*. O aumento das espécies monoméricas tem relevancia, pois, ¢ um indicativo de maior organizagdo das
camadas do composito, podendo influenciar na resposta eletroquimica final do EQM.

0,50 0,35 045
—FTO ——FTO di meros 626nm R=0999
0,45 A
” ——3bi da:
040]] — 5° camadas de NiTsPc = 03] —Sticamades N montmeros 7o 040
3 o03s]|  25° camadas de NiTsPc+ 3 9 bicamndas ~ 03]
) = ]
g 030 g 025 Z 0304
E 025] g £
T N g 020 § 0254
2 s SNee— 5 o]
010 015 <
s
0,05 3
51 3) c)
0,00 T T T ; T T T 0,10, r r r 0,10-+——————————————————
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Figura 1: Estudo sobre a influéncia do SilPy*"Cl no crescimento do filme: (a) Sem a adi¢do de SilPy"Cl-, (b) com a
adi¢do de SilPy*Cl- e (¢) Curva do filme SilPy*Cl- /NiTsPc* contendo 18 bicamadas.

O espectro de IV do filme SilPy"Cl/NiTsPc* revelou a ocorréncia de um deslocamento* (para regides menos
energéticas) das bandas dos grupos sulfonicos de 1190 cm™ para 1179 cm. O deslocamento destas bandas pode
ser um indicativo da restricdo dos movimentos possiveis para esses grupos. A restri¢do de movimentos, implica que
a interacdo eletrostatica entre o SilPy* e a NiTsPc* no composito pode se dar de maneira eficiente perturbando as
posi¢des originais das transi¢des observadas experimentalmente.

Estudos de AFM foram realizados em diferentes quantidades de bicamadas. A rugosidade (Rq), em geral, tende a
diminuir com o aumento do numero de bicamadas. O decréscimo ¢ decorrente do preenchimento dos vales existentes
entre os graos do 6xido, que a cada bicamada, acarreta na diminui¢do da rugosidade do substrato. A partir de um
determinado ntimero de bicamadas (no caso 9 bicamadas) esta passa a aumentar novamente. No entanto, com o aumento
do niimero de bicamadas depositadas nesta superficie ja preenchida e, portanto, menos rugosa, ocorre o aumento da Rq
(uma vez que a morfologia esta mais plana e a disponibilidade de vales ¢ menor). Os dados de rugosidade associados
a caracterizagdo eletroquimica revelam que o aumento acentuado na rugosidade, leva a diminui¢ao na intensidade de
corrente. Tal comportamento ¢ indicativo do aumento no efeito resistivo que aumenta com o nimero de bicamadas
(Tabela 1 e Fig. 3a). Este efeito ¢ notado tanto para os processos do anel quanto do metal. O perfil voltamétrico do
EQM contendo uma bicamada de SilPy*CI/NiTsPc* apresenta processos do centro metélico da ftalocianina Ni*? a Ni*3
em Epa =0,091V e Epc,= 0,151V e anel Pc® a Pc® em Epa = 1,110V e Epc = 0,192V (Fig. 2b).

Tabela 1: Algumas propriedades do EQM.

N° de bicamadas | Rq (nm) 1(nA)*

0 (FTO) 32,524 | 0.31694

1 20871 1,31823

5 57206 | 0.95085

s 0408 | 0.6T795

5 24900 | 034733

18 38,635 | U.78467

36 27,738 | 031672
*Referente ao processo na regido do Ni.
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Figura 2: a) Relag@o entre a corrente (em Epa=1,110V) em fun¢do do aumento do nimero de bicamadas. b)
Voltamogramas ciclicos do filme SilPy*Cl/NiTsPc*contendo uma bicamada.
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Para a construcdo das curvas analiticas, o EQM de duas bicamadas foi o escolhido porque apresentou a maior
area superficial com menor nimero de bicamadas possivel (reduzindo o efeito resistivo ¢ otimizando a resposta
eletroquimica).

Os processos dos ions nitrito e sulfito no EQM com SilPy*CI/NiTsPc* foram encontrados por voltametria ciclica
(Fig.4a e 4b), na faixa de -0,1 a -1,4V vs. Ag/AgCl. Para NO,, Epa= 1,207 V e SO, Epa= 1,324 V. A faixa de
concentragdo para quantificagdo por VOQ foi de [NO,J= 15,08 & 79,39 nmol.L"' com LOD= 23,58 nmol.L"' e LQ=
78,60 nmol.L"!, R=0,997 e equagdo y= 0,11378x + 4.64105 (Fig.4c). Para [SO,?]= 222,77 a 853,08 nmol.L"' com
LOD= 205,40 nmol.L! LQ= 684,70 nmol.L"!, R=0,999 e equacdo y= 0,00484x + 12,24369 (Fig.4d).

10 ¢ —— SilPy CI/NiTsPe" em [SO; ]=5x10° mol.L|
— SilPy /NiTsPe" em KC1 0,7 mol.L" ilPy CI/NITsPe™ em [SO; J=5x10” mol.
8| | —— SilPy /NiTsPc" firente [NO; [=5 x 10° mol.L" 34— SilPy CI/NITsPe" emKC1 7.0 mol.L"
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02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 ——————————————
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Figura 4: (a) Perfil voltamétrico, por VC, do EQM frente ao [NO,]= 5x10°° mol.L"' (b) Perfil voltamétrico, por VC,
do EQM frente ao [SO,]= 5x10° mol.L"' (¢) Curva de calibragdo do [NO,]= 15,08 a 79,39 nmol.L" (d) Curva de
calibragdo do [SO,?]= 222,77 a4 853,08 nmol.L"".

CONCLUSOES

A partir dos espectros de UV-VIS verificou-se o aumento da absorbancia em fungdo do niimero de bicamadas
(R=0,999) indicando que a mesma quantidade de material ¢ depositada a cada bicamada. A espectroscopia de IV
indicou a existéncia de interagdo no compdsito. Os estudos de AFM revelaram que ndo ha vantagem em crescer filmes
muito espessos, pois existe uma tendéncia na diminuigdo da area superficial com o aumento do niimero de bicamadas.
Pela VC, observou-se que o eletrodo modificado com o filme SilPy*CI/NiTsPc* apresenta processos do anel Pc® a Pc
¢ do centro metalico da ftalocianina Ni*? a Ni*3. O eletrodo modificado SilPy'Cl/NiTsPc* foi utilizado como sensor
para a determinagio de ions NO, e SO,* a baixas concentragdes (da ordem de 10°molL™") pela técnica de VOQ . O
filme SilPy*Cl/NiTsPc* com duas bicamadas apresentou a melhor resposta frente a estes analitos.
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RESUMO: Dopamina é um importante neurotransmissor presente no sistema nervoso dos mamifero sendo que e a
sua baixa concentragdo pode causar diversas anomalias. A sua quantificagdo torna-se muito importante, para tanto
eletrodos modificados podem ser uma otima alternativa para uma rapida andlise, a facilidade e seu baixo custo
de construgdo, além de sensibilidade e seletividade. No presente trabalho é reportada a imobiliza¢do da enzima
lacase (NOVOZYM 51003®) junto com um polissacarideo vegetal (amido de milho) pela técnica de eletroforese.
Foram realizados estudos do comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados de lacase com amido de
milho para determinacdo do neurotransmissor dopamina, sendo utilizado como mediador o sal 2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid), ABTS. A utiliza¢do de amido de milho como um possivel estabilizante surgiu
como uma alternativa eficiente e barata em comparagdo aqueles de alto custo utilizados comercialmente.
Palavras-chave: Eletrodo modificado, Lacase, amido de milho, dopamina, eletroforese.

INTRODUCAO

A dopamina (DA) ¢ um importante neurotransmissor do sistema nervoso dos mamiferos, sendo responsavel por
desordens neuroldgicas, quando encontrada em concentragdo baixas. Essas desordens neurolégicas podem estar
associados a doencas como o Mal de Parkinson, Alzheimer e infecgdo por HIV. Portanto, sua detec¢@o e quantificacdo
sdo de grande interesse [1].

O desenvolvimento de eletrodos modificados com agentes bioldgicos tem recebido grande destaque por grupos
de pesquisa, devido ao seu baixo custo de construgdo, facilidade de analises, a possibilidade de miniaturizagdo do
dispositivo e principalmente a sensibilidade e seletividade. Devido a esta sensibilidade, diversos biossensores tém sido
desenvolvidos para diversos analitos [2].

Uma possibilidade de determinagdo de DA ¢ o emprego da enzima lacase, como material bioldgico ativo, em
eletrodos modificados, uma vez que esta € capaz de oxidar fenois, aminas e ligninas acopladas ao oxigénio, podendo ser
utilizada na quantificagdo de DA. A lacase tem a capacidade de oxidar esses diferentes substratos com a concomitante
reducdo do oxigénio a agua devido a afinidade especifica do oxigénio como receptor de elétrons [3].

A imobilizag¢do da enzima € um dos pontos mais criticos da construgdo de um eletrodo modificado, uma vez que pode
afetar a atividade enzimatica [4]. Para a construgéo do filme, utilizou-se a técnicas de deposi¢do por eletroforese (EPD),
que consiste na deposi¢cdo do material em um substrato condutor de cargas opostas sobre a aplicagdo de um campo
elétrico [5]. Apesar de ser um processo por via imida, EPD oferece facil controle da espessura ¢ morfologia de um filme
depositado através do simples ajuste do tempo de deposicdo e potencial aplicado [6].

Desta forma, o apresentado trabalho tem por objetivo a construgdo de um eletrodo modificado de lacase, obtida
do fungo Aspergillus Oryzae, suportado em polissacarideo (amido de milho) para a quantificagdo de DA. Sendo que
os filmes foram obtidos pelo método de deposigdo eletroforetica. Os eletrodos modificados foram estudados quanto
as propriedades eletroquimicas dos mesmos. A investigag@o ressalta a estabilizagao da enzima com o polissacarideo,
obtendo-se uma melhor repostas dos eletrodos.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho, foram obtidos da Sigma-Aldrich e utilizados como recebidos.
A enzima lacase proveniente do fungo Aspergillus Oryzae , foi gentilmente cedida pela Novozymes. O material de
suporte utilizado na construg@o dos eletrodos modificados foi uma lamina politereftalato de etileno recoberta com
oxido de indio dopado com prata e ouro, FTT (Delta Techonologies - R < 100 Q) . As laminas foram devidamente
limpas em acetona e hidréxido de amdnio em banho de ultrassom (UltraCleaner - 1400) por dez minutos.

Os eletrodos modificados foram preparados pela deposicdo do agente bioldgico e do polissacarideo pela deposicao
por EPD, para tanto se construiu uma célula eletroquimica de forma que fosse possivel fixar duas laminas de FTI
paralelas e com as faces condutoras viradas uma de frente para outra. Para a otimizag@o dos depositos foram utilizadas
solucdes de amido em diferentes concentragdes: 0,05, 0,075 e 0,1g/L, sendo também variada a concentragao de lacase
entre 1,2 e 3 g/L. Ainda, o tempo de deposicdo utilizado (5, 10 e 15 min), bem como o potencial plicado (0,5, 1,0 e
1,5 V) foram variados.

Para o estudo da influencia do pH e da concentracdo de ABTS preparou-se trés solugdes de 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) nas concentragdes 1, 2 ¢ 3 mmol L com 0,1 mol L de NaCl em pH 1,
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2 e 3, obtendo-se um total de 9 experimentos. Para a construgado da curva de calibragdo usou-se uma solugdo de ABTS
2 mmol L' em pH 3,0 e uma solug¢do dopamina 10 mmol L.

As analises eletroquimicas foram realizadas em uma célula eletroquimica convencional, tendo como eletrodos
referéncia o Ag/AgCl (KCl 3,0M), aos quais todos potenciais do presente trabalho estio referendados, e com eletrodo
auxiliar uma tela de platina. Todos os experimentos foram realizados em um potenciostato (Autolab 128N).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos foram realizados com a presenca ABTS, que ird se comportar como composto padrdo para medida da
atividade enzimatica, reduzindo o sitio ativo da lacase para posterior determinacao da quantidade de elétrons envolvida
na reoxidagcdo do mesmo sitio ativo.

A voltametria ciclica (VC) realizada em meio de KC10,10 mol L, ABTS 3,0 mmol L}, DA 150,0 pmol L' mostrou
uma densidade de corrente de oxidagdo em 0,57 V e de reducdo em 0,40 V tanto para os eletrodos estudados na
presenca e na auséncia de polissacarideo. Ainda, a realizacdo de diversos ciclos mostrou que ndo hé problema quanto a
passivagdo do filme, pois os picos de densidade de corrente se sobrepuseram, nao apresentando decaimentos nos valores
de densidade de corrente, bem como variacao nos valores dos potenciais de pico. O estudo em diferentes concentragdes
de DA revelou que o eletrodo somente com a lacase apresenta um crescimento da densidade de corrente de oxidacao
exponencial ao aumento da concentracdo de DA [6], porém o eletrodo contendo o polissacarideo amido de milho
mostra um aumento de densidade de corrente linear com o acréscimo da concentra¢do de dopamina, apresentando um
bom coeficiente de correlagdo (12 = 0,998) (Figura 1), cuja a sensibilidade foi igual a 117 mA mol! L cm™, superior a
encontrada para filmes sem o polissacarideo [6]
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Figura 1: Respostas eletroquimicas para eletrodos modificados com enzima lacase na presenca de amido de milho em
solugdes contendo o mediador ABTS, 3,0 mmol L', KCI 0,10 mol L', e crescente concentragdo de dopamina (entre
1,0 € 800,0 uM), pH mantido igual a 3, v=25 mV s'': (A) voltametria ciclica, (b) densidade de corrente em fun¢do da
concentrag@o de dopamina.

A resposta de densidade de corrente foi registrada como parametro de melhor resposta, quanto a otimizagao das
condicdes de deposicao dos filmes contendo a enzima e o polissacarideo, amido de milho. Os resultados sao mostrados
na Tabela 1, e indicam que os eletrodos que apresentaram melhor resposta foram aqueles depositados a 0,5 V por 10
minutos num banho contendo 0,2 g L! de enzima e 0,1 g L' de amido. Altos potenciais de deposigdo, altos tempos
de pode estar relacionado a uma grande quantidade de material depositado bloqueando os sitios ativos dos eletrodos
modificados.

Para a otimizacao da resposta dos eletrodos modificados com a lacase e o0 amido, foram realizados estudos do efeito
de diferentes parametros, tais como: variagdo da concentragdo de ABTS (1,0, 2,0 ¢ 3,0 mmol L) e do pH (3,0, 5,0
e 7,0). Para o eletrodo lacase, a maior densidade de corrente de redugio foi obtida em pH 3,0 ¢ ABTS 3,0 mmol L,
indicando assim que o pH 6timo da enzima imobilizada é aquele proximo ao da enzima livre em solugdo, pH 3,5 [6].

Tabela 1: Pardmetros analisados para a otimizacdo do biossensor de lacase.

Parametro Faixa Estuda Valor 6timo
Concentragdo da enzima (g/L) 1-3 2
Concentracdo de amido (g/L) 0,05-1 0,1
Tempo de deposi¢ao (mim) 5-15 10
Potencial Deposigao (V) 0,5a1,0 0,5
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Figura 2: Relag@o da densidade de corrente catddica com a concentragdo de ABTS e com o pH para o eletrodo de
lacase.
CONCLUSOES

O biossensor de lacase suportado em amido de milho apresentou uma boa faixa de resposta 20 pmol L' a 1000
umol L. A curva analitica apresentou um coeficiente de correlagdo igual 0,9981 e uma sensibilidade 116,7 mA mol
'L cm?. Durante a curva de calibragdo o potencial de redu¢do manteve-se constante. Sendo possivel o seu uso na
determinagdo de DA.
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RESUMO: Meso-metaloporfirina de cobre (Il) derivada do Liquido da Casca da Castanha do Caju (LCC) foi
eletropolimerizada sobre a superficie do eletrodo de ouro e o comportamento eletroquimico para a aplicagdo deste
sistema como sensor para NO foi avaliado, na auséncia e presenga de interferentes. Observou-se que a intensidade de
corrente do pico anddico relativo a oxidagdo de NO na superficie do eletrodo modificado é trés vezes maior que a do
pico observado para o mesmo processo na superficie de ouro ndo modificado. As curvas analiticas para NO na faixa
de concentrag¢do de 2,85 x 10 mol L' a 2,82 x 10”° mol L foram obtidas e a partir dos resultados, o limite de detec¢do
de 6,18 x 10° mol L' foi calculado. A presenga dos interferentes dopamina, serotonina e NO", nas andlises mostraram
que estes interferem, porém ndo prejudicam a detec¢do do NO pelo sistema em estudo, mostrando o potencial deste
sistema como sensor para NO.

Palavras-chave: metaloporfirina, LCC, oxido nitrico, eletrodo modificado.

INTRODUCAO

O 6xido nitrico (NO) ¢ uma molécula que tem a capacidade de ser benéfica, ou potencialmente toxica, dependendo
de sua concentrag@o. Entretanto, monitorar a concentragdo de NO ¢ dificil devido ao seu curto tempo de vida, elevada
atividade quimica, baixissima concentragdo ¢ alta reatividade com outros componentes bioldgicos como oxigénio, ou

hemoglobina, gerando as formas nitrito ( 2) e nitrato ( 3) [1].

A vantagem dos métodos eletroquimicos na determinagdo da concentragdo de NO baseia-se no fato de serem
simples, rapidos e sensiveis. Assim, o uso de sensores eletroquimicos pode permitir a analise de NO in vivo ¢ em
tempo real [1]. Uma consideragdo importante deve ser levada em conta ao se construir um sensor eletroquimico

para a determinacdo de NO: ele deve ser capaz de determinar NO na presenca de ions interferentes como 2
e neurotransmissores [2]. Para este fim, destaca-se a técnica de modificagdo de superficie de eletrodos a partir da
eletropolimerizagao utilizando metaloftalocianinas [2] e metaloporfirinas [3].

O objetivo deste trabalho foi a modificagao do eletrodo de ouro com a meso-metaloporfirina de cobre (II) derivada
do Liquido da Casca da Castanha de Caju (LCC) [4], subproduto derivado do agronegécio, abundante em toda a regido
Nordeste do pais, e a avaliagdo do comportamento eletroquimico deste sistema como sensor para NO.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A meso- metaloporfirina de cobre foi sintetizada de acordo com o procedimento descrito na literatura [4]. As
analises voltamétricas foram executadas em um potenciostato/galvanostato da AUTOLAB PGSTAT 30 interfaceado
a um computador com o programa GPES 4.0. A modificagido da superficie do eletrodo de ouro com metaloporfirina
de cobre (II) foi realizada por voltametria ciclica. O filme foi formado com 25 ciclos de 0 a 1,45 V ¢ velocidade de
varredura de 100 mV s, utilizando eletr6lito PTBA (0,1 mol L") contendo 0,05 mg mL"' da porfirina, sendo Ag/AgCl
em C,H,Cl, + 0,1 mol L' PTAB o eletrodo de referéncia e chapa de platina com 1 cm® o contraeletrodo.

A aplicabilidade deste eletrodo modificado como sensor de NO foi avaliada pela técnica de voltametria
de onda quadrada (VOQ), utilizando os seguintes parametros: freqiiéncia de pulso de potencial (f) de 100
s, amplitude do pulso (a) de 50 mV e incremento de varredura (AE) de 2 mV. Empregou-se disco de ouro
como eletrodo de trabalho, Ag/AgCl saturado em KCIl (3,0 mol L") como eletrodo de referéncia, chapa de
platina de 1 ¢cm?, como contraeletrodo e solugdo de Na, SO, 0,2 mol L' como eletrdlito de suporte.O efeito dos

interferentes 2, dopamina e serotonina na detecgdo de NO foi avaliado, pela adigdo desses na concentragio de
1,0 x 10* mol L.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os voltamogramas ciclicos da meso porfirina metalada com cobre (II) e o voltamograma ciclico do eletrodo de
ouro ndo modificado e eletrodo modificado em presenca de NO na concentragdo 2,85 x 10 mol L estdo mostrados

na Figura 1.
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Figura 1: a) Perfil voltamétrico da meso porfirina de cobre (II) em meio de diclorometano e PTBA 0,1 mol L' e b)
perfil voltamétrico do NO sobre a superficie de ouro modificado (I) e ndo modificado.

O voltamograma ciclico da porfirina (Fig. 1a) mostrou um processo redox em 0,63 V atribuido a uma transferéncia
interna de elétrons entre o anel porfirinico e o substituinte [5]. Na Figura 1b observa-se o processo de oxidacdo do NO
em torno de 0,85 V que apresentou uma intensidade de corrente de pico trés vezes maior sobre a superficie de ouro
modificada que a observada para o mesmo processo na superficie de ouro nao modificada.

As curvas analiticas para NO na faixa de concentra¢do de 2,85 x 10 mol L' a 2,82 x 10-° mol L' foram obtidas,
utilizando o método da adi¢do de padrio, sendo que uma boa relagao linear entre a corrente de pico € a concentragao
de NO (Ip(uA) =(-1,40 £ 0,60) + (0,73 £ 0,04) [NO]) foi observada. O teste t foi realizado devido ao valor negativo do
coeficiente linear. Para 95% de confianga, o valor de t calculado ¢ 4,15. Como o valor tabelado de t para n =3 ¢ 4,30,
tem-se que, estatisticamente, o valor do coeficiente linear € zero. A partir dos resultados, o limite de detec¢do de 6,18
x 10 mol L foi calculado, tal como recomendado pela IUPAC [6], e estd em concordancia com os valores obtidos
para ultramicroeletrodo de ouro modificado com ftalocianina de ferro [7]. Estes resultados mostram a potencialidade
do eletrodo modificado para atuar como sensor eletroquimico para NO.

A oxidagdo eletroquimica do 6xido nitrico no eletrodo modificado em presenga de dopamina e serotonina foi
estudada, e os voltamogramas de onda quadrada obtidos estdo mostrados na Figura2.
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Figura 2: Voltamogramas de onda quadrada para a) dopamina, b) serotonina e ¢) ambas as moléculas na concentra¢ao
de 1,0 x 10* mol L' na auséncia de NO (- - -) e na presenga de NO (—) na faixa de concentragdo 8,53 x 10%a 3,37 x
10° mol L.

Verificou-se que o potencial de oxidagdo de NO ocorre em regido diferente dos potenciais de oxidagdo da dopamina
e serotonina. As Figuras 2a e 2b mostram os voltamogramas de onda quadrada para dopamina e serotonina na presenca
de NO, respectivamente, onde é possivel observar que o pico de oxidagdo da dopamina em 0,35 V desaparece e um
novo aparece em torno de 0,40 V. Além disso, o pico de oxidagdo da serotonina em 0,55 V diminui com o aumento
da concentragdo de NO, um novo pico surge em torno de 0,30 V. Os voltamogramas de onda quadrada para NO na
concentragdo 1,0 x 10* mol L' de ambas as moléculas (Fig. 2¢) evidenciam, como esperado, um pico em torno de 0,30
V, um pico largo em 0,40 V detectado apenas em altas concentragdes de NO e um pico em 0,55 V.

Observou-se que a inclinacdo da curva analitica obtida na presenga dessas moléculas (Ip(pA) =(0,41+0,64)+(0,37
+ 0,04) [NO]) é menor que a obtida na auséncia destes, confirmando que essas espécies em conjunto interferem na
determinagdo de NO. Isso pode ser explicado pelo fato de que o NO ¢ consumido por esses inteferentes, pois ¢ sabido
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da literatura que o NO promove a desaminac¢do de aminas naturais [8]. Assim, os resultados sugerem que o pico de
oxidag@o em torno de 0,40 V na Figura 2a ¢ em torno do 0,3 V na Figura 2b, estdo relacionados com a oxidag@o dos
produtos de desaminagdo da dopamina e a serotonina, respectivamente.

Também foi avaliada a interferéncia de ® 2 na deteccdo de NO utilizando o eletrodo modificado. O
nitrito apresentou um pico anddico em torno de 0,80 V, mesmo potencial onde ocorre a oxidagdo de NO. Esse

resultado justifica o fato da inclinagdo da curva analitica para a oxidagdo de NO obtida na presenca de 2
(Ip(uA) = (2,69 £ 0,65) + (1,26 £ 0,04) [NO]) ser maior que a obtida na auséncia deste interferente, confirmando que
esta espécie interfere na determinagdo de NO. Este comportamento esta em concordancia com resultados relatados na
literatura [7].

CONCLUSOES

A modificagdo da superficie de ouro com a meso-porfirina de cobre (II) ocorreu de forma satisfatoria apos 25 ciclos
de voltametria ciclica. O eletrodo modificado, a partir das relagdes lineares entre a corrente de pico e a concentragao

de NO na auséncia e presenca de interferentes, tais como B 5, dopamina e serotonina, demonstrou potencial para
aplicagdo com sensor para NO.
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RESUMO: No presente trabalho a porfirina base livre 5,10,15,20-(tetrapiridil)porfirina- [TPyP]- foi sintetizada pela
reagdo entre o pirrol e o 4-piridinacarboxialdeido, sendo que a mesma foi metalada utilizando-se acetato de manganés
(1) obtendo-se como produto a metaloporfirina [Mn-TPyP]CH,COO, a qual, por sua vez, posteriormente deu origem
ao {Mn-TPyP[RuCl (dppb)] }CH,COO, por sua reagdo com o complexo mer-[RuCl (dppb)(H,0)], na proporgdo
de 1 : 4, respectivamente. Para a caracterizacdo destas porfirinas foram utilizadas técnicas espectroscopicas, tal
como absorg¢do na regido do Ultravioleta/Visivel/Infravermelho. O estudo eletroquimico foi realizado por voltametria
ciclica, através do qual foi obtido um filme usando-se a supramolécula {Mn-TPyP[RuCl (dppb)] }CH,COO. Como
eletrodo foi usado o carbono vitreo, obtendo-se assim um novo sensor eletroquimico, o qual foi utilizado na detec¢do
e quantificagdo do paracetamol, pelo método de adi¢do padrdo do farmaco comercial.

Palavras-chave: Porfirina, Polirutenada, Eletrodo modificado e Paracetamol

INTRODUCAO

A porfirina 5,10,15,20-tetrapiridilporfirina também chamada de TPyP tem sido utilizada como precursora
de espécies supramoleculares e utilizadas como sensores em eletrodos modificados. Os eletrodos quimicamente
modificados (EQM’s) resultam da imobilizagdo intencional de um agente modificador sobre a superficie do eletrodo.
As metaloporfirinas aparecem como uma das classes mais aceitas para a formacdo de eletrodos modificados, devido
as suas fungdes como mediadores redox, catalisadores ou centro seletivo, via ligante axial. As metaloporfirinas
tém se destacado principalmente por sua capacidade de catalisar varias reagdes, muitas vezes de forma seletiva.
Verifica-se que esses compostos também podem conferir estabilidade a eletrodos s6lidos, minimizando os problemas
de envenenamento superficial. A imobilizacdo de metaloporfirinas na superficie do eletrodo ¢ através do deposito
eletroquimico que oferece a possibilidade da eletrogeracgdo do filme em eletrodo de superficie pequena e de geometria
complexat!l,

Os eletrodos modificados por polimerizagdo eletroquimica de porfirinas polirutenadas engloba multiplas
perspectivas, tanto de estudos de carater mais fundamental, como de novas aplicagdes a serem exploradas. Essa
modificagdo ¢ feita com o objetivo de transferir as propriedades quimicas e fisico-quimicas do agente modificador para
a superficie do substrato, de tal modo que seja possivel obter um comportamento previamente planejado do conjunto
eletrodo/reagente. A construgdo de interfaces eletroquimicas com sistemas organizados de forma racional pode levar a
obten¢do de reatividade e seletividade desejadas para aplicagdes de interesse .

O interesse pelas areas de sensores € novos materiais tem permitido o desenvolvimento de novos compostos
supramoleculares. Sendo assim pretende-se obter a supramolécula {Mn-TPyP[RuCl (dppb)],} CH,COO e
eletropolimeriza-la na superficie do eletrodo de carbono vitreo, a fim de se investigar a formagao de filme e de obter
um novo sensor para que este possa ser utilizado na detecgdo e quantificagdo de paracetamol em farmacos.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A portfirina base livre 5,10,15,20-(4-tetrapiridil)porfirina foi sintetizada pela adi¢do lenta e simultinea de, 0,05
mol (3,35 g) de pirrol recém destilado e 0,05 mol (5,35 g) de 4-piridinacarboxialdeido, em 350 mL de 4cido acético
a 90° C, sob agitagdo magnética durante 6 horas. Todo solvente foi removido por evaporacdo rotatoria e em seguida
diluido com dlcool etilico P.A. e precipitado com agua destilada, o qual posteriormente foi filtrado, seco a vacuo
e purificado por cromatografia em coluna de silica flash. A sintese da porfirina metalada [Mn-TPyP]CH,COO foi
realizada dissolvendo-se 2,47 x 10* mol (0,150 g) da TPyP em 100 mL 4cido acético e adicionando-se lentamente
6,17x10 mol (0,149 g) de acetato de manganés. A reagdo foi deixada sob refluxo por aproximadamente 6 horas, em
seguida todo solvente foi evaporado e seco sob vacuo por 24 horas. Dissolve-se com agua destilada a 62°C e entdo
precipitou-se com uma solugdo de acetato de soédio 2 mol.L!. O precipitado foi filtrado e lavado com agua gelada.
O complexo mer-[RuCl,(dppb)(H,0)] foi sintetizado segundo o procedimento descrito na literatura . A porfirina
polirutenada {Mn-TPyP[RuCl,(dppb)],} CH,COO foi sintetizada utilizando uma solugdo com 27 mL de cloroférmio
¢ 3 mL de metanol em um baldo, sob agitagdo magnética, onde foi adicionado 2,11x10~ mol (0,015g) da [Mn-TPyP]
CH,COO até a sua dissolugdo total, em seguida 9,1x 10~ mol (0,0592g) do complexo mer - [RuCl,(dppb)(H,0)]
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foi adicionado e a reacdo ficou sob agitagdo durante 4 horas. Terminada a reag@o, evaporou-se metade do solvente e
adicionou éter etilico para obtengdo de um precipitado,o qual foi filtrado e seco a vacuo.

Para a obtenc¢ao do filme foi utilizando voltametria ciclica, onde primeiramente montou-se uma célula eletroquimica
(10,0 mL) utilizando-se como eletrélito suporte hexafluorfosfato de tetrabutilamonio (HTBA 0,1 mol.L'"), com os
eletrodos de trabalho (carbono vitreo), contra-eletrodo (platina) e o de referéncia (Ag/AgCl). Em seguida, a porfirina
{Mn-TPyP[RuCl,(dppb)],} CH,COO foi adicionada. A voltametria ciclica foi iniciada partindo-se do potencial de
repouso para a regido anodica, em uma faixa de potencial conhecida (-0,4 a 1,0 V) por 4 ciclos, com uma velocidade de
varredura de 100 mV/s. O processo de voltametria ciclica terminou na regido catodica, pois assim a espécie aderida
na superficie do eletrodo ficou em sua forma reduzida.

A curva analitica foi construida pelo seguinte procedimento: a partir de uma soluc¢do estoque do analito (1072
mol.L"), foram realizadas 5 adigdes de 100 pL e posteriormente 2 adi¢des de 500 uL. em uma célula eletroquimica
com um volume inicial de 20 mL de acetato de s6dio (0,1 mol.L") e um voltamograma foi registrado para cada adigao.
Considerando as dilui¢des, foram calculados os valores de concentragdo de cada adigdo. Em seguida construiu-se
um grafico de concentragdo versus corrente anddica de pico. Para construgdo da curva de adigdo padrio utilizou-se
um farmaco comercial contendo paracetamol (tylenol) e adicionou 50 pL da amostra que supostamente esta em uma
concentragdo de 104,57 p.mol.L"! em uma célula eletroquimica contendo as mesmas condi¢des na qual foi construida
a curva analitica e um voltamograma foi registrado, em seguida realizou-se outras 5 adigoes de 100 pL. da solugdo
estoque de paracetamol (padrdo) e em cada adigdo foi registrado um voltamograma e entdo construiu um grafico de
concentragdo versus corrente anodica de pico e determinou-se a concentragdo de paracetamol no tylenol, pelo método
de adigdo padrdo. Foi realizada triplicata da adigdo padrio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise por espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta/visivel foi bastante util para a caracterizacao dos
complexos em estudo, pois a porfirina base livre possui uma banda Soret em, 416 nm (¢=4,47 x 10* mol! L cm™), e
mais quatro bandas (Q) na regido acima de 450 nm, de menor intensidade, em 512 (¢=2,96 x 10°mol! L cm™), 548 nm
(e=1,16 x 10°mol! L cm™) e 588 (¢=1,32 x 10°mol! L cm™), 647 nm (¢=6,36 x 10°mol! L cm™), as quais sdo devidas
as transi¢cdes T — m* da porfirina. Essas bandas sdo devido ao tipo de simetria apresentada pela porfirina, que no caso
da base livre € C,,, onde o orbital e, estd desdobrado em dois. Para a porfirina metalada observou-se uma diminuigéo
no numero de transigdes, pois o niimero de bandas Q diminuiu para duas. Essa diminui¢cdo no ntimero de transi¢des ¢
devido ao aumento de simetria da molécula da porfirina, passando de uma simetria C,, para D,,. Quando metalada, a
banda Soret apareceu 475 nm (£=8,93 x 10°mol"! L cm™) e as bandas Q em 579 nm (¢=9,19 x 10’mol! Lcm™) e 613 nm
(=7,04 x 10*mol"! L cm™). O complexo {Mn-TPyP[RuCl,(dppb)],} CH,COO apresentou muito pouca diferenca em
seu espectro eletronico, quando este € comparado ao espectro da porfirina [Mn-TPyP]CH,COO. Isso implica em dizer
que os complexos periféricos ndo interferem na simetria local da porfirina e, portanto, o espectro eletronico da porfirina
polirutenada € apenas uma soma do espectro eletronico da porfirina, com o espectro do complexo periférico de ruténio.

Na analise dos dados de espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho foram encontradas muitas
dificuldades para a atribuicdo de todas as bandas, devido ao elevado niimero de possiveis vibragdes, tanto do anel
porfirinico como dos complexos de ruténio periféricos. Uma maneira bastante simplificada de se atribuir os estiramentos
e as deformacdes da ligacdo P-C foi comparar os espectros das porfirinas sem os complexos de ruténio periféricos com
as porfirinas que os contém, conforme mencionado na literatura @), Para a porfirina polirutenada foram encontrados
estiramentos vP-C em 1096, 1485 cm™! e deformagdes 8P-C em 513 e 696 cm™'. Observou-se uma baixa varia¢do na
frequéncia de estiramento ou deformagao P-C, o que indica que hé pouca influéncia do metal interno da porfirina com
o conjunto P-C dos grupos periféricos. Os estiramentos Mn-N nao foi possivel de ser observado, pois se encontrava
em regido de baixa energia, dificultando, assim, a sua atribuicdo. Os estiramentos vRu-Cl foram atribuidos na regido
de 320 cm! para a porfirina polirutenada. As bandas referentes ao anel porfirinico, em sua maioria, foram encobertas
pelas bandas do complexo periférico. Entretanto, o estiramento vC=N da porfirina (piridina periférica) foi observado
em 1608 cm™

A forma do voltamograma (Figura 1) para a obtencdo do filme indica que realmente alguma espécie esta sendo
aderida no eletrodo, pois observou-se um aumento na corrente caracterizando que alguma espécie estd sendo
eletrodepositada na superficie do eletrodo, e quando retirou-se o eletrodo da solugdo, observou-se uma cor dourada na
superficie do mesmo. A formacao do filme polimérico na superficie do eletrodo ocorre quando a espécie de Ru(Ill) ¢
reduzida na superficie do eletrodo, esta forma uma espécie intermedidria de Ru(Il), que entdo reage com a espécie de
Ru(IIT) em solugdo, formando um complexo binuclear de valéncia mista.
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Figura 1: Obtencao do filme, com 4 ciclos. Figura 2:(A) Voltamograma ciclico com o aumento da

concentragdo de paracetamol. (B) Curva de adi¢do padrao
(C) Comparagao da resposta do eletrodo modificado com
a do eletrodo de carbono vitreo limpo

O aumento linear da corrente de pico com o aumento da concentragdo do paracetamol na curva de calibracio
sugeriu a possibilidade da determinacdo quantitativa do farmaco. Através da adicdo do padrdo foi possivel se
determinar quantitativamente a concentragdo de paracetamol no tylenol, pois a reta obtida na curva padrao apresentou
uma linearidade de 0,9983 (Figura 2B ). A equagdo de reta foi I (A)=4,029.10°+0,03984.C (n.mol.L"). A Partir
desta equacdo de reta determinou-se que a concentragido de paracetamol ¢ de 101,13 + 4,65 p.mol.L"', ou seja a faixa
de detecgdo obtida através do teste T com um indice de confianca de 95% ¢ de 96,48 a 105,78 p.mol.L"'. sendo
assim o eletrodo modificado foi eficiente na determinagao quantitativa do paracetamol, pois a concentragdo do mesmo
supostamente ¢ de 104,57 p.mol.L"!, esta entre a faixa aceita. O eletrodo modificado apresentou melhor desempenho,
tanto de potenciais de oxidagao (potenciais mais catodicos) como de maior corrente de pico de oxidacdao em relacao
ao eletrodo convencional (Figura 2C). Ou seja, o novo sensor obtido com o eletrodo modificado com a porfirina
polirutenada é promissor na detec¢do de paracetamol em farmacos.

CONCLUSOES

As técnicas usadas para as caracterizagdes foram importantes para a identificagdo dos compostos TPyP ¢ [Mn-
TPyP]CH,COO, uma vez que a partir do espectro de absor¢do na regido do ultravioleta/visivel observou-se a presenga
de bandas caracteristicas como a Soret ¢ a da diminuig@o das bandas Q quando a porfirina foi metalada. No espectro da
porfirina polirutenada observou-se apenas uma soma das bandas da porfirina com as bandas do complexo periférico de
ruténio. Ja na regido do infravermelho foi possivel fazer as atribuigdes das principais bandas dos complexos, ¢ notou-
se presenga dos estiramentos vP-C, vRu-P e vRu-ClI caracteristico do complexo mer-[RuCl,(dppb)(H,0)] na porfirina
polirutenada. Utilizando-se a técnica de voltametria ciclica foi possivel obter um eletrodo de carbono vitreo modificado
com a porfirina {Mn-TPyP[RuCl,(dppb)],} CH,COO. Esse eletrodo modificado se mostrou um promissor sensor na
determinag@o de paracetamol, pois ocorreu um deslocamento no potencial (589 para 502 mV), o que apresenta uma
diminuigdo de interferentes. A curva de adi¢do padrdo foi util na quantificacdo do farmaco, pois determinou-se que
a concentrag¢do do paracetamol no tylenol é de 101,13 £ 4,65 p.mol.L"!, ou seja, o valor obtido esta dentro da faixa
determinada pelo teste T com um indice de confianca de 95%.
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RESUMO: O presente trabalho propéde o desenvolvimento de um sensor amperométrico para H,0, construido a partir
da técnica LbL utilizando o cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano modificado por nanoparticulas de Pt (Pt-
SiPy*Cl) e a ftalocianina tetrassulfonada de cobre (CuTsPc), automontados sobre eletrodos de FTO. O eletrodo
quimicamente modificado apresentou elevada sensibilidade, mostrando uma boa eficiéncia eletrocatalitica para a
redugdo do H,0, em tampdo fosfato-salino (PBS), em pH 6,5. Apds as condi¢oes experimentais terem sido otimizadas,
tais como o numero de bicamadas (Pt-SiPy*CI/CuTsPc) e o potencial a ser aplicado, o sensor exibiu uma resposta
linear em relacdo a concentracdo de HZO2 dentro da faixa analisada, (9,90 x 10° a 9,09 x 107 molL*), com limites
de detec¢do e de quantificagdo bastante baixos, da ordem de 1,64 x 10° molL" e 5,46 x 107, respectivamente. Os
resultados obtidos mostram que o eletrodo desenvolvido possui elevada possibilidade de aplica¢do na determinagdo
eletroanalitica de H,0,

Palavras-chave: peroxido de hidrogénio, voltametria ciclica, amperometria.

INTRODUCAO

A determinagdo eletroanalitica de H,O, consiste em um topico de elevada importancia, uma vez que este desempenha
um papel significativo em muitas areas, incluindo as de alimentos, farmacéutica, clinica e ambiental. Além disso, o
H,O, ¢ um dos produtos das reagdes catalisadas por quase todas as enzimas oxidases. Numerosos métodos tém sido
estudados para a sua determinacéo, sendo que os eletroquimicos vém ganhando destaque cada vez maior, devido a sua
alta sensibilidade, resposta rapida e baixo custo [1]. A fim de que a sensibilidade dos eletrodos seja aumentada, varios
métodos de modificagdo quimica dos mesmos tém sido estudados, sendo a técnica LbL um dos mais promissores.
Através dela, um elevado niimero de polieletrolitos de carga oposta podem ser automontados sobre substratos solidos.

O cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*Cl") constitui um polieletrdlito que possui elevada capacidade
de formacdo de filmes sobre superficies condutoras. Além disso, devido a existéncia de cavidades em sua estrutura,
0 mesmo pode atuar como um nanoreator para a sintese de nanoparticulas metalicas. Uma vez incorporadas ao
polieletrolito, estas podem fazer com que a sensibilidade do eletrodo a ser modificado aumente. Isto se deve a suas
pequenas dimensoes, que determinam propriedades eletronicas e cataliticas especificas. Além disso, a presenca de
nanoparticulas metalicas em sensores eletroquimicos pode fazer com que os potenciais de redugdo ou oxidacdo de
muitos analitos diminuam [2], fornecendo assim ao eletrodo uma maior seletividade.

Neste sentido, desenvolveu-se neste trabalho um novo tipo de sensor eletroquimico para o H,O, baseado na
modificagdo de eletrodos de FTO (vidro recoberto com 6xido de estanho dopado com flior) através da técnica LbL,
utilizando-se como polication o SiPy*Cl- modificado por nanoparticulas de Pt (Pt-SiPy*Cl’), e como polidnion a
CuTsPc, que possui uma reconhecida eficiéncia como mediador de elétrons.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O nanohibrido Pt-SiPy*Cl foi preparado da seguinte maneira: solugdes de H,PtCl, (2 mmolL"), HCOOH (0,1
molL") e SiPy*CIl" (2 mgmL™") foram misturadas na propor¢do 1:1:1. A mistura reacional foi deixada sob agitacdo ao
abrigo da luz por 24 horas. Os filmes LbL foram automontados sobre eletrodos de FTO através da imersdo alternada
do substrato por 5 minutos nas solu¢des de Pt-SiPy"Cl" (pH 2,5) e de CuTsPc (pH 8,0). Apds a deposicio de cada
camada, o sistema filme/substrato foi lavado com agua e seco sob fluxo de ar. O crescimento das multicamadas foi
monitorado por espectroscopia na regido do UV-Vis (Varian®, modelo Cary 50). Para verificar a eletroatividade dos
filmes (Pt-SiPy"Cl7/CuTsPc) frente ao H,0O, foram realizadas medidas eletroquimicas utilizando-se um potenciostato
Palm Sens® e uma célula eletroquimica convencional contendo trés eletrodos: um contra-eletrodo de Pt, um eletrodo
de referéncia Ag/AgCl e os filmes produzidos como eletrodo de trabalho em meio de tampao PBS. Voltamogramas
ciclicos dos filmes contendo diferentes numeros de bicamadas foram obtidos a fim de avaliar qual apresentava melhor
eletroatividade frente ao analito. Medidas amperométricas foram realizadas variando-se o potencial de aplicagdo de 0,0
a -0,4 V. Em seguida, curvas analiticas foram levantadas em -0,1 V. Antes de qualquer medida, o eletrélito de suporte
foi borbulhado com N, por 10 minutos, a fim de que o O, dissolvido fosse removido, ja que este € eletroativo e pode
influenciar nas medidas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Espectros de UV-VIS na regido de 400-800 nm para a CuTsPc e para o nanohibrido Pt-SiPy"Cl" mostram que
este ultimo ndo absorve nesta regido. Entretanto, duas bandas foram observadas para a CuTsPc: uma em 615 nm,
relacionada as espécies diméricas e outra em 691 nm relacionada as espécies monoméricas. Os espectros obtidos para
os filmes LbL apresentaram-se semelhantes ao da CuTsPc em solucdo, com pequeno deslocamento de 615 nm para 625
nm e de 691 nm para 695 nm (Figura 1). Tal deslocamento ¢ um indicativo da interacdo entre os polieletrolitos no filme.
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Figura 1: Espectros obtidos na regido do UV-Vis para os polieletrdlitos em solucdo aquosa e para o filme (Pt-SiPy*Cl/
CuTsPc),.

A seguir, deu-se inicio as medidas eletroquimicas para a determinagdo de H,O, utilizando os eletrodos modificados.
Primeiramente, realizou-se um estudo com os filmes contendo diferentes nimeros de bicamadas (Pt-SiPy*Cl/CuTsPc),
a fim de se identificar qual deles apresenta uma maior sensibilidade ao H,0, em meio de tampdo PBS, em pH=6,5.
Verificou-se que, dentre os nimeros de bicamadas analisados (1 a 10), os filmes contendo nove (Pt-SiPy*Cl/CuTsPc),
responderam melhor no que diz respeito ao processo de reducdo do analito estudado, uma vez que os voltamogramas para
este numero de bicamadas apresentaram um melhor perfil ¢ uma maior L, do que os voltamogramas correspondentes
as outras bicamadas.

A fim de se confirmar que os eletrodos modificados com o filme sdo de fato mais sensiveis a redugdo do H,O,, um
estudo comparativo entre somente o substrato, os filmes contendo apenas os polieletrolitos Pt-SiPy*Cl- ¢ CuTsPc e o
filme LbL (Pt-SiPy Cl/CuTsPc), foi realizado. Verificou-se que os filmes realmente possuem uma maior Lo indicando
que sua utilizagdo para a determinagdo de H,O, €, neste caso, bastante vantajosa (Figura 2).
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Figura 2: Voltamosgramas ciclicos obtidos para os eletrodos sem modificacdo, modificados apenas com os
polieletrolitos e modificados com o filme (Pt-SiPy*Cl/CuTsPc),, com velocidade de varredura 50 mVs™ e com [H,0,]

=476 x 10* mol L.

Com as condi¢des experimentais devidamente otimizadas, partiu-se para as medidas amperométricas, a fim de se
investigar sob qual potencial o filme (Pt-SiPy'Cl/CuTsPc), apresenta-se mais sensivel ao H,0,. Os estudos realizados
anteriormente por voltametria ciclica indicam que ja a partir de 0,0 V inicia-se a redugdo do H,0,. Portanto, a faixa
de potenciais estudada foi de 0,0 V a -0,4 V. Verificou-se que o filme apresentou resposta eletroquimica para todos
os potenciais estudados, sendo que a maior variacdo de corrente ocorreu em -0,4 V. Apesar disso, para a obtencao
das curvas analiticas, o potencial escolhido foi o de -0,1 V (Figura 3a). Este valor corresponde a um potencial mais
baixo, o que garante uma maior seletividade para o filme. Apds o levantamento das curvas, verificou-se que o filme
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(Pt-SiPy*Cl/CuTsPc), apresentou resultados reprodutiveis, como pode ser observado pelos baixos valores de erro
(Figura 3b). Os limites de detecg@o e de quantificagdo encontrados para o eletrodo foram satisfatoriamente baixos, da
ordem de 1,64 x 10 e 5,46 x 10 molL"!, respectivamente, comprovando a eficiéncia do sensor desenvolvido para a
determinagédo de H,O,.
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Figura 3: (a) Resposta amperométrica do filme (Pt-SiPy*CI/CuTsPc), no potencial de -0,1 V ap6s sucessivas adigdes
de H,0O, na concentragio1,0 x 10 molL"' a 10 mL de tampdo PBS. (b) Relagio entre a corrente gerada pela redugido do
H,O, em potencial -0,1 V e sua concentragio.

CONCLUSOES

Neste trabalho, um novo tipo de sensor eletroquimico para H,O, foi desenvolvido baseado na modificagdo de
eletrodos de FTO com Pt-SiPy*Cl- ¢ CuTsPc pela técnica LbL. Através da espectroscopia na regido do UV-Vis, pdde-
se confirmar a presenga dos polieletrolitos no filme, denotando a eficacia da referida técnica para a modificagdo dos
eletrodos. Verificou-se que o filme (Pt-SiPy*CI/CuTsPc), mostrou elevada sensibilidade em relagio a redugéo do H,0,,
fato comprovado através das técnicas de voltametria ciclica ¢ de amperometria. Uma relagdo altamente linear entre a
corrente de pico catédico e a concentragdo de H,O, foi observada em toda a faixa de potenciais analisada. No entanto,
o potencial de -0,1 V foi escolhido como o melhor, ja que sua aplicacdo garante uma maior seletividade para o filme.
O filme apresentou ainda valores bastante baixos para os limites de detec¢do e quantificag@o. Estes resultados sugerem
que o eletrodo modificado possui potenciais aplicagdes na determinagdo de H,O,, podendo atuar inclusive como um
biossensor, ja que a maioria das reagdes enzimaticas ocorre com a geragao deste composto como um subproduto.
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RESUMO: Nanotubos de haloisita foram utilizados na imobilizagdo da enzima peroxidase e aplicados na construgdo de
um biossensor, juntamente com nanoparticulas de platina e liquido iénico hexafluorfosfato de 1-butil-3-metilimidazolio
(BMI.PF ). O biossensor proposto foi otimizado para determinagdo de dopamina, sendo que as condigoes experimentais
selecionadas foram: 5,0 unidades de peroxidase por mg de pasta de carbono, 9,8x10° mol L' de H,0,, solugdo tampao
Josfato (0,1 mol L, pH 7,0) e os pardmetros da voltametria de onda quadrada (frequéncia 50 Hz, amplitude 100 mV e
incremento 5,0 mV). A curva analitica apresentou linearidade entre as correntes resultantes (uA) e as concentragéoes de
dopamina no intervalo de 0,40 a 18,87 umol L, com limite de detec¢do de 54,10 nmol L. A recuperagdo de dopamina
em amostras de formulagdes farmacéuticas foi de 97,5 a 101,4% e os resultados da determinagdo foram concordantes
aqueles obtidos usando o método oficial.

Palavras-chave: Biossensor, Haloisita, Nanoparticula metalica, Liquido ionico, Dopamina
INTRODUCAO

Recentemente, a nanotecnologia vem desempenhando um importante papel no desenvolvimento de biossensores,
tendo em vista as caracteristicas eletronicas, magnéticas, opticas e eletroquimicas inicas exibidas pelos nanomateriais. A
construgdo de eletrodos usando estes materiais tem apresentado resultados incriveis, tais como aumento na sensibilidade,
estabilidade e velocidade de resposta destes dispositivos [1]. As nanoparticulas metalicas vém se destacando nesta area
por apresentarem inigualaveis propriedades, tais como grande area superficial ativa e extraordinaria atividade catalitica
associada com seu tamanho controlado e composigdo [1,2].

Neste contexto, nanotubos de haloisita t€ém sido recentemente investigados como materiais promissores para
imobilizagdo de enzimas [3] e metaloporfirinas [4] e prepara¢do de nanoparticulas metalicas suportadas [5]. Haloisita
¢ um argilomineral (1:1, Al:Si) do grupo da caulinita, que pode ser encontrado em duas formas diferentes, ou seja,
desidratado (Al,Si,0(OH),: distancia basal de 7A) e hidratado (ALSi,0,(OH),.2H,O: distancia basal de 10 A). Sua
morfologia tubular é predominante, expondo os grupos Si-O na superficie externa, os grupos Al-OH na superficie
interna, ¢ Al-OH e Si-OH nas bordas do material [4,6].

Outra classe de compostos intensivamente explorada nos ultimos anos é a dos liquidos i6nicos (LI), os quais
vém sendo empregados com sucesso em diversas reagdes organicas, processos de extragdo e eletroquimica. Os LI
apresentam negligenciavel pressdo de vapor, desprezivel inflamabilidade, boa estabilidade quimica e térmica,
habilidade catalitica, alta condutividade idnica e ampla janela eletroquimica de potencial. A aplicagdo destes liquidos
tem ganhado notavel espago na quimica analitica, especialmente em eletroanalitica como eletrolito suporte ou como
modificadores de sensores [7].

Dopamina ¢ um neurotransmissor ¢ desempenha um importante papel nas fungdes dos sistemas nervoso central,
renal, hormonal e cardiovascular. A determina¢do da dopamina ¢ um assunto de grande relevancia para investigar
suas fungdes fisiologicas e o diagnostico das doengas nervosas decorrentes do metabolismo anormal da dopamina,
como a epilepsia, Parkinson e esquizofrenia, bem como no controle de qualidade de medicamentos contendo esta
catecolamina. Deste modo, diferentes métodos tém sido descritos na literatura para quantificacdo de dopamina,
incluindo cromatografia, espectrofotometria e eletroanalitica [8].

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um biossensor a base de pasta de carbono contendo peroxidase (PER)
vegetal imobilizada em nanotubos de haloisita, juntamente com nanoparticulas de platina e LI hexafluorfosfato de
1-butil-3-metil-imidazélio (BMIL.PF,). As condi¢des experimentais foram otimizadas, € o biossensor proposto foi
aplicado na determinagdo de dopamina em formulagdes farmacéuticas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Extrato de broto de trevo (Trifolium) foi usado como fonte enzimatica e obtido conforme descrito na literatura [8]: 25 g
de broto de trevo foram triturados juntamente com 50 mL de tampao fosfato (pH 7,0) e centrifugado (18.000 rpm; 4 °C). O
sobrenadante foi usado como fonte da PER e a atividade determinada por espectrofotometria [8].

Os nanotubos de haloisita (didmetro x comprimento: 30-70 nm x 1-3 pm; area superficial: 64 m?g) foram utilizados
como suporte para imobilizacdo da PER. Foram adicionadas aliquotas de 10,5 a 42,0 pL do extrato vegetal (500-2000
unidades de PER) sobre 20 mg do argilomineral, sendo este material homogeneizado e seco a temperatura ambiente para
posterior aplicagdo no desenvolvimento do biossensor.
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O biossensor proposto foi construido homogeneizando-se 140 mg de pd de grafite ¢ 20 mg de nanotubos de haloisita
contendo PER imobilizada, durante 20 min. Em seguida, foram adicionados 40 mg de aglutinante (Pt-BMLPF :nujol, 1:1),
homogeneizando-se por mais 20 min. A pasta formada foi embutida em seringa de 1 mL e um fio de cobre inserido para
obtengdo do contato elétrico.

As medidas voltamétricas foram realizadas usando um potenciostato/galvanostato da Autolab modelo PGSTAT101, e um
sistema contendo trés eletrodos: biossensor usado como eletrodo de trabalho, platina como contraeletrodo e Ag/AgCl (KCI
3,0 mol L) como referéncia. Em uma célula eletroquimica contendo 10,0 mL de solugdo tampdo fosfato (0,1 mol L*;
pH 7,0), foram adicionadas aliquotas de solug@o padrdo de dopamina ou amostras farmacéuticas e, apds cada adicao, a
solugdo foi mantida sob agitagdo durante 60 s e as medidas voltamétricas realizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A enzima PER foi imobilizada sobre os nanotubos de haloisita com o objetivo de aumentar a estabilidade da
enzima e prolongar a vida 1til do biossensor proposto. Os nanotubos de argilomineral contendo PER foram utilizados
na construcdo do biossensor, juntamente com LI e nanoparticulas de platina. A PER, na presenca de perdxido de
hidrogénio, catalisa a oxida¢do da dopamina a respectiva o-quinona, a qual ¢ reduzida eletroquimicamente a dopamina
em potencial de 140 mV vs. Ag/AgCl na superficie do eletrodo (Figura 1A).

Apds investigagao de varios parametros experimentais, foram selecionados: concentragao de enzima de 5,0 unidades
de peroxidase por mg de pasta de carbono, 9,8x10”° mol L! de per6xido de hidrogénio e solugdo tampao fosfato pH
7,0 (0,1 mol L'). Os melhores pardmetros da técnica da voltametria de onda quadrada foram: frequéncia de 50 Hz,
amplitude de 100 mV e incremento de 5,0 mV. Foram construidos 5 tipos de eletrodos: (a) eletrodo de pasta de carbono
(EPC) sem modificagdo; (b) EPC modificado com haloisita; (¢) EPC modificado com haloisita ¢ BMIL.PF; (d) EPC
modificado com haloisita € Pt-BMLPF, e (¢) EPC modificado com haloisita-PER e Pt-BMI.PF, tendo como objetivo
comparar a resposta destes sensores e avaliar a contribui¢ao dos materiais modificadores utilizados. Através de estudos
usando voltametria ciclica e de onda quadrada (Figura 1B e C), a maior resposta dos eletrodos estudados foi obtida na
sequéncia: e > d > ¢ > b > a. Portanto, o biossensor (e) contendo PER imobilizada em nanotubos de haloisita e Pt-BMI.
PF, apresentou maior resposta, indicando que a incorporagdo destes modificadores a pasta de carbono contribuiu para
o significativo aumento no sinal analitico. Este fato pode ser atribuido provavelmente a capacidade catalitica destes
materiais, adequado meio para a imobilizacao da PER, além da facilitacdo da transferéncia de elétrons entre a enzima
e o eletrodo pelos modificadores empregados.

Figura 1: (A) Reagdo enzimatica na superficie do biossensor. (B) Voltamogramas ciclicos usando diferentes eletrodos
em 0,90 mmol L' de dopamina. (C) Voltamogramas de onda quadrada usando diferentes eletrodos em 18,87 pmol L!
de dopamina (Inserido: grafico com os valores de corrente).

Os voltamogramas de onda quadrada e a curva analitica, mostrados na Figura 2A e B, respectivamente, foram obtidos
nas melhores condi¢des experimentais. A curva analitica do biossensor proposto apresentou linearidade entre as correntes
resultantes (LA) e as concentragdes de dopamina no intervalo de 0,40 a 18,87 umol L (-Ai = 0,93 (£0,044) + 2,44
(£0,020) [dopamina]; r = 0,9993), com limite de detecgido de 54,10 nmol L™ e limite de quantificagdo de 0,18 umol L.

O estudo de recuperagdo de dopamina em trés amostras de formulagdes farmacéuticas (A, B e C: cloridrato de
dopamina injetavel) variou de 97,5 a 101,4%, usando o biossensor proposto. Através do método de adig¢do de padrio,
o teor de dopamina também foi determinado nestas amostras, conforme apresentado na Tabela 1, juntamente com
o valor rotulado e o encontrado usando o método oficial [9]. Os resultados obtidos com o biossensor apresentaram
concordancia com os valores obtidos pelo método oficial, demonstrando a exatiddo do método proposto. Além disso,
foram realizados estudos para avaliar a interferéncia de acido urico e acido ascorbico sobre a corrente de redugdo
obtida para a dopamina usando o biossensor. Observou-se uma mudanga no sinal analitico menor que 7% na presenca
de uma concentracdo 100 vezes maior destes interferentes em relagdo a concentracdo de dopamina.
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Figura 2: (A) Voltamogramas de onda quadrada usando o biossensor proposto em (a) tampao fosfato (0,1 mol L', pH
7,0) e nas seguintes concentra¢des de dopamina: (b) 0,40, (¢) 0,79, (d) 1,97, (e) 2,75, (f) 3,92, (g) 7,77, (h) 11,54, (i)
15,24 ¢ (j) 18,87 umol L. (B) Curva analitica da dopamina.

Tabela 1: Determinag@o de dopamina em formulag@o farmacéutica

Dopamina (mg mL™")

Amostra : - - ER. (%) E.R., (%)
Rotulado Me¢étodo oficial [9] Biossensor
A 5,0 4,94+0,12 4,91+0,08 -1,8 -0,6
B 5,0 5,15+0,03 5,16+0,05 +3,2 +0,2
C 5,0 4,98+0,06 5,03+0,06 +0,6 +1,0

A, B e C = Cloridrato de dopamina injetavel; E.R., = Biossensor vs. valor rotulado; E.R., = Biossensor vs. método oficial.
CONCLUSOES

O biossensor desenvolvido utilizando-se PER de broto de trevo imobilizada em nanotubos de haloisita, juntamente
com Pt-BMI.PF, apresentou baixo limite de detec¢do para dopamina, sem interferéncia significativa de acido urico e
acido ascorbico. Além disso, mostrou-se eficiente na determinag@o de dopamina em amostras de formulagdes injetaveis,
apresentando resultados concordantes aos obtidos usando o método oficial.
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RESUMO: Neste trabalho, um modelo mimético da enzima glutationa peroxidase (GPx) a base de derivado de calcogénio
(seleneto) foi imobilizada em matriz de quitosana e grafeno co-eletrodepositada em superficie de eletrodo de ouro para
detecgdo cronoamperométrica de perdxido de hidrogénio (H,0,). Varios pardmetros analiticos foram investigados e os
melhores foram:0,5% (m/v) de quitosana, 0,05% (m/v) de grafeno 7,4 ug de GPx, 9,9x10° mol L' de glutationa reduzida
(GSH), tampdo Britton-Robinson pH 7,0, 0,0V vs. Ag/AgCl o potencial de redugdo para H,0,. A linearidade para H,0, foi
obtida na faixa de 2,47x10° a 2,84x10+* mol L' com limite de detecgdo de 2,24x10° mol L. A recuperagdo de H 2O2 em
amostras de antisséptico foi de 98,3 a 101,3% e os resultados da determinagado foram concordantes aqueles obtidos usando
método oficial.

Palavras-chave: sensor, glutationa peroxidase, grafeno, peroxido de hidrogénio.

INTRODUCAO

O estudo de compostos organocalcogénicos vem ganhando interesse desde a década de 70. A evolugdo sintética e
a concepgdo destes novos compostos tém atraido consideravel atengdo, particularmente devido a sua capacidade de
mimetismo de compostos naturais com importantes propriedades bioldgicas. Destacam-se entre estas moléculas as
selenoenzimas, que constituem um importante grupo de enzimas antioxidantes que atuam na prote¢do de biomembranas
em mamiferos e outros componentes celulares do estresse oxidativo. Este processo estd associado a atividade dos
peroxidos e seus subprodutos, que sdo produzidos durante o metabolismo de oxigénio em células aerdbicas. Neste
contexto, a enzima glutationa peroxidase (GPx) desempenha um importante papel catalitico na redugdo de peroxidos
[1].

O peroxido de hidrogénio ¢ uma molécula que desperta interesse cientifico e industrial, principalmente quanto a sua
determinagdo. Este composto encontra-se presente em produtos alimenticios, farmacéuticos e clinicos, por exemplo.
Tendo em vista sua grande importancia, diversas técnicas de identificagdo e quantificagdo deste composto tém sido
desenvolvidas, como os métodos volumétricos e as técnicas espectroscopicas; entretanto, os morosos procedimentos € o
custos dos materiais empregados nestas técnicas tradicionais sustentam o desenvolvimento de técnicas eletroanaliticas
na detecgdo de peroxido, seja pelo uso de sensores, biossensores ou sensores biomiméticos [2].

O grafeno é uma folha bidimensional planar formada por uma tnica camada de atomos de carbono sp? ligados, os
quais sdo densamente empacotadas em uma estrutura cristalina na forma de favos. O grafeno, embora recentemente
descoberto, tem sido colocado como uma grande promessa para muitas aplicagdes no campo geral da eletroquimica e
eletroanalitica. Em razdo das suas propriedades eletroquimicas, o grafeno tem se mostrado um promissor modificador
para sensores eletroquimicos devido a sua escala nanométrica possibilitar a investigag@o de reagdes com transferéncia
direta de elétrons entre os componentes que envolvem a arquitetura do sensor [3,4].

Neste trabalho, um eletrodo de ouro foi recoberto pela coeletrodeposi¢ao de um filme de quitosa-grafeno que foi
utilizado para a imobiliza¢do de moléculas miméticas de enzima glutationa peroxidase. A construcdo deste sensor foi
otimizado, e empregado na determinagao de perdoxido de hidrogénio em amostras farmacéuticas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O eletrodo de ouro foi limpo através de método mecanico, para isso a superficie de ouro foi polida cuidadosamente
com suspensdo de alumina (0,3 e 0,05 um) e sonicado em agua e etanol absoluto, também realizou-se uma limpeza
eletroquimica aplicando-se ciclos de 0,0 a 1,7 V vs. Ag/AgCl em solugdo de acido sulftrico (0,5 mol L'). Para a
deposi¢ao de quitosana utilizou-se um sistema de trés eletrodos conectados a um potenciostato e mergulhados em uma
suspensao de quitosana-grafeno (pH 5,0, 0,5% m/v) por 2 min sob potencial de 3,0 V vs. Ag/AgCl. Como resultado,
um filme de quitosana-grafeno foi eletrodepositado sobre a superficie do eletrodo de ouro, o qual foi mantido em
dessecador em temperatura ambiente por cerca de 2 h. Em seguida, uma aliquota de solugdo metandlica de GPx
((2-(benzilselanil)fenil)metilamina) foi gotejada sobre o filme, e o eletrodo foi novamente armazenado em dessecador
para secagem e posterior utilizacdo como eletrodo de trabalho.

As medidas cronoamperométricas foram realizadas usando um potenciostato/galvanostato da Autolab modelo
PGSTAT128N, e o processamento de dados foi realizado usando o software (GPES, versdao 4.9.007, Eco Chemie),
utilizado um sistema contendo trés eletrodos: sensor bioinspirado usado como eletrodo de trabalho, platina como
contraeletrodo e Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") como referéncia. Em uma célula eletroquimica contendo 10,0 mL de solugdo
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tamp&o Britton-Robinson (BR) pH 7,0 e 100 uL de glutationa reduzida (GSH) (9,9x10% mol L"), foram adicionadas
aliquotas de peréxido de hidrogénio ou amostras de antisséptico de uso topico e, apds cada adi¢do, a solugdo foi
mantida sob agitagdo durante 60 s ¢ as medidas cronoamperométricas foram registradas durante 25 s.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sensor proposto teve suas condigdes de construgdo e trabalho otimizados, sendo os resultados mostrados na
Tabela 1.

Tabela 1: Parametros de otimizagao

Parimetro Faixa estudada Melhor resposta
Porcentagem de quitosana (%, m/v) 0,05 -0,75 0,1
Porcentagem de grafeno (%, m/v) 0,02 - 0,07 0,05
Tempo de eletrodeposicdo (s) 60 — 420 120
Quantidade de GPx (ug) 2,5-173 7,4
Concentragdo de GSH (x10% mol L") 6,2 14,8 9,9
Estudo pH em tampao BR 4,0-38,0 7,0
Potencial de redugdo de H O, (V) -0,3-0,1 0,0

A Figura 1 mostra de forma esquematica o processo de constru¢do e atuagdo do sensor proposto (Figura 1-A),
assim como os cronoamperogramas obtidos para avaliagdo da contribui¢do dos materiais empregados na modificagdo
do eletrodo de ouro (Figura 1-B).

Figura 1: (A) Esquema de construcdo e atuacdo do sensor bioinspirado; (B) Cronoamperogramas de comparagéo entre
(I) eletrodo de ouro ndo modificado, (II) sensor contendo filme de quitosana-grafeno e (III) sensor contendo filme de
quitosana-grafeno e GPx.

O filme contendo quitosana-grafeno ¢ obtido devido a redugdo dos protons do meio a hidrogénio molecular em potencial
de 3,0V, ocasionando a elevacgdo do pH e, consequentemente, co-deposicao das moléculas de quitosa e grafeno formando um
filme sobre o eletrodo de ouro (Figura 1-A). A GPx ¢ incorporada posteriormente, ¢ a sua contribui¢do na catalise de redugao
do H,0, pode ser visualizada na Figura 1-B-I1I, fornecendo sinais analiticos mais sensiveis do que os demais sensores (Figura
1-B-1 e 1-B-II).

Os cronoamperogramas e a curva analitica, mostrados na Figura 2, foram obtidos sob as condi¢des experimentais
otimizadas. A curva analitica para o sensor desenvolvido apresentou linearidade entre as correntes catddicas (LA) e as
concentragdes de peroxido de hidrogénio no intervalo de 2,47x10 a 2,84x10* mol L™ (-i = 2,08x10* + 2,71x10* [H,0,]; r
=0,9998) e limite de detec¢do de 2,24x10° mol L.
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Figura 2: (I) Cronoamperogramas e (II) curva analitica para peroxido de hidrogénio usando o sensor biomimético.

O teor de peroxido de hidrogénio determinado nas amostras de antisséptico (A e B) usando o sensor proposto esta apresentado
na Tabela 2, juntamente com o valor encontrado usando o método oficial [5]. Os resultados foram comparados e apresentaram
concordancia, demonstrando a confiabilidade do sensor proposto. O estudo de recuperaco de peréxido nas amostras variou
de 98,3a101,3 %.

Tabela 2. Determinagio de per6xido de hidrogénio em amostras farmacéuticas

H,O, (mol L")

0,
Amostra Método oficial * Sensor * Erro (%)
A 1,05+0,01 1,0120,02 -3,80
B 1,06+0,01 1,04+0,03 -1,08
*n=3
CONCLUSOES

O sensor desenvolvido utilizando GPx imobilizada no filme a base de quitosana-grafeno sobre eletrodo de ouro
apresentou baixo limite de detec¢do e mostrou-se eficiente na determinagdo de peroxido de hidrogénio em amostras de
antissépticos de uso topico, apresentando resultados concordantes com os obtidos usando o método oficial
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RESUMO: Neste presente trabalho a atividade eletroquimica do citocromo c imobilizado em um novo compdsito
Jormado por hidrogel de quitosana e o liquido ionico BMMIBF, serd apresentada utilizando um feltro de fibra de
carbono recoberto com nanotubos de carbono do tipo “cup stacked” como eletrodo de trabalho. Estudos por voltametria
ciclica mostram que o composito é eficiente na imobilizacdo do citocromo c, sendo porem a presenga dos nanotubos
de carbono os responsaveis pela transferéncia direta de elétrons, pois ao utilizar feltros sem o recobrimento dos
nanotubos, nenhuma atividade redox é observada. Experimentos de UV-Vis e de dicroismo circular mostram a eficiéncia
do composito, pois a presenga do liquido ionico ndo desnatura ou interfere na bioeletroquimica do citocromo c.
Palavras-chave: citocromo c, nanotubos de carbono, liquidos ionicos, biossensor

INTRODUCAO

O estudo da transferéncia direta de elétrons em proteinas redox, tem se tornado foco de grande interesse, devido a
sua significancia na aplicacdo pratica e tedrica na eletroquimica, pois acabam nos fornecendo informagdes importantes
quanto sua estrutura quimica e da cinética dos processos redox bioldgicos. No entanto o processo de transferéncia de
elétrons entre um biomaterial e um eletrodo convencional ndo ¢ tdo simples, pois na maioria das vezes os centros redox
enzimaticos estdo localizados no interior da estrutura da enzima ou proteina e, ainda tem-se a baixa condutividade
eletronica dos grupos aminoacidos que cercam os centros ativos. Uma das formas de garantir a boa eficiéncia de
um biossensor esta em imobilizar o biomaterial diretamente na superficie do eletrodo, e por isso, diversos métodos
de imobilizagdo como materiais hibridos, nanoparticulas, polimeros condutores, liquidos i6nicos, entre outros, sdo
utilizados!-?' . Entre estes materiais, os liquidos i6nicos tem sido empregados na pesquisa de biomoléculas, pois devido
suas propriedades intrinsecas, algum deles solubilizam os biomateriais sem desnaturaliza-los, garantindo seu estudo
eletroquimico em um meio totalmente idnicot'l.

Entre as heme proteinas com atividade redox, o citocromo c¢ representa excelente modelo de bio-molécula para
investigar a bioeletroquimica em meios aquosos € aquosos mistos. Além disso, a manutengdo de sua atividade
eletroquimica esta diretamente relacionada ao modo como € imobilizada, assim como da sua interagdo com o substrato
utilizado.

Para biossensores, quanto melhor for a interag@o do substrato com a biomolécula mais favoravel sera a transferéncia
de elétrons, e por isso os nanotubos de carbono tem sido empregado para melhorar este processo?. Os nanotubos de
carbono sdo uma nova classe de nanomateriais, que apresentam propriedades Unicas, como estrutura condutora, alta
estabilidade quimica e extraordinaria razdo volume-superficie ativa. Sendo assim, os nanotubos de carbono exibem
uma excelente habilidade para promover reagoes de transferéncia de elétrons em biomoléculas, e o estudo de utiliza-los
como eletrodos modificados na area de bioeletroquimica tem crescido muito rapido. Existem duas classes principais
dos nanotubos de carbono, os de parede simples, cuja estrutura ¢ composta por uma unica camada de grafeno curvada
na forma de um tubo, e os de paredes multiplas, no qual é possivel observar varias folhas de grafeno curvadas ou
empilhadas de forma organizada ou ndo. Da derivagdo do material de paredes multiplas, existe o nanotubo de carbono
do tipo “cup stacked” (copos empilhados), onde as folhas de grafeno formam cones de pontas abertas, e cada um deles
esta empilhado um sobre o outro, sendo sua configuragdo mantida por for¢as de van der Waals P!,

Pensando em melhorar a atividade eletroquimica do citocromo c, este trabalho apresenta a utilizagdo de um novo
composito formado de hidrogel de quitosana e o liquido i6nico tetrafluoroborato de 1-butil-2,3-dimetilimidazolio
(BMMIBF,) no processo de imobiliza¢do na superficie de um feltro de fibra de carbono recoberto com nanotubos de
carbono no tipo “cup staked” e na sua resposta eletrocalitica para perdéxido de hidrogénio.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente o feltro com nanotubo de carbono (FNTc) e o feltro sem recobrimento com nanotubo (Fc) foi deixado
por 25 minutos em 4cido cloridrico concentrado, para remover residuos de 6xidos que podem estar em sua superficie,
sendo em seguida, lavado diversas vezes com agua destilada, e secado em estufa a 80°C.
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Para imobilizar o citocromo ¢ na superficie do feltro, foi inicialmente utilizada uma solugdo com uma razio
adequada de soluc¢do do hidrogel de quitosana (Quit) 0,5% (m/m) com solugdo de citocromo ¢ (10mg/mL) (Citc) e
em seguida foi adicionado 3% de liquido i6nico BMMIBF, (no volume total da solugéo). A seguir o FNTc e/ou Fc foi
colocado dentro desta solucdo por 48 horas e, apos este periodo, o feltro foi retirado da solugdo e deixado para secar
em um local escuro a temperatura ambiente por mais 12 horas, formando os eletrodos FNTc/Quit/Citc/BMMIBF, e Fc/
Quit/Citc/BMMIBF, respectivamente. Os voltamogramas ciclicos foram realizados em solugdo tampdo PBS pH 7.0
saturado com N, a 25mV.s™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1A apresenta os voltamogramas ciclicos dos eletrodos modificados FNTc/Quit/Citc/BMMIBF, e FNTc/
Quit/Cite/BMMIBF, Como se pode observar para ambos os eletrodos, foi obtido um par redox devido a transferéncia
direta de elétrons entre o Cit ¢ e o eletrodo modificado, com um pico anddico em -0.21V e um pico catédico em
-0.33V. Durante o experimento realizado foi observado que a corrente de pico se mantém constante, indicando que
o microambiente ao redor do Cit ¢ é favoravel e sua funcdo redox ndo é perdida, mesmo estando imobilizada no
composito. Além disso, este experimento mostra que para este compoésito formado a utilizacdo do liquido i6nico
BMMIBEF , néo esta beneficiando em relagdo ao comportamento eletroativo do Citc quando imobilizado no FNT, fato
ndo visto em estudos realizados com a utilizacdo deste mesmo composito em eletrodo de carbono vitreo.
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Figure 1 A. — Voltamogramas ciclicos do eletrodos modificados FNTc/Quit/Citc/BMMIBF , e Fc/Quit/ Citc/BMMIBF,
em solugdo tampdo PBS pH 7.0 a 25mV.s™.

Figura 2. — Resposta eletrocatalitica do FNTc/Quit/Citc/BMMIBF ,para H,O, Cada aumento de corrente (b-h)
corresponde a um incremento de concentragdo de 200uM de H,0,

A fim de explorar a atividade eletrocatalitica do Cit c, a figura 2 apresenta os voltamogramas ciclicos do FNTc/
Quit/Citc/BMMIBF, na presenga de peroxido de hidrogénio. O primeiro ciclo (Figura 2 a) corresponde ao eletrodo
sem adi¢do de H,0O, em solugdo, onde o perfil é similar ao obtido na figura 1A. Com o aumento da concentragdo de
H,O, (Figura 2 b-h), o pico de redug¢do também aumenta, apresentando um processo tipico de redugdo eletrocatalitica
de H,O, por citocromo c.

Quando o citocromo ¢ foi imobilizado pelo composito em um feltro sem o recobrimento dos nanotubos de carbono
(Fc), o perfil eletroquimico foi totalmente diferente. Como pode ser observado nos voltamogramas ciclicos da figura 3,
ha apenas um pico catodico em valores abaixo de -0.30V que € perdido logo apds o primeiro ciclo realizado.

Fe/Quit/Gte/BVIVIEF,

06 04 02 00 02 04

E/VusAe/Aed

Figura 3 — Voltamograma ciclico do eletrodo Fc/Quit/Citc/BMMIBF , em solugdo tampdo PBS 0.1M pH 7.0a 25mV.s™
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Este comportamento indica que a eletroatividade do citocromo c esta relacionada com sua interagdo direta com o
nanotubo de carbono, pois mesmo contendo o liquido i6nico que supostamente auxiliaria a transferéncia de elétrons
por ser um material exclusivamente i6nico, neste Fc, o Cit ¢ ndo responde eletroquimicamente.

Este comportamento esta relacionado ao ndo favorecimento da interagdo entre o citocromo ¢ com o feltro, ndo
permitindo a transferéncia direta de elétrons. Este mesmo comportamento foi observado em estudos utilizando carbono
vitreo como eletrodo de trabalho (dados ndo mostrados), indicando a importancia dos nanotubos de carbono na resposta
eletroquimica do cit c.

A fim de investigar possiveis mudangas estruturais na cadeia do citocromo ¢ devido ao uso do liquido i6nico no
composito, foram realizados experimentos de UV-Vis e dicroismo circular. Utilizando estas técnicas, o citocromo ¢
nativo exibe uma banda Soret bem caracteristicas e, que esta relacionada ao atomo de ferro do grupo heme no centro
da biomolécula hexacovalente. O sexto ligante do grupo heme esta ligado ao residuo de uma metionina (Met80), ¢ a
ruptura desta ligacdo ocasiona mudangas na estrutura primaria e a fungao eletroativa do citocromo c ¢ prejudicada.

O espectro UV-Vis do citocromo ¢ nativo na figura 4, apresenta uma banda intensa em 409nm (Soret) ¢ uma outra
branda em 530nm, que sdo caracteristicas ao estado oxidado do atomo de ferro do grupo heme (Fe**). O espectro de
dicroismo circular apresenta uma banda positiva e outra negativa em 402 e 417nm, cujo efeito ¢ caracteristico do
estado Fe**, porem ele ¢é especifico da interagdo dos grupos polipeptidicos vizinhos ao grupo heme, sendo a banda
negativa em 420nm particularmente relacionada a presenga do grupo Met80 como a sexta posi¢do coordenada no
atomo de ferro do grupo heme do citocromo c.

4

——Sol. Citocromo ¢ com 3% BMMIBF,
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Figure 4 — Espectros de dicroismo circular e UV-Vis da solug¢do de Citocromo ¢ nativo (--) e da solugdo de citocromo
c com 3% de BMMIBF (—).

Ao realizar os experimentos espectroscopicos como UV-Vis e Dicroismo circular do citocromo com 3% de
BMMIBF, (figura 4) foi possivel observar que os espectros obtidos ndo apresentam nenhuma diferenga de intensidade
e posicdo na regido da banda Soret, indicando que o grupo heme do ferro permanece no mesmo estado oxidado (Fe*).
Além disso, os espectros de dicroismo circular mostram a integridade do citocromo ¢ no composito formado, sem
sinais de mudangas na sua estrutura primaria e ndo ocasionando a perda da atividade eletroativa.

Os experimentos realizados neste trabalho mostram que ¢ possivel utilizar um composito de hidrogel de quitosana
com o liquido i6nico BMMIBF, no estudo eletroquimico do citocromo ¢, mostrando que este material totalmente
i6nico ndo ocasiona nenhuma modificagdo na estrutura quimica da biomolécula e nem em suas fungdes redox. No
entanto, a intera¢do do citocromo ¢ com o substrato foi determinante na manutengdo desta eletroatividade, j& que
ao utilizar o mesmo composito de hidrogel de quitosana ¢ BMMIBF, o citocromo ¢ somente apresenta os picos de
oxidacao e reducdo no feltro recoberto por nanotubo de carbono.
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RESUMO: Neste trabalho, foram utilizadas nanoparticulas de platina (NPPt) passivadas por dodecanotiol para a
construgdo de um sensor eletroquimico posteriormente aplicado na determinagdo de dapsona. Primeiramente foi
realizada a modificagdo dos eletrodos impressos com a suspensdo em estudo, seguida da caracterizagdo eletroquimica
desse material por voltametria ciclica, bem como a otimiza¢do dos parametros de pré-tratamento, influéncia
do pH, velocidade de varredura, eletrolito suporte, volume de dispersdo adicionado ao eletrodo, repetibilidade,
reprodutibilidade, entre outros. Pelo monitoramento do decréscimo da corrente de pico referente a reducdo dos oxidos
de Pt, em aproximadamente 0,4 V vs Ag/AgCl, que variou linearmente com a concentragdo de DDS adicionada ao
eletrodo. Foi construida uma curva analitica que apresentou linearidade no intervalo de 5,0 x 10° a 9,1 x 10~ mol L
com LD de 7,63 x 107 mol L' R = 0, 9996. Testes de adi¢do e recuperagado, sensibilidade e aplicagdo em formulagées
farmacéuticas foram efetuadas com resultados bastante satisfatorios, mostrando a potencialidade dessa forma de
determinacdo estudada.

Palavras-chave: Nanoparticulas, platina, dapsona, eletrodo impresso, determinagdo.

INTRODUCAO

Quimica nanoeletroanalitica ¢ um campo interdisciplinar em expansdo que combina caracteristicas dos métodos
eletroquimicos de analise (alta sensibilidade, baixo custo e rapida resposta) e propriedades significativas de
nanomateriais (elevada area superficial, planos cristalinos mais expostos, aumento do transporte de massa) [1]. Essa
combinagdo de caracteristicas pode levar a um aumento de sensibilidade e seletividade, o que ¢ de extrema importancia
para a aplicagdo de sensores eletroquimicos.

Em relagdo a construcdo destes sensores, os métodos de modificagdo de eletrodos com nanoparticulas metalicas
(NPs) descritos na literatura geralmente envolvem a eletrodeposi¢@o de um ion metalico, o que ndo garante o controle
de tamanho e forma das particulas obtidas. Dessa forma, apesar de requer um maior tempo no processo de sintese, a
rota quimica de obtencdo de NPs garante que as propriedades da escala nanométrica sejam preservadas.

Sendo assim, propde-se neste trabalho a utilizagdo de nanoparticulas de platina, com tamanho médio de 2,4 + 0,5
nm passivadas por dodecanotiol, obtidas pela rota bifasica descrita por Castro e col [2] para a construgdo de um sensor
eletroquimico para a determinagdo de dapsona utilizando um eletrodo impresso a base de carbono.

A dapsona (DDS) é um firmaco com agdo bacteristatica, ou seja, inibe a reprodugdo de bactérias. E o farmaco
mais utilizado no tratamento de doengas que afetam a pele como o Lupus e a Hanseniase [3]. Em relagdo a suas
caracteristicas quimicas, a DDS ¢é uma sulfonamina de baixa solubilidade em agua com valores de pKa de 1,3 ¢ 2,5.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Nanoparticulas de platina passivadas por dodecanotiol com tamanho menor a 3 nm foram obtidas por rota bifésica.
Em um baldo de fundo redondo contendo 3,75 mL de uma solugio 4cido hexacloroplatinico ([H,PtCl,]) 0,03 mol L™
(1,25 x 10* mol), adicionou-se 10 mL de uma solugdo 0,05 mol L' de brometo de tetraoctilamonio (N(C.H,.),Br)
solubilizado em tolueno (5,00 x 10* mol). A seguir, deixou-se a mistura sob agitagdo por 10 minutos. Ainda sob
agitagdo, adicionou-se rapidamente, com o auxilio de uma seringa, 3,5 mL de uma solugdo aquosa 0,4 mol L' de
borohidreto de sédio (NaBH,) (4,5 x 10 ~* mol). Depois de decorrido o tempo de 90 segundos da adi¢do do agente
redutor, adicionou-se 51 pL (2,50 x 10~* mol) de dodecanotiol (C,,H,.SH) ao meio. Apos a adigdo de DT, o sistema
permaneceu sob agitacdo magnética por 3 horas. A seguir, as fases foram separadas em um funil de separacdo e
adicionou-se 40 mL de etanol a fase organica e levou-se a mistura a temperatura de —18°C por 1 hora. O precipitado
marrom escuro foi entdo separado por centrifugacdo, por 10 minutos a 3000 rpm e lavado trés vezes com etanol. O
solido obtido foi disperso em 2,0 mL de tolueno.

A modificagdo de um eletrodo impresso (BVT Technologies®, modelo ACIW4R1) composto de um eletrodo de
trabalho de grafite (A= 7,8 x 10~ cm), contra eletrodo de platina e pseudo-eletrodo de referéncia de prata foi realizada
com o auxilio de uma ponteira de micropipeta de polietileno de 100 puL, que foi utilizada para delimitar a area a ser
modificada. Diferentes volumes da dispersdo de nanoparticulas (0,5 a 2,0 uL) foram adicionados a superficie do
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eletrodo de trabalho e apds a evaporagdo do solvente, 1,0 uL de tolueno foi adicionado as paredes da ponteira, para
remocdo das nanoparticulas adsorvidas. O eletrodo impresso foi deixado em repouso por 20 minutos para a total
evaporagao do solvente.

As medidas eletroquimicas foram realizadas por um potenciostato pAutolab®Type 111, a coleta de dados foi obtida
com auxilio do software GPES 4.9 EcoChemie® ¢ os dados coletados foram tratados com o software Origin PROS®.
O eletrodo de referéncia utilizado em todas as medidas foi o de Ag/AgCl com KCI 3,0 mol L' como eletrolito suporte
e um eletrodo de platina foi utilizado como eletrodo auxiliar. Na voltametria ciclica o intervalo de potencial utilizado
foi de -0,3 a 1,2 V e na voltametria linear foi de 0,0 a 1,2 V. A cela eletroquimica utilizada tem volume maximo de 50
mL, porém foi utilizada com volume fixo de eletrolito suporte de 30 mL para todas as medidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra dois voltamogramas ciclicos em meio de H,SO, 0,1 mol L' e velocidade de varredura de
100 mV s’!, referentes ao eletrodo impresso ndo modificado (vermelho), que ndo apresenta nenhum processo redox,
comportamento tipico para o eletrodo de carbono. Devido a pequena corrente capacitiva, o voltamograma final tem
aparéncia de uma fina linha horizontal quando comparado com o material modificado com nanoparticulas de platina
(voltamograma preto), o qual apresenta processos redox bem definidos, que sdo referentes aos processos de adsor¢ao/
dessorcao de hidrogénio (A e D) e formagao e reducdo dos 6xidos de platina (B e C) [4].
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Figura 1: Comportamento eletroquimico do eletrodo impresso ndo modificado (vermelho) e apos a adigdo de NPPt
(preto).

Apds a modificagdo da superficie, outros parametros foram otimizados para a geracdo de 6xidos de platina. Esses
parametros estdo resumidos na tabela 1:

Tabela 1: Parametros otimizados na caracterizagéo eletroquimica das nanoparticulas de platina, visando as melhores
condi¢des para geragao de 6xidos.

Parametro estudado Intervalo estudado Valor escolhido
Volume adicionado 0,5-2 uL 1,0 uL
pH 1-6 1,0
Eletrélito H,SO,, HNO,, HCIO, H,SO,
Velocidade de Varredura 5-200 mV s 50 mV s
Pré-tratamento 70 ciclos 50 ciclos

Apos as caracterizagdes eletroquimicas do material em estudo, o eletrodo impresso modificado em condig¢des
otimizadas foi avaliado frente a oxidagdo de dapsona. Através da Figura 2, observa-se no voltamograma ciclico que
existe um incremento no valor da corrente de pico anddica (Al ~ 3,36 pA), na presenga de 1,0 x 10 mol L' de dapsona
em solucdo, o que sugere uma interagdo no processo de oxidagdo da DDS pelo 6xido de platina. O eletrodo ndo
modificado ndo apresentou nenhum processo redox na presenga de DDS no mesmo intervalo de potencial estudado
para o eletrodo modificado.

Em teoria, poderiamos acompanhar a quantificagdo de dapsona monitorando o aumento da corrente de pico anddica
referente a regeneragdo do 6xido de platina. Porém, devido a formagao de diferentes espécies de 0xidos e hidroxidos,
ndo se observa um aumento linear dos valores da corrente de pico anodica com o aumento da concentragdo de dapsona
em solugdo. Desta forma, foi preferivel trabalhar com o monitoramento do pico catédico na quantificacdo de dapsona,
devido a sua melhor definicdo como também maior sensibilidade. Entdo a partir da corrente de pico catodica, foi
construida uma curva analitica para a DDS, onde foi possivel fazer a correlagdo entre a concentragdo de DDS ¢ a
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diminuigdo do pico catédico com linearidade de 5,0 x 10 ®a 9,1 x 10° mol L' com LD de 7,63 x 107 mol L' R =
0,9996.
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Figura 2: Voltametria Ciclica (esquerda), voltametria linear (centro) e curva analitica (direita) para as sucessivas
adigoes de dapsona.

O eletrodo impresso modificado com nanoparticulas de Pt foi aplicado na determinag@o de trés amostras diferentes
contendo DDS em comprimidos e os valores obtidos empregando o procedimento proposto mostraram-se muito
proximos aqueles encontrados tanto pelo método comparativo quanto em comparagdo ao valor nominal apresentado
pelo produto (Tabela 2).

Tabela 2: Valores obtidos pelo método proposto e o comparativo para a determinagdo de DDS em amostras reais.

Farmaco mg DDS /cap.  Método proposto  Método UV-Vis  Err (%)  Err, (%)
Amostra A 100 100,3+ 1,0 100,7+ 1,0 0,3% 0,4%
Amostra B 100 98,7+3,0 100,2+2.0 -1,3% 1,5%
Amostra C 100 100,6 + 2,0 100,3+3,0 0,6% -0,3%

Err, = Erro relativo entre valor encontrado pelo método proposto e o valor rotulado. Err, = Erro relativo entre o valor

encontrado pelo método de referéncia e o método proposto.

Os resultados obtidos para o teste ¢ entre os valores apresentados pelas duas metodologias mostraram valores
inferiores ao ¢ calculado para um nivel de confianga de 95%. Assim, o método proposto pode ser aplicado na determinacéo
de DDS em amostras reais uma vez que nao apresenta grandes diferencas em relagdo ao método comparativo.

CONCLUSOES

Através da modificacdo do eletrodo impresso com nanoparticulas de platina foi possivel a aplicagdo desse sensor
na determinacdo voltamétrica de dapsona em amostras farmacéuticas através da do decréscimo da corrente de pico
catodica, que apesar de menos convencional que se mostrou eficiente, com valores estatisticamente semelhantes ao
método comparativo para as amostras farmacéuticas, mostrando a potencialidade desse método desenvolvido.
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RESUMO: Neste trabalho foram utilizados os polieletrdlitos: cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*Cl)
e ftalocianina tetrassulfonada de niquel (NiTlsPc) na construgdo de filmes pela técnica Layer-by-Layer para o
desenvolvimento de um sensor voltamétrico. Os filmes obtidos foram caracterizados utilizando-se as técnicas de
UV-VIS, AFM e voltametria ciclica. Os espectros de UV-Vis mostraram que a cada bicamada depositada tem-se
aproximadamente a mesma quantidade de moléculas depositadas. As caracterizagoes por AFM mostraram que a
rugosidade média dos filmes (SiPy*CI/NiTsPc)  diminui com o aumento do niimero de bicamadas. Os eletrodos foram
caracterizados utilizando-se a técnica de voltametria ciclica, e determinou-se que o eletrodo de melhor resposta
foi o de duas bicamadas em que a molécula de NiTsPc se encontra na camada externa, pois nesta configuragdo o
processo de transferéncia de carga é facilitado. Utilizando-se a técnica de voltametria de onda quadrada foi possivel
quantificar dopamina com LD de 1,37x10°° mol L.

Palavras-chave: Ftalocianina tetrassulfonada de niquel, LbL, polieletrdlito, silsesquioxano.

INTRODUCAO

Os filmes construidos pela técnica LbL (layer-by-layer), apresentam-se altamente organizados e em escala
nanométrica. A técnica LbL foi primeiramente proposta por Sagiv na década de 80 e mais tarde Decher et al.
reformulou o método proposto por Sagiv, ¢ estendeu o método de construgdo de filmes a qualquer composto que
possa ser solubilizado, baseado na deposigao alternada de camadas de compostos de cargas apostas onde a interagdo
predominante é eletrostatica. Esta técnica se destaca, porque apresenta baixo custo, simplicidade experimental, e
permite combinar muitos compostos como: biomoléculas, complexos inorganicos, polimeros, desde que esses sejam
soluveis em meio aquoso " 2. A principal aplicagdo destes filmes é no desenvolvimento de biossensores e sensores
eletroquimicos.

As ftalocianinas metaladas sdo complexos macrociclicos altamente conjugados apresentam estabilidade térmica
e quimica, solubilidade em agua, atividade redox definida, e sdo semicondutores. Na literatura encontram-se muitos
trabalhos relatando a utilizagdo destes compostos no desenvolvimento de sensores eletroquimicos®. Dentre as
ftalocianinas metaladas, a tetrassulfonada de niquel (NiTsPc) se destaca, pois apresenta atividade redox bem definida.
O polieletrélito cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*Cl) é um composto que apresenta propriedades
interessantes para a construg@o de filmes LbL tais como: solubilidade em agua, alta capacidade de formag@o de filmes
finos, além de ser um trocador i6nico. Desta forma, neste trabalho espera-se que a combinagao destes dois polieletrolitos
na forma de filmes LbL possa propiciar novas propriedades fisico-quimicas de modo a potencializar a aplicagdo destes
materiais como sensor eletroquimico na determinagdo de dopamina (DA).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Foram construidos filmes utilizando os polieletrolitos NiTsPc e SiPy"Cl em duas configuragdes (SiPy*Cl/
NiTsPc) e (NiTsPc/SiPy*Cl), com diferentes nimeros de bicamadas (2 a 24). Os filmes foram depositados sobre
a superficie do substrato FTO (6xido de estanho dopado com flior). Os filmes foram secos entre a deposi¢do de
uma monocamada e outra utilizando jato de ar quente. A Tabela 1 informa o tempo de imersdo, pH, e concentragdes
utilizadas dos polieletrolitos para a construcao dos filmes.

Tabela 1: Parametros utilizados para a construg@o dos filmes LbL a base de SiPy*Cl- e NiTsPc.

Solugdo Concentragdo Tempo de Imersdo pH

NiTsPc 2 mg/mL 5 min. 8
Solugdo de Lavagem  H,O/NaOH 1 min. 8

SiPy*CIl 4 mg/mL 5 min. 3
Solucdo de Lavagem H,O/HCI 1 min. 3

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica


mailto:cleversons.santos@yahoo.com.br

As solugdes dos polieletrdlitos e também a deposigdo das bicamadas em ambas as configura¢des foram monitorados
pela técnica espectroscopica de UV-VIS, utilizando-se o espectrofotdmetro VARIAN modelo Cary 50 Bio. Os filmes
nas duas configuragdes e também o substrato foram caracterizados morfologicamente pela técnica de microscopia
de forga atdmica (AFM) com um microscépio SHIMADZU modelo SPM 9600, pelo modo nio contato. As medidas
eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato p-autolab tipo I1I (autolab/Ecochemie) utilizando-
se uma cela eletroquimica de capacidade de 10 mL contendo trés eletrodos: contra eletrodo de platina de area de 1
cm?, eletrodo de referéncia de Ag/AgCl e eletrodo de trabalho de 0,5 cm? contendo os filmes finos. Inicialmente, os
filmes em ambas as configuragdes foram caracterizados eletroquimicamente utilizando a técnica de voltametria ciclica.
A partir desta técnica, foram realizados estudos em diferentes velocidades de varredura, eletrolitos suporte ¢ pH, na
auséncia e na presenga de espécie eletroativa DA 9,0 x 10 mol L. Para a aplica¢do dos filmes como sensor, utilizou-
se a voltametria de onda quadrada. Para tanto, realizou-se primeiramente estudos de otimiza¢Ges dos pardmetros desta
técnica como: amplitude, incremento e frequéncia. Utilizando-se os parametros otimizados, os filmes foram aplicados
como sensores voltamétricos na determinagdo de DA, na faixa de concentragdo estudada foi de 4,9 x10° a 4,7 x 10
mol L.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As ftalocianinas apresentam duas regides de absor¢ao uma na faixa de 200 a 300 nm, regido que apresenta a
chamada banda Soret, e outra na regido de 500 a 700 nm, referente a banda Q. A regido da banda Q foi a escolhida
para a caracterizacdo das solucgdes, € para o monitoramento da deposi¢do das bicamadas. O polieletrolito SiPy*Cl, ndo
apresenta absor¢do nesta faixa de comprimento de onda. A Figura 1 mostra os espectros referentes aos filmes SiPy"Cl/
NiTsPc e NiTsPc/SiPy"Cl-.

Ts0 w0 60 60 700 70 0 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
() (®)

Figura 1: Espectros de absor¢do na regido do UV-VIS para os filmes (a) SiPy"Cl/NiTsPc (b) NiTsPc¢/SiPy*Cl-, com
diferentes nimeros de bicamadas.

Para ambas as configuracdes de filmes, tanto para a banda referente & forma dimérica quanto para a forma
monomérica foi possivel estabelecer a relacdo entre a absorbancia e o nimero de bicamadas depositadas, e pode-se
observar que a absorbancia aumentou linearmente com o aumento do numero de bicamadas, mostrando que a cada
bicamada depositada tem-se aproximadamente a mesma quantidade de material sendo depositado. Ao analisar os
espectros referentes a configuracdo SiPy"Cl/NiTsPc, pode-se observar que durante as primeiras deposi¢des as bandas
relativas a forma monomérica sdo mais intensas, quando comparadas a outra configuragao, fato que pode ser atribuido
a maior organizac¢ao das moléculas imobilizadas.

Os filmes nas duas configuracdes NiTsPc/SiPy*Cl e SiPy"CI/NiTsPc, foram caracterizados pela técnica de
microscopia de forga atomica (AFM). Observou-se que a rugosidade média dos filmes diminuiu com o aumento do
numero de bicamadas depositadas, fato que pode ser atribuido a adsor¢do das espécies entre os graos (particulas de
oxido) da superficie do substrato, ocasionando uma diminui¢do na rugosidade em ambas as configuracdes. Pode-se
observar que a rugosidade média dos filmes NiTsPc/SiPy*Cl foi maior quando comparada com a rugosidade dos filmes
SiPy"CI/NiTsPc. Isso ocorre provavelmente devido ao fato de que nas primeiras bicamadas deve ocorrer a repulsdo entre
as moléculas de NiTsPc e o substrato de mesma carga. No entanto, 8 medida que mais bicamadas vao sendo depositadas,
a deposicdo comega a ser mais efetiva proporcionando um decréscimo na rugosidade média. Os filmes com diferentes
bicamadas foram também caracterizados utilizando-se a técnica de voltametria ciclica em HNO, 0,1 mol L' (pH 2,5),
na presenca de dopamina 9,0 x 10 mol L. O eletrodo (SiPy"CI/NiTsPc), de duas bicamadas apresentou potencial de
pico anddico em 1,0 V vs Ag/AgCl, referente ao processo de oxidagao da molécula de dopamina, e foi o que apresentou
a maior intensidade de corrente, pois provavelmente a difusdo de ions e a transferéncia de elétrons nesta configuracao
¢ facilitada. Os eletrodos com configuragdo (NiTsPc/SiPy*Cl’), com menor numero de bicamadas apresentaram apenas
corrente capacitiva. No entanto, com o aumento do niimero de bicamadas os eletrodos apresentaram um pico anddico
em aproximadamente 1,2 V vs Ag/AgCl. Porém, quando se compara a corrente obtida com essa configuracdo de
eletrodo com a configuracdo oposta pode-se observar que a intensidade de corrente ¢ menor e os voltamogramas
ndo sdo definidos, o que ¢ uma indica¢do de que a espécie responsavel pelo processo de transferéncia de elétrons €
a molécula de ftalocianina. Estudos em diferentes velocidades de varredura mostraram que o sistema em estudo tem
caracteristica de sistema quasi-reversiveis, pois com o aumento da velocidade de varredura pode-se observar que o
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potencial de pico deslocou-se para potenciais mais positivos e a distdncia entre os potenciais de pico aumentaram em
func¢do do aumento da velocidade. A correlagdo entre a corrente de pico anddica e a raiz quadrada da velocidade de
varredura foi linear, informando que o processo de transferéncia de elétrons ¢ controlado por difusao.

Como o objetivo deste trabalho ¢ aplicar o eletrodo como sensor eletroquimico foi utilizada a técnica de voltametria
de onda quadrada (SWYV) por ser uma técnica mais sensivel do que a voltametria ciclica. Apo6s as otimizagdes dos
parametros envolvidos na técnica como incremento 2 mV, frequéncia 20 Hz e amplitude 40 mV, foi possivel obter a
curva analitica, e obteve-se um limite de detecg¢do de 1,37 x 10°mol L. O limite de detecgdo é superior ou esta na
mesma faixa de eletrodos semelhantes a este encontrados na literatura*, e o mesmo pode ser aplicado como sensor
eletroquimico para a determina¢do de DA em farmacos.

3,0x10° 5 2,8x10°

_3'3 i 135"“" L (SiPy'CIINITsPc), | R=0,9985
2500% 39110, 24x10°
20x10°—— 19%10°

24x10° 2,0x10°

1,5x10°{——29x 10+

z 33x10* 2 1ex10°
2 10x10°{—38x10" =
= —a43x10" 1,2x10°
5,0x10°—4.7x10*
— 8,0x10°
0,04
4,0x10°
-5,0x10° T T T T T T T
00 02 04 06 08 10 12 14 16 0 0,0001  0,0002 0,003 00004 0,0005
Evs Ag/AgCI [DA] mol L
Figura 2: (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos a partir do filme (SiPy*CI/NiTsPc), /= 20 Hz, a=

40 mV, AEs = 2 mV, em solugdo de HNO, 0,1 mol L', pH 2,5, (b) Correlagdo entre a corrente de pico em fungdo da
concentragdo de DA.

CONCLUSOES

Os espectros de UV-VIS confirmaram que a cada bicamada depositada obtém-se aproximadamente a mesma
quantidade de material sendo depositada. Estudos de voltametria ciclica indicaram que a espécie responsavel pelo
processo de transferéncia de carga é a molécula de NiTsPc, e apontaram que o eletrodo de melhor resposta na presenga
de DA € o que possui a configuragdo (SiPy'CI'/NiTsPc),. Este sistema apresentou caracteristicas de processos quasi-
reversiveis. Utilizando-se a técnica de voltametria de onda quadrada foi possivel quantificar concentragdes de DA, e
obteve-se um limite de detecg¢do de 1,37 x 10 mol L.
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RESUMO: Recentemente, o interesse no emprego de materiais nanoestruturados como suporte para TED de enzimas
tem sido crescente. No presente trabalho foi realizado estudo sobre o percentual de Transferéncia Eletronica Direta
(TED) e Mediada (TEM) da enzima HRP sobre materiais baseados em Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas
(MWCNT, do inglés Multiwalled Carbon Nanotubes), nanoparticulas de ouro (AuNP) e monocamadas auto-organizadas
de mercapto-piridina (MPD). Com proposito comparativo foram confeccionados trés substratos para imobilizagdo
da Enzima HPR: (Substrato 1) MWCNT, (Substrato 2) MWCNT/AuNP e (Substrato 3) foi constituido de MWCNT/
AuNP/MPD. Para cada modificador, apos a imobiliza¢do da HRP, foram realizadas medidas com Eletrodo de Disco
Rotativo e amperometria. Através destes estudos ficou evidente o aumento da TED de 50% no MWCNT/HRP para 98
% no eletrodo modificado com MWCNT/AuNP/MPD/HRP. Tais resultados demonstram que os eletrodos modificados
explorando a sinergia dos nanotubos de carbono, nanoparticulas de ouro e monocamada de mercaptopiridina
apresentam-se como excelentes materiais para se explorar a TED para a enzima HRP.

Palavras-chave: Horseradish Peroxidase, materiais nanoestruturados, TED e TEM

INTRODUCAO

Um biossensor pode ser definido como um sensor que utiliza um material bioldgico (enzimas, anticorpos, antigenos,
DNA, etc.) imobilizado a um transdutor que ira converter um sinal bioldgico em um sinal mensuravelt'!. A utiliza¢do de
um elemento bioldgico permite fazer uso da seletividade inica das biomoléculas para espécies alvo, fazendo com que
ocorra uma significante diminuic¢@o na leitura de interferentes. O sinal traduzido no biossensor € resultante da reagdo
entre o material de bio-reconhecimento e o analito alvo (por oposi¢do ao sinal obtido num eletrodo classico que provém
diretamente da reag@o do analito com este).

Para a melhora da sensibilidade dos biossensores e eletrocatalise do processo, eletrodos sdo modificados com filmes
de biomoléculas, nanoparticulas, polimeros condutores, entre outros. Os polimeros condutores e nanomateriais tém
sido amplamente utilizados no desenvolvimento destes sensores devido a versatilidade de suas propriedades fisicas ¢
quimicas 2,

Neste contexto, os nanotubos de carbono (CNT) tém surgido como uma nova classe de nanomateriais que tém
despertado consideravel interesse nos Gltimos anos na preparagdo de modificadores de superficies de eletrodos devido
a sua elevada area superficial, alta condutividade elétrica e estabilidade quimica, que quando em conjunto com as
outras espécies modificadoras potencializam a detec¢do dos mais diversos analitos.

Por sua vez, dentre os principais materiais utilizados como base para o desenvolvimento de sensores encontram-
se tradicionalmente o carbono vitreo, grafite pirolitico, pasta de carbono e grafite compdsito, podendo ainda ter suas
superficies modificadas com enzimas redox, tais como tirosinase, lacase e peroxidase quando o propdsito ¢ desenvolver
biossensores.

O uso de enzimas Oxiredutases como modificadores tem sido muito comum em construgdo de biossensores
amperométricos porque as mesmas catalisam uma reagdo quimica redox, envolvendo uma etapa de transferéncia
eletronica de seu proprio ciclo natural contudo sdo raros os trabalhos de caracterizacdo da TED e TEM para os
biossensores desenvolvidos. A enzima Horseradish Peroxidase (HRP) catalisa a oxida¢do de uma variedade de
compostos inorganicos e organicos na presenga de peroxido de hidrogénio através de seu sitio ativo protoporfirinico. &

O ciclo catalitico das peroxidases pode ser descrito através das seguintes equagoes:

HRP (Fe*") + HZO2 _, HRP-I+ HZO (1)
HRP-1+AH, _ HRP-II + *AH )
HRP-II + AH, HRP (Fe*) + *AH+H,0 (3)
onde HRP-I e HRP-II sdo intermedidrios oxidados da enzima, AH, € o substrato redutore *AH ¢ um radical livre.
Na primeira etapa, a enzima reduz o peréxido formando um composto oxidado intermediario (HRP-I) de elevado
estado de oxidagdo. A forma oxidada da enzima ¢ entdo, reduzida a sua forma nativa em duas etapas, sendo que em
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cada etapa uma substéancia orgénica ¢ oxidada, podendo este processo ocorrer de forma direta ou mediada.

Na transferéncia de elétrons direta (TED) as formas oxidadas da enzima s@o reduzidas por elétrons doados do
proprio eletrodo. Ja na transferéncia mediada (TEM) de elétrons, a enzima recebe elétrons de substancias doadoras
(AH,), que podem ser fendis, aminas aromaticas, ou ferrocenos.

Na presenca de uma substancia doadora de elétrons a enzima é regenerada ¢ as espécies *AH formadas sdo
reduzidas eletroquimicamente no eletrodo, resultando em uma corrente de reducdo proporcional a concentracdo da
substancia doadora.

Desta forma os fenois, tais como a dopamina podem atuar como doadores de elétrons na reag@o da peroxidase com
peroxidos, sendo este o principio da utilizagdo de eletrodos modificados com peroxidase para a detecgdo de espécies
fendlicas em células eletroquimicas.™

A sensibilidade dos biossensores a base de peroxidase para a determinacdo de fenol ¢ limitada pela corrente
produzida pela transferéncia de elétrons direta entre a enzima e o eletrodo na presenga apenas de peroxido, sendo
interessante uma diminuigdo neste processo para aumentar a sensibilidade do biossensor para fenol. Neste sentido, o
estudo da cinética de TED e TEM da HRP sobre novos materiais de eletrodo ¢ fundamental para se aperfeicoar os mais
diversos biossensores a base desta enzima.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos eletroquimicos foram conduzidos em uma cela eletroquimica de trés compartimentos com a
utilizagdo de trés eletrodos sendo eles: eletrodo de carbono vitreo (Area = 0,071 cm?), de Ag/AgCl (NaCl 3 molL") e
de Pt, como eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente. As medidas eletroquimicas foram realizadas
em um Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT 128N e as medidas Hidrodindmicas de Eletrodo de Disco
Rotativo foram conduzidas em um Rotatério PINE modelo AFMSRCE. Todas as solu¢des foram preparadas com
reagentes de grau analitico e agua purificada em ultrapurificador GEHAKA (18MQ)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram conduzidos voltamogramas lineares para o eletrodo modificado com MWCNT/HRP sob
diferentes velocidades de rotagdo do eletrodo em tampao fosfato pH 7 e uma concentragdo de peroxido de 200pumolL!
(Figura 1). Este estudo produz duas informagdes de extrema importancia relacionadas a viabilidade dos estudos de
quantificagdo da TEM e TED: (1) a corrente de reducdo do peréxido de hidrogénio € proporcional a velocidade de
rotagdo do eletrodo e (2) o eletrodo modificado apresenta estabilidade mesmo sob condi¢des hidrodindmicas.

40 05 00 05
E/Vvs AgAgQl

Figura 1. Voltamogramas linear para eletrodo de carbono vitreo modificado com MWCNT/HRP em 200 umolL™" H,0,
em diferentes velocidade de rotagdo do eletrodo.
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Figura 2. Medidas de Amperometria com eletrodo de disco rotatorio modificado com MWCNT/HRP em 200 pmolL!
H,0O, em diferentes velocidade de rotagdo do eletrodo.
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Na Figura 2 s8o apresentados amperogramas sob diferentes velocidades de rotagdo do eletrodo (= 0, 100, 200,
400, 600 e 900 rpm) na presenga de 200 pmolL" de H,O,. Conforme pode ser observado, a medida que a velocidade
de rotagdo do eletrodo aumenta ha uma maior corrente catodica referente a reducéo do peroxido de hidrogénio. Neste
sentido, foram plotados os Graficos de Levich e Koutecky-Levich (Figura 3) com o propoésito de avaliar a existéncia

de controle cinético no experimento realizado.
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Figura 3. (a) Grafico de Levich referente aos dados da Figura 2, (b) Grafico de Koutecky-Levich para eletrodo
modificado com MWCNT/HRP: 100umolL!; 200pumolL!; 300umolL!; 400pumolL! e 500pmolL"! (¢) Dependéncia
dos interceptos dos graficos de Koutecky-Levich com a concentracio de perdxido na auséncia e presenca de dopamina.

O comportamento linear obtido na Figura 3b-c estdo em concordancia com a Equacdo de Koutecky-Levich, de
forma que ¢ possivel extrair os pardmetros cinéticos para a cinética direta e direta-mediada:

=1+

onde I, e I (I,=0,62nFAD**wv""c*) representam as correntes cinética e difusional, respectivamente.

A andlise dos dados foi conduzida explorando duas abordagens diferentes: (a) Mecanismo de transferéncia
eletronica direta e (b) mecanismo de transferéncia eletronica direta e mediada ocorrendo simultaneamente. Na primeira
abordagem a reducgdo de peroxido ¢ conduzido pela enzima e a redug@o do sitio ativo da enzima ocorre diretamente
sobre o eletrodo conforme a seguir:

HRP(Fe*") + H,0, — Composto I + H,0, k,
Composto I + 2"+ 2H" — HRP(Fe*) + H,0, k,
onde k, e k_representam as constantes de velocidade referente as etapas 1 € 2, respectivamente.

Para tal abordagem, a I, € dada por:
11k= InFEDET1k1c*+1ks

Para a segunda abordagem, a reducdo de perdxido também ¢ conduzido pela enzima, contudo a redugdo do
sitio ativo da enzima ocorre diretamente sobre o eletrodo bem como indiretamente mediante uma molécula doadora
(neste caso usamos a DA) conforme o mecanismo a seguir:

HRP(Fe*") + H,0, — Composto I + H,0, k,

Composto I + 2"+ 2H" — HRP(Fe*) + H,0, k,

Composto I +DA + H"— Composto I + DA*, k,

Composto II + DA + H" —HRP + DA*+ H,0, k,
DA*+e — DA

Para a segunda abordagem, a I, € dada por:
11k= 12Fn1ETotal1k1c*+1k3[DA]
Com base nas expressdes para corrente cinética anteriores para TED e TED/TEM foram estimados os percentuais
de TED e TEM para os materiais confeccionados sendo obtido respectivamente: 50% de TED para MWCNT/HRP,
Através de estudos amperométricos e voltametria hidrodindmica, ficou evidente o aumento da TED de 50% para
98 % no eletrodo modificado com a piridina e nanoparticulas de ouro. Tais resultados demonstram que os eletrodos
modificados de tal forma apresentam-se como excelentes materiais para se explorar a TED para a enzima HRP mediante
um bloqueio mais eficiente da TEM sobre materiais nanoestruturados.
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RESUMO: Neste trabalho é descrito o desenvolvimento e aplica¢do de uma plataforma nanoestruturada a base de
dcido ferulico(AF), um novo mediador redox, e nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) com foco na
oxidagdo eletrocatalitica da nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH). O AF foi eletrodepositado in situ sobre
eletrodo de carbono vitreo modificado com MWCNT e um sistema quinénico (E°=0,18 V vs. Ag/AgCl) foi obtido a
partir da oxidagdo irreversivel do grupo funcional hidroxila do AF. A plataforma foi caracterizada por voltametria
ciclica e cronoamperometria. Assim, foram obtidos os valores do coeficiente de difusdo (D, ,,, =4,49x10° cm’ s7) e
constante catalitica da reagdo (k_=5,57x10° L mol” s') para a NADH. Apés otimizagdo, o sensor apresentou em
rela¢do a NADH um potencial de detec¢ao (0,2 V vs. Ag/AgCl), uma faixa linear de resposta (1-20 umol L), limite de
detecgdo (0,092 umol L), sensibilidade (0,29 WA L pmol?) e tempo de resposta (0,2 s).

Palavras-chave: Acido Feriilico, MWCNT, NADH, Eletrodo Quimicamente Modificado, Eletrocatalise

INTRODUCAO

A nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) ¢ uma coenzima bastante estudada devido a grande quantidade de
enzimas desidrogenases que dependem do processo redox da mesma, e devido a sua importancia como transportador
de elétrons em células vivas. Atualmente sabe-se que existem cerca de 250 enzimas que dependem da NAD(H) e 150
NAD(P) [1].

Problemas como oxidagdo, substincias interferentes e envenenamento do eletrodo eram comumente observados
em eletrodos contendo enzimas desidrogenases devido a necessidade de aplicacdo de potenciais elevados. Uma
das estratégias usadas para diminuir o potencial aplicado foi a utilizagdo de mediadores redox imobilizados sobre a
superficie do eletrodo.

Estudos com énfase na oxidagdo eletrocatalitica de NADH tém atraido consideravel atengdo em anos recentes.
Estes mediadores incluem quinonas [2] e recentemente os nitroderivados [3], entre outros. Por outro lado, alguns
desses catalisadores apresentam uma série de limitagdes como baixa sensibilidade e estabilidade, reprodutibilidade ou
modestas constantes de velocidade. Assim, ha uma busca continua por novos dispositivos que possam contornar tais
problemas.

Por essa razdo, o presente trabalho langa mao de um novo mediador redox, o acido fertlico (AF), acido-4-hidroxi-3-
metoxicindmico. AF ¢ um fenol muito encontrado no tecido de plantas. Este acido € um constituinte bioativo de muitos
alimentos, tais como, grios, frutas citricas, banana, brocolis, entre outras. Além de ser aprovado como um aditivo
conservante/antioxidante no Japao, seu sal de sodio ¢ usado na China para o tratamento de doengas cardiovasculares
e cerebrais [4].

Apesar de possuir uma estrutura quimica relativamente simples, viabilizando-o como um bom candidato a
mediador, o AF possui subunidades estruturais quimicas estratégicas. Estas subunidades podem desempenhar papéis
fundamentais na confecg@o e 6timo desempenho de um eletrodo quimicamente modificado:

I O grupo carboxila ¢ fundamental, pois pode permitir a conex@o da enzima requerida;

II) A dupla ligagdo permite a conjugagdo entre a parte aromatica ¢ a carboxila ajudando a estabilizar espécies
transientes formadas, o que ¢ importante, pois diminui o sobrepotencial de oxi-redu¢éo;

1) O anel aromatico, altamente conjugado pode estabilizar radicais e cations formados,
possibilitar ainda a formag@o de polimeros e conferir alta estabilidade;

V) A hidroxila fenélica localizada na posigdo para conjugada com II e I, pode perder elétrons
de forma relativamente facil, para constituir um possivel par redox;

V) A metoxila em posigdo orto a hidroxila possui pares de elétrons ndo ligantes e, portanto, em
conjugacao com possiveis espécies deficientes em elétrons que se formam a partir da hidroxila, torna-se
um bom nucleéfilo, que, carregado positivamente, sofre ataque nucleofilico por uma molécula de agua,
com quebra do éter e formagdo de uma orto-quinona.

Neste sentido, descreve-se pela primeira vez, o desenvolvimento de uma nova plataforma
nanoestruturada funcionalizada com AF eletrodepositado em nanotubos de carbono de paredes multiplas
(do inglés MWCNT) para detecgdo eletrocatalitica de NADH. O eletrodo modificado ECV/MWCNT/
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AF foi caracterizado usando as técnicas voltamétricas e cronoamperométricas com intuito de obter os
parametros cinéticos e analiticos tanto na auséncia quanto na presenga de NADH.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Alumina dispersa de 1,0, 0,5 e 0,3 pm de didmetro (Fortel) foi utilizada para polimento da superficie do eletrodo de
carbono vitreo (ECV). Nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) (>95%, 10-20 nm de didmetro, 5-20
pm de comprimento NanoLab, Inc. Brighton) foram dispersos em dimetilformamida (DMF, Nuclear). O eletrodo foi
modificado utilizando 5 pL da mesma dispersdo de nanotubos citada anteriormente, sendo que esse volume final foi
distribuido em 5 aliquotas de 1,0 uL. A cada adi¢do o sistema foi deixado em estufa a 80 °C por 10 minutos. O ECV/
MWCNT foi imerso em uma solug@o de AF, sendo a concentragéo 6tima a 0,4 mmol L (tampao fosfato, pH=4,5). Em
seguida, a espécie eletroativa foi eletrogerada, sistema quindnico, sobre a plataforma ECV/MWCNT por um processo
de eletrodeposi¢do. Os experimentos eletroquimicos foram conduzidos numa célula eletroquimica (com capacidade
de 10 mL) e utilizando-se um eletrodo de prata cloreto de prata (Ag/AgCl) como referéncia e um fio de platina como
eletrodo auxiliar. Oxigénio foi removido pelo borbulhamento de nitrogénio através da solugdo por ao menos 10 min. As
medidas eletroquimicas foram realizadas em potenciostato/gavanostato modelo PGSTAT-30 de Autolab Echo chemie
(Utrecht, Holanda).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Processo de ativagdo do acido fertlico sobre ECV/MWCNT

O AF foi eletrodepositado in situ sobre ECV/MWCNT através de sucessivas varreduras de potencial no sentido
anddicocom £ =-0,25V e E, = 0,575V vs. Ag/AgCl (10 ciclos, v = 0,02 V s™') (Figura 1A). Em seguida, o ECV/
MWCNT/AF obtido foi lavado e imerso em uma nova solu¢do tampao. Assim, foi possivel observar a formagdo de
um sistema quindnico (Figura 1B), Ia/Ic, com E=0,18 V vs. Ag/AgCl (3M), a partir da oxidagdo irreversivel do grupo
funcional hidroxila do AF (Ila) e um pico catddico Ilc, sendo que, tanto o pico Ila quanto o Ilc desaparecem quando o
eletrodo ¢é lavado e transferido para uma nova solugdo tampao isenta de AF (Figura B). A formag&o do pico Ia/lc s6 ¢
possivel devido o acido ferulico ter seu grupo metoxila quebrado e convertido a carbonila, formando assim, o sistema
orto-quinona, como mostrado no mecanismo proposto (C)[5].

©
(A)

Figura 1. (A)Voltamogramas ciclicos (VCs) para a eletrodeposicdo e ativagao do ECV/MWCNT com acido feralico
0,4 mmol L', em PBS 0,1 mol L', pH 4,5 ¢ v=0,020 V s"'. (B) VC do eletrodo ECW/MWCNT/AF em PBS 0,1 mol
L, pH 7,0. (C) Proposta de mecanismo de ativagdo do AF sobre 0o ECV/MWCNT.

Oxidagdo eletrocatalitica de NADH pelo MWCNT/AF, estudos cronoamperométricos, EDR e analitico

Para verificar a atividade eletrocatalitica do ECV/MWCNT/AF na presenca de NADH, alguns ensaios foram
realizados. A Figura 2A mostra os voltamogramas ciclicos para um eletrodo modificado em PBS 0,1 mol L' (pH
=7,0),comkE, . =-0,1 VekE =0,5Vvs. Ag/AgCl, na auséncia e na presenca de NADH. Apés adigao de NADH a
solugdo (Fig. 2A), o pico de oxidagdo aumenta significativamente e o pico de redugdo do mediador diminui na presenca
de NADH, indicando, portanto, uma eletrocatalise eficiente. Na auséncia de AF, o sistema ECV/MWCNT apresenta
um alto potencial de deteccdo [2] quando comparado ao ECV/MWCNT/AF essa diferente ¢ de aproximadamente
200 mV vs. Ag/AgCl, apresentando, portanto, um efeito sinérgico entre 0o MWCNT e AF. Além disso, a oxidagdo
catalitica de NADH pelo MWCNT/AF foi também estudado pelo método cronoamperométrico de duplo salto de
potencial com E, .. =0,2 Ve E, =-0,1V vs. Ag/AgCl (Fig. 2B). Assim, a partir dos cronoamperogramas € usando a
equacdo de Cottrel [6], o coeficiente de difusdo do NADH foi determinado para 0 MWCNT/AF e apresentou um valor
de 4,49x10° cm? s! para 0o NADH. Este valor esta proximo dos valores reportados na literatura [2,3]. Para uma melhor
avaliag@o quantitativa do comportamento eletrocatalitico da oxidagdo de NADH frente ao ECV/MWCNT/AF, medidas
cinéticas foram realizadas em diferentes concentragdes de NADH, em varias velocidades de rotagdo  (rad s™'). Estes
experimentos foram realizados em tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) e uma velocidade de varredura fixa de 5 mV s!
(Fig. 2C). A partir dos graficos de Koutecky-Levich (Fig. 2D) e usando sua respectiva e bem conhecida equacdo para
reagdes cataliticas empregando eletrodos contendo mediadores de elétrons [6], calculou-se a constante catalitica, x_,
do processo reacional entre a NADH e eletrodo modificado, a qual apresentou um valor de 5,77x10° mol! L ™.

t
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Figura 2. (A) voltamogramas ciclicos para 0 ECV/MWCNT/AF na auséncia e presenca de NADH, v =2 mV s
(B) Curvas I-t obtidas pela técnica de cronoamperometria de duplo salto de potencial em PBS 0,1mol L', pH 7. (C)
Curvas de polarizagdo obtidas para oxidagdo eletrocatalitica de NADH, 0,2 mol L' e v =5,0 mV s™'. (D) Graficos de
Koutecky-Levich da Fig.2C.

Caracterizagao analitica e aplicag@o do sensor proposto

Apos a otimizagdo dos parametros operacionais, com o objetivo de se obter uma curva analitica para o sensor
desenvolvido, estudos amperométricos para deteccdo e quantificacdo de NADH foram conduzidos em diferentes
concentragdes do analito com £ getcecio — 052 V Vs, Ag/AgCl, em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L' e pH 7,0 (Fig. 3). O
sensor proposto apresentou uma ampla faixa de resposta linear de 1,0 a 20,0 pmol L' (insert da Fig. 3), que pode ser
expressa de acordo com a seguinte equacao:

Alp/nA =0,29 (+0,01) + 0,12 (+0,01) [NADH] / umol L™

com um coeficiente de correlagdo de 0,999 (para n=20).

A sensibilidade obtida de 0,12 pA L pmol! foi melhor que em outros trabalhos descritos na literatura. A boa
sensibilidade pode ser atribuida a eficiéncia da transferéncia eletronica entre AF eletrodepositado sobore MWCNT
e NADH. Um limite de detec¢do de 0,092 pmol L' foi determinado, usando 3o/b, sendo ¢ o desvio padrdo para 10
amperogramas do branco, determinado de acordo com as recomendagdes da IUPAC. Além disso, o tempo de resposta
do sensor é muito curto, alcangando 100% de maximo da sua resposta em 0,2 s.

CONCLUSAO

Neste trabalho foi demonstrado de forma simples o uso de um MWCNT/AF para a determinagéo eletrocatalitica
de NADH. O sensor desenvolvido possibilita detectar e quantificar NADH de forma mais precisa, rapida e estavel,
portanto, tornando-se uma alternativa em potencial para o desenvolvimento de biossensores a base de enzimas NADH
dependentes.
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RESUMO: Este trabalho apresenta a otimizagdo do preparo bem como a caracterizagdo da formagdo de monocamadas
auto-organizadas (SAM) do acido mercaptoundecanoico (AMU) sobre a superficie de eletrodos de ouro. Foram feitos
também estudos da imobilizacdo de antigenos de Leismhania chagasi (agente etiologico da leishmaniose visceral)
sobre a monocamada do tiol. O eletrodo de ouro foi modificado empregando diferentes tempos de adsor¢do bem como
empregando varias concentragoes do AMU. A caracterizagdo da SAM foi feita através das técnicas de voltametria
ciclica e redugdo dessortiva. Apos formacgdo em disco de ouro, a SAM foi ativada através de uma mistura contendo
N-etil-N-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N- hidroxisuccinimida (NHS). Posteriormente, foi realizada
através da técnica de SPR a imobilizacdo de diferentes concentragoes dos antigenos.

Palavras-chave: SPR, monocamadas auto-organizadas, Leishmania chagasi.

INTRODUCAO

Sensores quimicos sdo dispositivos que transformam uma informagdo quimica, em um sinal analitico util . Uma
subclasse de sensores quimicos sdo os biossensores, os quais combinam a sensibilidade, como indicado pelo baixo
limite de detecgdo, com transdutores de alta especificidade para reconhecimento de processos biologicos. Classicamente
existem diferentes classes de biossensores, sendo o imunossensor uma das classes, a qual explora a capacidade de um
anticorpo em reconhecer o seu antigeno [, podendo a superficie sensora ser construida através da imobilizacao do
antigeno ou do anticorpo.

A metodologia de imobilizagdo de biomoléculas é essencial uma vez que a espécie a ser imobilizada deve manter
suas propriedades de reconhecimento. Assim, o emprego de monocamadas auto-organizadas (SAM, do inglés Self-
Assembled Monolayer) como fase inicial para constru¢do de biossensores tem proporcionado maior sensibilidade
e estabilidade a esses sistemas preservando as propriedades das moléculas imobilizadas. Este tipo de modificacdo
emprega camadas monomoleculares que exibem uma alta organizacdo ¢ que sdo formadas espontaneamente como
consequéncia da imersdo de uma superficie solida em solugdo constituida de moléculas anfoteras. Nos ultimos anos a
formagdo das SAMs através da adsorgdo irreversivel de alcanos funcionalizados sobre superficies metalicas cresceu
muito. Apesar de uma grande variedade de alcanos funcionalizados e de superficies metalicas terem sido examinadas,
o grupo mais empregado e estudado ¢é, indubitavelmente, de tidis sobre superficies de ouro.

A ativagdo de grupos funcionais terminais da SAM ¢ um procedimento muito utilizado para imobilizagdo
covalente de proteinas sobre a superficie sensora. Um exemplo comum ¢ a utilizagdo de uma mistura contendo um
agente de acoplamento, como o N-etil-N-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) com um auxiliar como a N-
hidroxisuccinimida (NHS)® para gerar um éster NHS susceptivel ao ataque de grupos nucleofilicos presentes nas
proteinas.

Recentemente, imunossensores baseados na técnica de ressonancia de plasmon de supeficie (SPR, do inglés surface
plasmon resonance) foram desenvolvidos para quantificacdo da interagdo especifica entre antigenos e anticorpos na
superficie sensora. A técnica de SPR apresenta resposta diretamente relacionada com o indice de refragdo no meio,
tornando possivel a detecgdo de analitos em meios bioldgicos complexos com alta especificidade e seletividade,
permitindo analises em tempo real, além do mais, a presenca de analitos pode ser determinada diretamente sem
utilizagdo de moléculas marcadoras.

Devido a essa grande capacidade para avaliagdo de processos em interfaces e superficies, a construgdo de
biossensores através da técnica SPR tem se tornado altamente atraente clinicamente, pois, este pode consistir no
primeiro passo para a cria¢do de uma nova metodologia para diagnosticos clinicos.

A leishmaniose visceral (LV), ou calazar, ¢ uma doenga cronica grave, potencialmente fatal para o homem,
cuja letalidade pode alcancar 10% quando ndo se institui o tratamento adequado. No Brasil, o agente etiologico é a
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Leishmania chagasi 1. No ambiente doméstico, o cao ¢ considerado um importante hospedeiro e fonte de infec¢édo
para os vetores.

Neste contexto, o presente trabalho apresenta a otimizacdo do preparo bem como caracterizagdo da etapa inicial
de formagdo de SAM do acido mercaptoundecanodico (AMU) sobre a superficie de eletrodos de ouro, bem como a
etapa inicial de constru¢do de um imunossensor através da imobilizacdo de antigenos soluveis de L. chagasi sobre
discos de ouro, incluindo os estudos cinéticos e termodinadmicos relacionados a diferentes concentragdes dos antigenos
imobilizados.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As medidas voltamétricas foram realizadas em um Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT 128N. Para
essas medidas foram utilizados os eletrodos de Au (0,071 cm?), de Ag/AgCl (NaCl 3,0 mol.L!) e de Pt, como eletrodos
de trabalho, referéncia e auxiliar, respectivamente. As medidas dpticas do dngulo de SPR foram obtidas através de um
AUTOLAB SPRINGLE, no qual a parte dptica do sistema é composta de um prisma e de um disco de vidro recoberto
com um fino filme de ouro. Como fonte de radiacdo foi empregado um laser de He-Ne (com emissdo em 670 nm) e
a intensidade da luz refletida foi medida através de um detector de fotodiodo. A configuragdo utilizada ¢ baseada na
reflexd@o interna total atenuada (configuracdo de Kretschman). Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau
analitico. Os antigenos soluveis de formas promastigotas de Leishmania chagasi da cepa BH 46 foram cedidos pelo
laboratoério de Imunopatologia da Universidade Federal de Ouro Preto.

Inicialmente, foram feitas modificagdes do eletrodo de ouro empregando diferentes tempos de adsor¢do bem como
empregando varias concentracdes do AMU. A caracterizacao foi feita através das técnicas de voltametria ciclica e
reducdo dessortiva. Apos otimizagao da preparagdo e caracterizagdo da monocamada através das técnicas voltamétricas,
o disco de ouro foi imerso em uma solug¢do contendo 0.5 mM MUA durante 24 horas. Apds formacdo da SAM, a
ativagdo de sua superficie foi feita utilizando uma mistura contendo 100 mM EDC e 150 mM NHS durante 20 minutos.
Posteriormente, foram injetados os antigenos de L. chagasi diluidos em tampao HBS-EP sobre a superficie, durante
aproximadamente 30 minutos. Apds cada uma das etapas anteriores, a superficie sensora foi lavada tampao HBS-EP
com a finalidade de remover espécies fracamente adsorvidas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

AFigura 1 ilustra o comportamento eletroquimico observado para a interagao entre as sondas redox hexacianoferrato
de potassio (Fig. (A)) obtidas em diferentes tempos de adsor¢do do AMU bem como os respectivos voltamogramas
lineares referentes a redugéo dessortiva para os mesmos tempos de interagdo entre a sonda ¢ o material eletrodico (Fig.

(B).

Figura 1. (A) Voltamogramas ciclicos para eletrodo de ouro modificado com AMU obtidos em ferricianeto e KCl apos
varios tempos de modifica¢do. (B) Redugdes dessortivas para eletrodo de ouro modificado com AMU obtidas apos
varios tempos de modificagdo através da técnica de voltametria de pulso diferencial em KOH. O Branco foi obtido em
eletrodo de Au limpo.

Em tempos de interagdo superiores a 24 horas ndo foram verificadas variagdes significativas na corrente de redugéo
dessortiva para o AMU. Por outro lado, a Fig. 1 (A) deixa evidente que a partir de tempos de interagdo superiores a 8
horas a SAM de AMU apresenta excelente supressdo dos processos redox da sonda eletroquimica empregada mesmo
com a cobertura parcial da superficie eletrodica. Tal resultado deve estar associado com a natureza anionica da SAM de
AMU bem como do hexacianoferrato. Tais resultados indicam que o processo de adsor¢do das SAM investigada ocorre
de forma rapida de forma a alcangar uma cobertura de superficie elevada seguindo-se por uma etapa lenta de rearranjo
molecular conforme proposto a seguir:

1 etapa Aut+Ads [ Au-Ads
2 etapa Au-Ads [ Au-Ads*
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Onde Au representa o sitio de adsor¢do, Ads ¢ o tiol, Au-Ads representa a monocamada desorganizada ¢ Au-
Ads* representa a SAM no seu estado final organizado. A partir do modelo proposto a seguinte equagdo de ajuste foi
desenvolvida:

O=A (1 —exp (—Kobs’lt)) + A2(1 —exp (—kobs’z))

Onde A e A, sdo:
= -KaC (Kt - Kobs,l/(Kobs,l
-KC(K -K, /(K

obs,?2’

- Kobs,Z) Kobs,l
Kobs,Z) K

Al
AZ obs,1 - obs,2

A partir do ajuste ndo-linear da equagdo representante do modelo aos dados de reducéo desortiva foi obtido os
sequinte valor de constante de associagdo, ka = 2,08 L mol''s!, que estd em excelente concordancia a literatura .

Por fim, como propésito de investigar a capacidade da SAM de AMU referente & imobilizagdo do antigeno L.
Chagasi bem como os processos de associagdo e dissociagdo do mesmo foi empregada a ressonadncia de plasmon
de superficie (Figura 2). Conforme pode ser observado, a técnica de SPR ¢ extremamente sensivel ao processo de
adsor¢ao bem como ao processo de dessor¢do do antigeno apos lavagem do excesso de superficie com tampao HBS-
EP (Figura 2(A)). Na Figura 2(B), por sua vez, sdo apresentados os sensorgramas para diferentes concentragdes de
antigeno e, pode ser observado que o aumento na concentragdo do antigeno ¢ acompanhada pelo aumento do angulo
de plasmon de superficie como resultado do aumento do indice de refracdo local na superficie do disco sensor devido
a presenga de moléculas na superficie. Tal resultado ¢ indicativo da grande eficiencia da SAM confeccionada em
imobilizar o antigeno da L. Chagasi uma vez que ndo foram obsevadas variagdes de angulo de SPR para a proteina na
auséncia da SAM.

500 250
A —— 10 gmL” B
400 200{ —18 pgmL'l
Injegéo de HBS-EP ——— 30 pgmL
@ njecao de g 150] —0 i
S 3004 ) o 50 pgmL”
© Injegdo do antigeno ?
g’ da L. Chagasi 100
£ 200-] -
g % 50
100 g
S 04
04 Associagio Dissociagao
T T T T T T .50 i . ; . i i
0 500 1000 1500 2000 2500 0 400 800 1200 1600 2000
Tempo/s Tempo/s

Figura 2. (A) Sensorgrama referente a associacdo e dissociacdo do antigeno L. Chagasi sobre SAM de acido
mercaptoundecandico previamente ativada em EDC/NHS ([L. Chagasi]=50 ugmL"') e (B) Sensorgramas referentes a
associagéo do antigeno L. Chagasi a partir de solugdes de diferentes concentragdes: 10 ugmL'; 18 pgmL; 30 ugmL';
40 pgmL! ¢ 50 pgmL!.

CONCLUSOES

Do exposto, fica evidente que a investigacdo prévia de parametros como tempo de adsor¢édo ¢ concentracdo de AMU
¢ de fundamental importancia como para a confecgdo de SAMs, proporcionando maior sensibilidade e estabilidade
para a fase inicial de construgdo do imunossensor. Verificou-se também que a técnica de SPR mostrou ser sensivel as
variag0des das concentrag¢des de antigenos imobilizados, sendo uma perspectiva muito grande para estudos clinicos com
as amostras biologicas em estudo.
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RESUMO: Farmacos encontrados no meio ambiente mesmo em baixas concentragées na faixa de ug L' e ng L' podem
causar problemas ambientais e de saude publica, por estas substdncias serem biologicamente ativas. Por este motivo,
a busca de métodos instrumentais para determinagdo destes tém sido grande alvo dos pesquisadores. Neste trabalho
foi escolhido o farmaco captopril que é considerado um dos anti-hipertensivos mais utilizados no tratamento de
insuficiéncia cardiaca. O objetivo do trabalho foi realizar a andlise voltamétrica de captopril, empregando eletrodo de
platina modificado com filme de hexacianoferrato Il de ferro III (azul da Priissia) associado a modalidade voltametria
ciclica. Os resultados apontaram um coeficiente de correlacdo linear (r) de 0,998 com desvio padrdao (DP) de 0,007
uA e limites de detec¢do (baseado na relagdo 3 DP/m) em 0,35 umol L e quantifica¢do (baseado na relagdo 10
DP/m) em 1,17 umol L.

Palavras-chave: captopril, eletrodo quimicamente modificado, azul da Prussia, voltametria ciclica.

INTRODUCAO

Recentemente, estudos mostram que agentes anti-hipertensivos, antidepressivos, antibioticos, anti-inflamatorios
¢ hormonios tém sido encontrados em niveis alarmantes nos rios e lagos que abastecem grandes cidades. Sendo um
sinal da complexidade de substancias jogadas diariamente em esgotos domésticos, utilizadas na medicina humana,
estas substancias sao encontradas até em concentragdes na faixa de ug L' e ng L' Os problemas de contaminagéo
sdo decorrentes destas substancias, presentes nos despejos, serem biologicamente ativas, isto é, podendo provocar
modificagdes no meio ambiente, mesmo em concentra¢des baixas de contaminantes [1] ¢ tendo em vista os graves
problemas de satde publica, que podem ser causados pelo acumulo desta substancia em aguas naturais. Por tais
motivos, torna-se necessario uma atengdo especial na sua determinagao.

Dentre estes farmacos tem-se o captopril, um potente vasodilatador, que ¢ um dos farmacos utilizados na terapia
anti-hipertensiva e também no tratamento da insuficiéncia cardiaca, sendo o primeiro farmaco inibidor da enzima
conversora de angiotensina (ECA). A figura 1 apresenta a estrutura quimica do captopril, ¢ um p6 cristalino, facilmente
soluvel em agua [2]. Varios métodos tém sido propostos para a determinagdo de captopril, incluindo a cromatografia
liquida de alta eficiéncia ou com pré-derivatizagdo pds-coluna, colorimetria, fluorometria, quimioluminescéncia,
espectrometria e voltametria de pulso diferencial [3].

Figura 1: Estrutura quimica do captopril.

O objetivo do trabalho ¢ a analise voltamétrica de captopril, empregando eletrodo de platina modificado com filme
de hexacianoferrato II de ferro III (azul da Prussia) associado a modalidade voltametria ciclica. A literatura apresenta
alguns trabalhos de determinagdo de substincias organicas e inorgéanicas utilizando filme de azul da prussia [4,5].
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Neste trabalho foi estudado o comportamento voltamétrico do farmaco captopril frente ao eletrodo de platina
modificado com filme de hexacianoferrato II de ferro III (azul da Prussia — Fe''[Fe'(CN),] ). Para a realizagdo dos
experimentos foi utilizada uma solug@o estoque de captopril 0,01 mol L', de procedéncia Sigma Aldrich, em meio
aquoso com KCI1 0,1 mol L' (em pH 7,2) como eletrélito suporte, eletrodo de trabalho (eletrodo de platina 3 mm?
de didmetro da Metrohn), eletrodo auxiliar (fio de platina em forma de espiral), eletrodo de referéncia (Ag/AgCl) e
célula eletroquimica de 5 mL. A Figura 2 apresenta o arranjo da célula eletroquimica. As medidas voltamétricas foram
registradas em potenciostato/ galvanostato modelo pAUTOLAB III (Eco chemie). O filme foi depositado em um
eletrodo de platina, em uma solugdo contendo 0,01 mol/L de FeCl, € 0,01 mol/L de K,[Fe(CN),], através de voltametria
ciclica por 15 ciclos sucessivos potenciais de -0,4 a 0,8 V (vs. Ag / AgCl), utilizando uma velocidade de varredura
de 100 mV s'. A estabilidade do filme eletrodepositado foi testado em solu¢do KCI1 0,1 mol L', sendo aplicados 20
ciclos sucessivos, de -0,4 a 0,8 V (vs. Ag/ AgCl) e 100 mV s™'. A analise de captopril em diferentes concentragdes na
célula eletroquimica, foram obtidas pelo método de adi¢@o padrio, os volumes adicionados foram entre 10 e 80 pL,
sendo estes correspondentes a faixa de concentragdo entre 20 umol L' e 138 umol L! e consequentemente, esta é a
faixa linear do sensor; e os voltamogramas ciclicos registrados no intervalo de potencial -0,4 a 0,6 V (vs. Ag / AgCl)
e velocidade de varredura em 100 mV s

Figura 2: Arranjo da célula eletroquimica.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3A apresenta a formag@o do filme apods sucessivos ciclos com o potencial aplicado - 0,4 a + 0,8 V.
Considerando-se que a espécie eletrodepositada ¢ o azul da Prissia, Fe"'[Fe"(CN),],, o valor de potencial empregado
tem por objetivo reduzir os ions Fe(CN),** em Fe(CN)* desde que o equilibrio [Fe(CN),J* + ¢

[Fe(CN),]* apresenta E° = + 0,36 V. Desta forma, na presenga de [Fe(CN),]* (reduzido eletroquimicamente) e
ions Fe ** ¢ formado o filme de azul da Prissia na superficie do eletrodo [4]. No estudo de estabilidade do em meio
de KCI1 0, 1 mol L', a 100 mV s, o filme de azul da Prissia permaneceu estavel durante os 20 ciclos. O eletrodo de
platina modificado com FeHCFe foi aplicado para a determinacdo voltamétrica de captopril. A Figura 3B apresenta a
influéncia da concentragdo de captopril na resposta voltamétrica do filme de FeHCFe: adi¢des sucessivas de 10 pL de
solugdo padrio de captopril.

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica




(A)
3,0 —.
2,5 —-
2,0 ]

15

1,0 —-

0,5 —.

0,0

A

_0‘5_.
1,04
5]
_2,0_.

2,5

-3,04

-3.5 T T T T T 1 f e 0 25 B 75 100 12 180
-0,.4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

Potencial (V vs. Ag/AgCl) C captopril s umolL”

0,0 0,3 06

Figura 3: (A) Formagéo do filme de Azul da Prassia (FeHCFe) em um eletrodo de platina: 3 mm?; 0,100 mol
L' de K,Fe(CN), e FeCl; 15 ciclos a 100 mV s™ . Variando o potencial de -0,4 a 0,8 V. (B) influéncia da concentragio
de captopril na resposta voltamétrica do filme de FeHCFe: B (branco), C (20 umol L"), D (40 pmol L),
E (60 umol L"), F (79 umol L"), G (99 pmol L), H (119 umol L), I (138 umol L); velocidade de varredura:100 mV
s e intervalo de potencial -0,4 a 0,6 V, em meio de KC1 0,1 mol L!. (C) Curva analitica da corrente de pico (LA) vs.
Concentragdo (umol L) do padrao captopril.

Na analise da influéncia da concentracdo do analito em fungo da corrente (LA) com adig¢des sucessivas do padrdo
captopril 0,01 mol L, foi adicionado inicialmente cerca de 10 pL e finalizou-se a adi¢do com volume de 100 pL. De
acordo com o voltamograma apresentado na figura 3 (B), foi observado proporcionalmente aumento de corrente de
pico a medida que a concentracdo de captopril foi elevada. O coeficiente de correlagéo linear (r) obtido foi de 0,998
com desvio padrdo (DP) de 0,007 pA. Sua correspondente equagdo foi: ipc = 2,85 + 0,06 pA, sendo o limite de
detecgdo (calculado de acordo com a relagéo 3 DP/m, onde m € a sensibilidade amperométrica da curva) em 0,35 pmol
L' e o limite de quantifica¢do (baseado na relagdo 10 DP/m) em 1,17 pmol L.

CONCLUSOES

Os resultados mostram que FeHCFe como modificador quimico para o eletrodo de platina permitiu o
desenvolvimento de um método voltamétrico para a determinagao de captopril. O eletrodo quimicamente modificado
pode ser utilizado como uma alternativa na analise de captopril.
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RESUMO: A preparagdo e caracterizagdo de géis inorganicos tém por finalidade a sua interagdo com argilas
montmorilonita para posterior geragdo de novos materiais hibridos coloidais que apresentem condutividade eletronica
e ionica, promovidas pelos géis, que aderem fisicamente em superficies metalicas formando filmes lamelares. Desta
maneira, pode-se projetar interfaces eletroquimicas e gerar nanocompositos com aplicacées em reconhecimento
molecular, sensores e eletrocatalise.

Palavras-chave: Sol-Gel, Hidroxido de Niquel, Sensor de ureia.

INTRODUCAO

Materiais mistos sdo sistemas formados por dois ou mais constituintes que podem ser moléculas, oligdmeros,
agregados e particulas'. Em razdo da interag@o entre as fases de seus componentes esses materiais exibem propriedades
mecanicas, Opticas, térmica e fisico-quimica notavelmente melhor quando comparados com os compostos de partida
isolados?.

Entre os potenciais precursores de materiais mistos estdo as argilas®, que possuem uma quimica de intercalagéo
bastante rica e os géis inorganicos de metais de transigdo, que apresentam propriedades de condug@o ou semicondugdo
e podem ser facilmente preparados pelo método sol-gel*>.

Por outro lado, eletrodo de niquel modificado com um filme de hidréxido de niquel possui diversas propriedades,
tais como: alto poder de densidade, 6tima capacidade ciclica e alta energia especifica, que lhe proporciona grande
potencial para varias aplicagdes, por exemplo, na eletrocatalise da hidrélise da ureia e como sensores de gases™®.
Uma linha de pesquisa envolvendo sensores eletroquimicos pode atrair a atencdo das areas tecnoldgicas e comerciais,
demonstrando a importancia deste ramo da ciéncia para a melhoria das condi¢des de vida em nossa sociedade.

Os sensores eletroquimicos tém apresentado grande desenvolvimento nos ultimos anos, devido a crescente
necessidade de testes analiticos simples, rapidos e baratos para a determinacdo de importantes compostos quimicos
e bioldgicos em concentragdes muito baixas. Os principais sensores eletroquimicos podem ser classificados como:
potenciométricos, amperométricos, voltamétricos e condutométricos’.

Neste trabalho, apds a compreensdao do comportamento eletroquimico do material misto argila/niquel coloidal
na presenca de diferentes eletrolitos, apresentamos resultados sobre o comportamento eletroquimico de eletrodo
modificado como sensor eletroquimico na presenga de ureia.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O gel de Ni(OH), foi preparado utilizando como precursores acetato de niquel, glicerina, hidréxido de potassio,
alcool etilico. A argila bentonita foi utilizada como uma suspensdo aquosa (2%). Misturando a argila e o gel de
hidréxido de niquel formou-se o material misto denominado BNi, resultante da interagdo entre o gel de Ni(OH), € a
suspensao de argila bentonita.

O comportamento eletroquimico do material misto argila/hidroxido de niquel foi estudado utilizando a técnica de
voltametria ciclica (VC). Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em um potenciostato da BAS, modelo Epsilon,
acoplado a uma cela eletroquimica da BAS, modelo Cell Stand C3, no arranjo convencional de trés eletrodos. O
eletrodo de trabalho foi um disco de platina (diametro de 1,6 mm) modificada com o material misto, um eletrodo de
referéncia Ag/AgCl e um fio de platina como eletrodo auxiliar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Caracterizag@o Eletroquimica - Voltametria Ciclica (VC)

O estudo eletroquimico foi realizado através da técnica de voltametria ciclica em solu¢des aquosas de NaOH
e na presenca de ureia. O BNi apresenta estabilidade em solugdo aquosa, mantendo suas propriedades fisicas e
eletroquimicas, ¢ aderente em superficies vitreas e metalicas. Assim foi possivel realizar um estudo da caracterizagio
eletroquimica com o eletrodo modificado utilizando a voltametria ciclica. O eletrodo de platina foi modificado pela
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deposicao direta de aliquotas da suspensdo aquosa do material BNi seguida da evaporagdo do solvente, obtendo-se
assim um filme fino do material na superficie do eletrodo. Utilizou-se a técnica de voltametria ciclica por ser uma das
técnicas mais relevante do ponto de vista de aplicagdo, possibilita conhecer o processo redox em fungdo da solucdo de
eletrdlito suporte, permitindo direcionar o foco do trabalho para sensores amperométricos ou potenciométricos.

2. Testes como Sensor Eletroquimico

Analisando o comportamento eletroquimico da Fig. 1, ao qual mostra a presenga da solug¢ao aquosa de hidroxido
de sodio nota-se que no mesmo ocorre os processos redox do niquel(Il)/niquel(IIl). A oxidagdo ocorre formando o
oxi-hidroxido de niquel (NiOOH) saindo o H*, continuando a varredura ocorre a reducéo,cujo forma-se o hidroxido de
niquel Ni(OH), pela entrada do H*, independente da concentragdo.

Apds a compreensdo do comportamento eletroquimico do BNi frente a concentragdes diferentes para eletrolitos
diferentes, foi realizado teste como sensor eletroquimico na presenga de ureia adicionada gradativamente. A partir de
uma solugdo 0,5 mol/L, a ureia foi adicionada ao eletrdlito suporte (NaOH - 0,5M), em fra¢des de 10 em 10 pL. Dois
estudos de caso foram realizados

1 NaOH (0,5 M) Epa=420mV /%
304 A it E

151

ilA

15y

30

Epc = 355 mV &/

——T T —T
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

E/(mV vs Ag/AgCl)

Figura 1: VC do eletrodo modificado com BNi em solu¢do aquosa de NaOH (0,5M).

2.1 Caso 1.

Na Fig. 2 sdo mostrados os VC para o eletrodo modificado com BNi na velocidade de varredura de 100 mV.s™!
(linha cheia). Apds o primeiro ciclo foi adicionado aliquotas da solugdo de ureia de maneira a registrar o seu efeito
sobre o processo redox do ion niquel. Verificou-se que ocorre um aumento da corrente de pico com um pequeno
deslocamento do potencial de pico para a regido mais anddica, indicio de um comportamento misto, ou seja, sensor
amperométrico—potenciométrico.

Figura 2: VC para o eletrodo modificado com o material BNi na presenga de NaOH 0,5 M adicionando ureia 0,5M.

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica m



2.2 Caso 2.

A fim de impor alteragdes estruturais ao filme de BNi, realizou-se 30 ciclagens antes de adicionar a ureia, como
mostrado na Fig. 3A. Como se pode perceber, num certo ponto tanto pico anddico quanto catodico se estabiliza ndo
ocorrendo mais aumento da corrente, assim o filme esta estabilizado no que diz respeito a condugao ionica e eletronica.

Apbds o tratamento eletroquimico do filme adicionou-se gradativamente a solugdo de ureia, tal qual como no caso
1. Verifica-se que nos VCs da Fig. 4B, que a adi¢@o de uréia promove o aumento de corrente de pico, porém ocorre um
deslocamento de potencial em sentido catodico, indicando que a utilizagdo de eletrodo modificado com BNi deve ser
previamente condicionado para estabilizar o processo redox dos sitios ativos do ion niquel, antes de qualquer tentativa
de aplicagdo eletroquimica.

A) B)

Figura 3: VC do eletrodo com BNi na presenga de: A) NaOH (0,5 M), 30 ciclos na v= 100 mV.s}, e B) apds 30 ciclos
com adicdo de ureia em meio de NaOH (0,5M).

CONCLUSOES

A interacdo entre a argila bentonita e o gel de hidréxido de niquel gera um novo material que denominamos de BNi
- oxido misto de bentonita/hidroxido de niquel(Il). Um material simples de ser manuseado e consideravelmente barato
e com diversas aplicagdes em varias areas, como por exemplo: catalise e eletrocatalise, dispositivos eletroquimicos e
eletrocromicos, sensores amperométricos € potenciométricos, etc.

Seu comportamento eletroquimico € interessante, tendo em vista que em meio alcalino o processo redox dos ions
Ni?*3* ¢ observado e ¢é suscetivel a natureza do cation em solugdo. Como sensor a presenga de ureia intensificou a
corrente de pico relacionado a presenga do niquel. Sendo assim podendo ser utilizado como sensor eletroquimico do
tipo amperométrico.
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RESUMO: O desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados tem-se concentrado na obtengdo de dispositivos
com desempenho analitico cada vez mais eficiente, umas das formas de atingir esse objetivo vem sendo a utilizagdo de
nanoparticulas metalicas. As Nanoparticulas de prata (NP-Ag) empregadas nesse trabalho possuem um tamanho médio
de 5 nm e foram obtidas pelo método bifasico. A modificacdo dos eletrodos foi realizada pela adi¢do direta de uma
aliquota da suspensdo de NP-Ag seguida da evaporagdo do solvente sobre a superficie eletrodica. O comportamento
voltamétrico foi avaliado inicialmente em solugdo alcalina e comparado com o perfil obtido para um eletrodo de prata
bulk. Posteriormente, foi investigada a formagdo do hexacianoferrato de prata (NP-AgHCF) formado sobre as NP-
Ag empregando um procedimento galvanostdtico e avaliado seu comportamento voltamétrico em solu¢do contendo
diferentes cations metalicos e isoniazida (INZ). Foi verificada a influéncia do cation no perfil voltamétrico e também
potencialidade analitica frente a INZ. O eletrodo modificado foi empregado como detector amperométrico, sendo
obtida uma sensibilidade significativamente maior quando comparada ao eletrodo ndo modificado.

Palavras-chave: Eletrodo impresso, Nanoparticulas de prata, Hexacianoferrato de prata, isoniazida.

INTRODUCAO

Recentemente, o desenvolvimento de nanomateriais tem possibilitado a aplicagdo de particulas nanométricas em
diversas areas da quimica analitica devido a suas caracteristicas fisico-quimicas especiais. Para a area de eletroanalitica,
o uso de nanoparticulas na preparagdo de eletrodos quimicamente modificados (EQM) apresenta vantagens incomuns,
tais como eletrocatalise, melhora no transporte de massa devido a contribuicdo da difusdo radial e a diminuicdo da
razdo sinal/ruido, atribuida a magnitude das correntes obtidas ¢ a sua baixa resisténcia interna, além de uma alta
area superficial efetiva'. Desta forma, o estudo de diversos nanomateriais, como agentes modificadores na construgéo
de EQM vém promovendo o surgimento de sensores eletroquimicos com desempenho analitico significativo. Outro
aspecto importante verificado na construgdo de sensores € a utilizagdo de eletrodos base cada vez mais simples e
baratos. Dentro desse contexto cabe ressaltar o uso de eletrodos impressos, os quais visam oferecer ao operador ndo
s6 instrumentos mais econdmicos, com respostas sensiveis e seletivas, mas também facilidade de uso e simplicidade
na medida da resposta.

Dentre as mais diversas possibilidades de modificagdo de eletrodos, uma importante espécie empregada na
preparagdo de EQM sdo os filmes de hexacianoferratos metalicos (MHCFs). Estes, em sua maioria, sdo insoliveis
e constituem uma classe interessante de materiais inorganicos polinucleares bem definidos que, se assemelham tanto
a polimeros condutores m-conjugados, zeoblitas, e polimeros condutores redox. EQMs preparados com HCF sédo
aplicados na construgdo sensores voltamétricos ou amperométricos para a determinag@o de diversos analitos. O azul
da prissia, mais precisamente Hexacianoferrato de Ferro (Fe™ [Fe™(CN),],; FeHCF) ¢ o representante dessa classe
mais estudado e conhecido, possui o atomo de ferro (III) coordenado ao nitrogénio e ferro atomo (II) coordenados a
atomos de carbono. As estruturas verificadas para analogos do azul da Prassia sdo muito semelhantes, apresentando
em sua estrutura os ions [Fe™(CN),]/ [Fe"™(CN) ] ligados ao respectivo metal pelo N (Fe**-CN-M**). Além da
estrutura semelhante, os analogos do azul da Prussia apresentam também caracteristicas eletroquimicas semelhantes’.
A utilizag@o de nanoparticulas de MsHCF para a construgdo de sensores eletroquimicos tem sido relatado nos tltimos
anos, porém, a maior parte dos trabalhos utiliza o complexo sintetizado quimicamente e posteriormente imobilizado
na superficie do eletrodo.

No presente trabalho ¢é relatada a construgdo e caracterizagdo voltamétrica de eletrodos modificados com
nanoparticulas de prata (NP-Ag) quimicamente sintetizadas, a preparagdo de AgHCF sobre as superficies das NP-
Ag, e a potencialidade analitica do dispositivo construido frente a determinag@o de isoniazida (INZ), um agente
antituberculastico.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Nanoparticulas de Prata (NP-Ag): A obtencao das NP-Ag utilizadas neste projeto foi feita através da rota quimica
utilizando-se um sistema bifasico passivadas por dodecanotiol, método descrito por Oliveira e col*. Apos a obtengéo das
nanoparticulas, as mesmas foram caracterizadas de forma a observar principalmente seu tamanho e suas propriedades
eletroquimicas.

Caracteriza¢do morfologica: Difragdo de Raio X utilizando um aparelho Shimadzu XRD-6000, com radiacao
CuKa (A= 1,5418 A), operando com voltagem de 40 KV e corrente de 30 mA.

Caracterizagdo Voltamétrica: As NPAg foram empregadas como material modificador em diferentes substratos
imobilizadas pela adicdo de uma aliquota da suspensdo seguida da evaporacgdo do solvente (drop casting) em diferentes
eletrodos: Eletrodo impresso (EI) a base de carbono, vidro modificado com 6xido de estanho dopado com indio (ITO)
e eletrodo de carbono vitreo (ECV).

As medidas amperométricas e voltamétricas foram realizadas em um Potenciostato/Galvanostato pAUTOLAB
Type 111, produzido pela EcoChemie, acoplado a um microcomputador e gerenciado pelo programa GPES 4.9.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento voltamétrico do eletrodo de prata (Bulk) é bem estabelecido em solucdo alcalina, assim essa
condigdo experimental foi inicialmente adotada para a caracterizagdo eletroquimica das NP-Ag. Em adicdo, todas
as NP-Ag empregadas apresentam tamanho estimado (difragdo de Raio-X) de 5 nm, os eletrodos de carbono vitreo
modificados com 10 uL da supensdo de NP-Ag foram submetidos a varreduras ciclicas de potencial em solucdo de
NaOH 0,1 mol L' e o comportamento voltamétrico obtido foi comparado com um eletrodo de prata bulk. Os perfis
de resposta observados para ambos os eletrodos (ECV/NP-Ag e eletrodo de prata bulk) foram condizentes com os
relatados na literatura. O interesse da presente proposta ¢ estudar a utilizagdo de eletrodos impressos, assim, embora haja
coeréncia dos processos observados entre o eletrodo contendo NP-Ag e o eletrodo bulk, a utilizagdo de uma solugéo de
NaOH 0,1 mol L' (pH 13) ¢ agressiva as tintas utilizadas na preparagdo dos eletrodos impressos, o que torna inviavel
a utilizagdo desse meio. Nesse sentindo, como alternativa a este empecilho, visando o uso dos EI como substratos de
modificagdo, pois consistem em dispositivos com grande versatilidade e baixo custo, propds-se a formagao de AgHCF
utilizando as NP-Ag como matriz para o deposito, dessa forma a utilizagdo dos filmes de AgHCF permite trabalhar-se
em condigdes mais brandas.

A preparacdo do AgHCF sobre a superficie dos eletrodos foi realizada empregado um procedimento galvanostatico
relatado na literatura para a construgdo de Ag-HCFE. O método galvanostatico utilizado consistiu na aplicagdo de uma
corrente anddica de 2,5 pA por 60 s ao eletrodo contendo nanoparticulas de prata em solugdo contendo ferricianeto
de potassio, formando assim, na superficie eletrodica o hexacianoferrato de prata (AgHCF). Voltamogramas ciclicos
foram obtidos em solugdo de eletrélito suporte apds a formagao do Ag-HCF e sdo apresentados na Figura 1.
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AgFe™(CN] +K'+ 16—~ KAgJFe"(CN)] 50mVs’
. . . . . '
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Figura 1: a) Voltamogramas ciclicos dos eletrodos com (—) e sem (— ¢ —) AgHCF na superficie eletrodica do Substrato
ITO, utilizando KNO, 0,1 mol L™'; b) Substrato EI, empregando solu¢do de KNO, 0,1 mol L' (—) e AgNO, 0,01 mol

L),

Os voltamogramas apresentados na Figura 1 mostram que apenas os eletrodos submetidos a aplicagdo de uma
corrente fixa em meio de K [Fe(CN),] e contendo as NP-Ag na superficie tanto no ITO (a) quanto nos eletrodo§
impressos (ndo mostrado), sendo o processo observado corresponde aos processos de oxi-redugdo do AgHCF. E
observado nos voltamogramas a formagdo do AgHCF onde ¢ possivel verificar a presenca do par de picos redox
caracteristicos do AgHCF, processo anddico em 0,73 V (1) e catédico em 0,62 V (2)°. Na literatura, relatos sugerem
que o AgHCF pode ser representado por MAg [Fe(CN),], onde M ¢ um fon de carga unitéria, geralmente Ag* ou K*
que participam dos processos de intercalagdo e saida da estrutura do Ag-HCF. Analisando-se os processos de oxidagdo
e reducdo do Ag-HCF (Figlb), é possivel observar que ha intercalagdo do ion K* nos intersticios contidos na estrutura.
Além dos ions potassio, outros cations podem realizar este processo de intercalagdo nos intersticios da estrutura de
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AgHCEF, como por exemplo o0 Ag*. Quando um EQM ¢ colocado em solugdo contendo,ions Ag*, (Fig 1b) é observado
claramente substitui¢do de ions K*, o que reflete em uma mudanga na resposta voltamétrica quando se compara os perfis
voltamétricos do AgHCF na presenga de ions K* e na presenca de ions Ag". O processo ¢ deslocado para potenciais
mais positivos possivelmente pela diferenca de interagdo deste cation com a as ligagoes da estrutura de AgHCF.

Apds avaliar o processo de formacdo do AgHCF sobre a superficie do EI modificado por NP-Ag, verificou-se a
potencialidade do eletrodo como sensor eletroquimico para a INZ. Voltamogramas ciclicos apresentados na Figura
2A foram obtidos na auséncia e na presenca de 1,0 x 10* mol L' de INZ para um EI nido modificado ¢ modificado
EI-AgHCF, E possivel observar um sinal de pequena intensidade para o EI nio modificado referente a oxidagio direta
da INZ sobre a superficie eletrédica. Quando comparado o perfil do eletrodo modificado na auséncia e na presenga de
INZ, ¢ possivel verificar um aumento significativo na corrente anodica na presenga de INZ, esses resultados sugerem
que o EI modificado com AgHCEF atua no sentindo de promover a oxidagdo quimica da INZ, que por sua vez promove
a reposi¢do do HCF na forma reduzida que entra no ciclo catalitico e proporciona o aumento do sinal anddico.

O dispositivo proposto foi avaliado como um detector amperométrico para a quantificagdo de INZ empregando
um sistema de analise por injecdo em fluxo (FIA). Diversos parametros referentes ao sistema foram investigados
e otimizados: potencial aplicado (E = +0,45 V vs. C. ), alga de amostragem (200 ul) e vazao 3,0 mL min.

impresso-

Empregando as melhores condi¢des foram obtidas duas curvas analiticas para o EI modificado e ndo modificado (Fig.

2B).
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Figura 2: a) Voltamogramas ciclicos comparativos do EI e do EI-AgHCF na auséncia e na presenga de 1x10* mol L™!
de INZ; b) Comparagao das sensibilidades obtidas para o EI e EI-AgHCF na determinacdo de INZ pela técnica em FIA.

Foi observada uma linearidade do aumento da corrente em func¢éo da concentragdo de INZ, uma maior sensibilidade
¢ verificada para o EI modificado quando comparado ao EI ndo modificado.

CONCLUSOES

As NP-Ag de aproximadamente 5 nm diametro médio apresentaram similaridade e coeréncia nos perfil voltamétrico
comparando ao eletrodo de prata bulk. O processo de formacdo do AgHCF nanoestruturado apresenta boa estabilidade,
reprodutibilidade e potencialidade analitica para aplicacdo como detector amperométrico para a determinacdo de
INZ empregando um sistema FIA, apresentando uma maior sensibilidade em comparagao ao eletrodo impresso sem
modificagdo.
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RESUMO: Gomas naturais tém sido aplicadas na industria de cosméticos e de alimentos, devido a sua biodegrabilidade
e excelentes propriedades mecanicas. Neste estudo, tira-se vantagem do carater de polieletrolito exibido pela goma do
cajueiro (Anacardium Occidentale), extraida na regido nordeste do Brasil, para produzir nanocompdasitos eletroativos.
Estes nanocompositos foram fabricados na forma de filmes LbL combinando-se ftalocianina tetrasulfonada de niquel
(NiTsPc) e a goma do cajueiro, em arquiteturas contendo tetracamadas, em conjunto com o polieletrolito SiPy*CIl
(cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano) e DABLO2p (cloreto de 3-n-propil-1-azonia-4-azabiciclo[2.2.2] octano
silsesquioxano). A influéncia da goma na arquitetura dos filmes além da sua habilidade como sensor para dopamina
foram avaliadas a partir de estudos de voltametria ciclica.

Palavras-chave: Goma do Cajueiro, Filmes LbL, Ftalocianina de niquel

INTRODUCAO

Materiais nanoestruturados, em sua grande maioria sdo formados por particulas nanométricas, porém, também
podem ser obtidos na forma de filmes ultrafinos, onde a espessura das camadas ¢ da ordem nanométrica. Dentre as
técnicas de formagdo de filmes, a LbL (layer-by-layer) vem se destacando como uma técnica viavel de formagdo de
filmes finos organicos e inorganicos, devido a sua simplicidade experimental e baixo custo. Varios sdo os materiais
que podem ser utilizados para a fabrica¢do de filmes LbL, tais como os polimeros, azopolimeros, polissacarideos,
compostos de coordenagdo e macromoléculas, cujo interesse consiste em crescer filmes em substratos solidos para
modificar eletrodos de modo a criar sensores especificos [1-4].

Os polissacarideos também podem ser empregados para a constru¢do de filmes nanoestruturados utilizando a
técnica LbL, tirando vantagem do carater de polianion apresentado por estes, grande capacidade de formagéao de filmes,
solubilidade em agua, apesar de ndo serem eletroativos. Tém-se exemplos de polissacarideos que ja foram utilizados
na construgdo de filmes tais como o quitosana, Sterculia urens (caraia), Anadenanthera macrocarpa Bent (angico),
Sterculia striata (chichd). Estes materiais conferem propriedades especificas aos filmes como maior estabilidade além
de um aumento na quantidade de material adsorvido por monocamada.

Diversos polieletrélitos comerciais t€ém sido utilizados na preparagdo de filmes LbL, dentre eles destacam-se o
PAH, POMA, PSS e PVS. Recentemente, poliletrolitos com estrutura do tipo silsesquioxano tém se mostrado atrativos
para a formagao de filmes LbL com alta estabilidade e propriedades interessantes

Neste trabalho, a técnica LbL foi utilizada para a preparagao de filmes ultrafinos em dois sistemas nanoestruturados
distintos: (i) filmes com tetracamadas intercalando entre os polieletrolitos o DABLO2p (polication cloreto de
3-n-propil-1-azonia-4-azabiciclo[2.2.2] octano silsesquioxano), a goma do cajueiro (Anacardium ocidentale) ¢ a
NiTsPc, formando a arquitetura (DABLO2p/GOMA/DABLO2p/NiTsPc) , onde n é o nimero de tetracamadas e (ii)
os polieletrélitos o SiPy*Cl- (cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano), a goma do cajueiro ¢ a NiTsPc, formando
a arquitetura (SiPy*ClI/GOMA/SiPy*CI/NiTsPc) . Para comparagéo filmes formados por bicamadas sem as gomas
formando as arquiteturas (DABLO2p/NiTsPc) , e (SiPy*Cl/NiTsPc) também foram preparados. Visa-se entdo,
empregar estes materiais compositos nanométricos, na forma de filmes finos para o desenvolvimento de eletrodos
quimicamente modificados.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Primeiramente o substrato limpo (FTO) foi imerso na solug¢do aquosa do polication DABLO2p ou SiPy*CI, por
5 minutos. Apés este periodo, este foi colocado na solugdo aquosa de lavagem de dgua destilada no mesmo pH da
solucdo do modificador (pH = 3,0), por 1 minutos e seco com auxilio de um jato de ar, sendo entdo formada a primeira
camada. Posteriormente, submergiu-se o substrato na solu¢ao aquosa do polidnion, neste caso, a NiTsPc por 5 minutos
(pH = 3,0). Feito isso, colocou-se o substrato mais uma vez na solu¢do de lavagem por 1 minuto, e secou-se sob fluxo
de ar, formando-se a primeira bicamada. Este processo foi repetido até a obten¢ao do niimero desejado de bicamadas.
Para crescer os filmes contendo tetracamadas, como a goma tem carater de polianion, esta foi adicionada entre duas
camadas de polication (DABLO2p ou SiPy*"Cl’), formando assim a arquitetura em tetracamadas.
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As medidas de espectroscopia de UV-VIS foram realizadas para caracterizar e monitorar o crescimento dos filmes.
As medidas foram feitas a cada bicamada impar, ou seja: 1, 3, 5, 7, 9 até a décima quinta bicamada. As medidas foram
realizadas em um espectrofotdometro Varian Cary 50 Bio. O crescimento dos filmes foi monitorado a partir da banda-Q
da ftalocianina no comprimento de onda entre 620 e 690 nm. Voltamogramas ciclicos foram coletados utilizando
um potenciostato pAutolab pgstat type III. A cela eletroquimica utilizada possuia capacidade de 10 mL, contendo
trés eletrodos: um eletrodo auxiliar de platina (drea=0, 592 cm?), eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, e o eletrodo de
trabalho, o qual constitui os filmes automontados produzidos sobre FTO (area=0,4 cm?). Foram realizados estudos em
HC1 0,1 mol L' e em diferentes velocidades de varredura na faixa de 10 a 100 mV.s™' em uma faixa de potencial de
0,0Valo6V.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O monitoramento do crescimento dos filmes com as gomas se deu através de espectroscopia de UV-VIS e estd
ilustrado na Figura 1:
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Figura 1: Espectros de absor¢do no UV-VIS para os filmes automontados de (A) (Dablo2p/GOMA /Dablo2p/NiTsPc),
e (B) (SiPy"Cl/Goma/SiPy*Cl/NiTsPc) com diferentes tetracamadas. Figuras Inseridas: Relag@o entre absorbancia e
o numero de tetracamadas.

Pode ser observado que para os espectros dos filmes com as gomas ja nas primeiras tetracamadas, as bandas relativas
as espécies monoméricas apresentam-se mais intensas quando comparadas com os filmes sem a goma (ndo mostrado).
Tal comportamento € mais evidenciado para o filme contendo arquitetura (SiPy*Cl/GOMA/SiPy*CI/NiTsPc) , no qual
as bandas referentes as espécies monoméricas apresentam relativa intensidade para todas as tetracamadas monitoradas.
O comportamento distinto observado para o filme com arquitetura (SiPy*Cl/GOMA/SiPy*CI/NiTsPc) pode estar
relacionado a quantidade de sitios positivos disponiveis. A presenca da goma que tem carater de polianion, entre
camadas do polication SiPy*Cl- aumenta a disponibilidade de sitios positivos para interagao eletrostatica. Essa interacao
aumentada faz com que uma maior quantidade de espécies monoméricas esteja presente no filme automontado. Essa
caracteristica ¢ benéfica para a arquitetura do filme, ja que uma maior quantidade de espécies monoméricas indica uma
melhor organizagdo das camadas do filme LbL, além disso a presenga de agregados de ftalocianina dimérica dao lugar
a forma monomérica.

Pode-se observar na Figura 2A que as correntes de pico para os filmes contendo a goma foram superiores em
relacdo aos filmes sem as mesmas. Isto indica que uma maior quantidade do material modificador do eletrodo esta
adsorvida sobre a superficie do eletrodo. Apesar do filme com arquitetura (DABLO2p /GOMA/DABLO2p /NiTsPc),
ter apresentado maiores valores de corrente, sua estabilidade se provou menor do que o filme contendo arquitetura
(SiPy*CI/GOMA/SiPy*CI/NiTsPc), (Figura 2B), o que impossibilitou o seu uso para determinagido de dopamina.

A Figura 3A mostra os voltamogramas ciclicos dos filmes com arquitetura (SiPyCl/GOMA/SIPyCI/NiTsPc),, em
presenca de diferentes concentragdes de DA. Pode-se observar um aumento linear da corrente de pico em 1,2 V com
o aumento da concentracdo de DA. A Figura 3B mostra a relagdo entre a corrente e o aumento da concentracdo de DA
para as arquiteturas (SiPy*CI/NiTsPc), e (SiPy"Cl/goma/SiPy*Cl/NiTsPc),, observa-se que para ambos os sistemas
ocorre uma relacdo linear o que indica que o eletrodo ¢é sensivel a diferentes concentragdes do analito, podendo
assim ser utilizado para determinagdes qualitativas e quantitativas do mesmo. Obtendo-se um limite de detecgdo de
8,424 umol.L"! para arquitetura (SiPy*CI/GOMA/SiPy*CI/NiTsPc), e de 7,721umol.L"! para filmes com arquitetura
(SiPy*CI/NiTsPc),.
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Figura 2: (A) Comparagao entre os voltamogramas ciclicos dos filmes (SiPy"Cl/GOMA/SiPy"Cl-/NiTsPc), (DABLO2p/
GOMA/DABLO2p/NiTsPc), (SiPy"CIl/NiTsPc) e (DABLO2p/NiTsPc) em HCI 0,1 mol/L (pH= 2), v=50mV/s. (B)
Valores de corrente em fungdo do niimero de ciclos para filmes com arquitetura (SiPyCl/GOMA/SIPyCI/NiTsPc), €
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Figura 3: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes concentragdes de DA utilizando-se um eletrodo com
arquitetura (SiPy*Cl/GOMA/SiPy*CI/NiTsPc),, em HCI 0,1 mol/L (pH= 2), v=50 mV/s (B) Relac@o entre a corrente
em fungdo do aumento da concentragdo de DA para os sistemas contendo arquitetura em tetracamadas ( A ) e arquitetura
em bicamadas (e).

CONCLUSOES

Através da técnica de UV-VIS, utilizando a banda Q da ftalocianina na faixa de 620 a 690 nm, mostrou uma
relacdo linear entre o nimero de camadas e absorbancia, o que indica que a mesma quantidade de ftalocianina ¢
absorvida a cada bi/tetracamada depositada. Pode-se observar também um comportamento diferente dos demais para
o filme contendo arquitetura (SiPyCl/goma/SiPyCl/NiTsPc), onde a banda monomérica da ftalocianina em 670 nm
foi mais intensa. Este comportamento das moléculas adsorvidas ao filme ¢ benéfico, pois ¢ uma indicagao de que este
encontra-se mais organizado tendo em vista que existe uma maior quantidade de mondémeros adsorvidos ao filme.
Comparando-se a estabilidade dos filmes pode-se averiguar que o filme (SiPyCl/GOMA/SiPyCl/NiTsPc), apresentou
uma maior estabilidade. Ao adicionar dopamina ao sistema pode-se observar um aumento linear na corrente em
funcdo da concentracdo de dopamina para os filmes com arquitetura (SiPyCl/NiTsPc) e (SiPyCl/goma/SiPyCl/NiTsPc),
indicando que estes podem ser utilizados com sucesso na detec¢ao do analito DA.

AGRADECIMENTOS: CAPES, CNPq, NBioNet/CAPES
REFERENCIAS

[11 ZAGAL H,J.; GRIVEAU, S.; SILVA, F. J.; et al. Metallophthalocyanine-based molecular materials as catalysts
for electrochemical reactions. Coord. Chem. Reviews 254, p. 2755-2791, 2010.

[2] FERREIRA, M., ZUCOLOTTO, V., FERREIRA, et al Encyclopedia of Nanoscience and Nanotechnology, v.10,
p. 1-25,2004

[3] ZAMPA, M. F.,, BRITO A. C. F. de, KITAGAWA, 1. L., et al. Natural Gum assisted Phthalocyanine
Immobilization in Electroactive Nanocomposites Physicochemical Characterization and Sensing aplications.
Biomacromolecules, v.8, p.3408-3413, 2007.

[4] EIRAS, C.; SANTOS, A. C.; ZAMPA, M. F,; et al. Natural polysaccharides as active biomaterials in
nanoestructured films for sensing. J. biomater. Cienc. V. 21, p.1533-1544, 2010.

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica 1167



SB25

CARACTERIZACAO E ESTUDOS ELETROQUIMICOS DE ELETRODOS
MODIFICADOS COM DIFERENTES MONOCAMADAS AUTO-
ORGANIZADAS PARA A DETERMINACAO DE DOPAMINA
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Departamento de Quimica - Universidade Estadual de Ponta Grossa - PR - Brasil.
r.mossanha@hotmail.com

RESUMO: Neste trabalho foram investigados diferentes tipos de modificadores: dacido 3-mercaptopropionico (MPA),
dcido tiolactico (TLA), cistamina (CYS) e o dcido 11-mercaptoundecanoico para a formagdo de monocamadas auto-
organizadas sobre a superficie do ouro. A eletroatividade, a formagdo e organizagdo dos filmes foram avaliadas pela
molécula sonda ([Fe(CN) J*'*). Através da espectroscopia de impeddncia eletroquimica foi possivel determinar os
pardmetros cinéticos das SAMs, os quais foram consistentes com os obtidos pelos voltamogramas ciclicos. Analisando
o desempenho dos sensores para a determinagdo de dopamina (DA) através da VC, verificou que a SAM formada pelo
TLA foi a que apresentou resultados mais satisfatorios para a determinacgdo deste analito. A dopamina foi quantificada
pela técnica de VC e VOQ, na faixa linear de 1,1 a 6,6x107 molL". Utilizando-se a técnica de VOQ, o eletrodo Au-
TLA foi capaz de distinguir o acido ascorbico (AA) e DA quando presentes na mesma solugdo, com uma diferenca de
potencial de aproximadamente 340 mV.

Palavras-chave: monocamadas auto-organizadas, dopamina, eletrodos de ouro.

INTRODUCAO

Muitos estudos de filmes finos tém sido desenvolvidos nos ultimos anos, estas modificacdes buscam aumentar a
aplicabilidade e a eficiéncia dos sensores eletroquimicos [']. Os filmes finos nanoestruturados tém sido vastamente
explorados em diferentes areas, as quais englobam compostos organicos, poliméricos e bioldgicos, além dos metalicos
e inorganicos. A montagem destes filmes ultrafinos ¢ essencial para o desenvolvimento de dispositivos moleculares e
sensores devido a possibilidade de combinacdo de diversos materiais.

Um processo comum de modifica¢do consiste natécnica empregando-se SAM (do inglés self-assembled monolayers).
Esta técnica emprega camadas moleculares que exibem alta organizagdo e que sdo formadas espontaneamente como
conseqiiéncia da imersdo de uma superficie s6lida em uma solucao constituidas de moléculas anféteras [*]. Compostos
alcanotidis com diferentes caracteristicas sdo freqiientemente estudados: n-alcanotidis, alcanoditidis, carboxialcanotiois,
aminoalcanotidis e tidis aromaticos [3-4].

Este trabalho tem como objetivo geral o estudo das melhores condi¢Ges na preparagdo das diferentes monocamadas
auto-organizadas de 4cido mercaptopropionico MPA (HSCH,CH,COOH), &cido tiolactico TLA (CH,CH(SH)
COOH), éacido mercaptoundecandico MUA (HS(CH,), [COOH) e a cistamina CYS (NH,CH,CH(S),CH,CH,NH,)
sobre eletrodos de ouro, com o propodsito de aplicar no desenvolvimento de sensores eletroquimicos avaliando a sua
influéncia na presenga do analito, dopamina.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdo de pureza analitica (PA) e foram utilizados sem purificagdo
prévia. As monocamadas auto-organizadas foram obtidas apds a limpeza e caracterizagdo dos eletrodos de ouro. O
pré-tratamento mecanico consistiu no polimento do eletrodo com solucdo de alumina 0,5 pm, sonicados em agua e
etanol por 5 minutos. No pré-tratamento quimico, houve a imersdo do eletrodo em solugdo piranha (1:3 H,0, 30% -
H,S0O,), durante 10 minutos, sonicados por 1 minuto. O pré-tratamento eletroquimico foi realizado aplicando-se varias
varreduras sucessivas entre os potenciais redox do ouro em solugdo aquosa de 0,5 mol L' de H,SO, em 50 mV s até
obter o perfil voltamétrico caracteristico. Apos, procedeu-se a imersao do eletrodo em etanol, durante 30 minutos. A
quimissor¢do da SAM ¢ realizada a partir de solugdes alcoolicas dos tidis 10.10° mol L' sobre superficies oxidadas
de ouro. Os experimentos eletroquimicos foram realizados, utilizando uma célula eletroquimica convencional de trés
eletrodos: platina como contra eletrodo (0,5652 c¢cm?), eletrodo de calomelano saturado (SCE) como referéncia e o
eletrodo de ouro policristalino como eletrodo de trabalho (0,0401 cm?). As medidas voltamétricas foram realizadas
em um potenciostato Palm Sens conectado a um microcomputador para a aquisi¢do dos dados. As medidas de
espectroscopia de impedancia eletrotroquimica (EIE) foram realizadas no potenciostato/galvanostato AUTOLAB
PGSTAT, conectado ao um microcomputador e controlado pelo software FRA, o qual foi utilizado para aquisi¢ao e
analise dos dados de impedancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As monocamadas utilizadas foram formadas por diferentes arranjos estruturais, tamanho da cadeia carbonica e
grupos funcionais. A eletroatividade, formagao e organizacao dos filmes dos diferentes tidis foi avaliada, monitorando
o comportamento da molécula sonda, [Fe(CN),]*"*. Estudos em diferentes velocidades de varredura para os eletrodos
na presenga do ferricianeto mostraram que a corrente de pico anddica aumenta linearmente com a raiz quadrada da
velocidade de varredura, indicando que o processo de transferéncia de elétrons é controlado pela difus@o das espécies
a superficie do eletrodo.

Os voltamogramas mostraram um decréscimo nas respostas da corrente faradaica com o aumento do tempo de
imersdo do substrato ouro na solucdo etandlica dos tidis, sugerindo que o processo de transferéncia de elétrons ocorre
através dos pinholes da superficie e também por tunelamento. A Figura 1-A mostra o comportamento das diferentes
SAMs, as quais apresesentaram um deslocamento do potencial para regides de valores menos positivos, indicando que
as imobilizagdes das moléculas ocorreram. O Au-MPA e o Au-TLA obtiveram melhor recobrimento da superficie no
tempo de imersdo de 3 horas. Enquanto que o Au-MUA, sua molécula ser uma cadeia longa e 0 Au-CYS, depender da
quebra de ligacdo S-S, necessitaram de maior tempo de imersdo 24 horas para organiza¢cdo da monocamada.
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Figura 1: A - Voltamogramas ciclicos do Au, Au-MPA, Au-TLA, Au-MUA e Au-CYS, em solugdo PBS 0,1 mol L' com
[Fe(CN),]? 0,05 mol L' (pH=7,0). Velocidade de varredura 100 mV s"'. B — Diagramas de Nyquist de 0,008 mol L'
[Fe(CN),]?*em PBS 0,1 mol L' para o eletrodo de ouro limpo e modificado com a monocamada, Eac = 10 mV, Edc
=200 mV e faixa de frequéncia de 10 KHz a 100 mHz.

Através da EIE o eletrodo de ouro sem modificagdo e 0 Au-CYS, o processo de transferéncia de elétrons através das
interfaces ¢ muito rapido, pois os espectros se apresentaram praticamente na forma de uma reta. Diferentemente, no Au-
MPA e no Au-TLA, o processo torna-se mais lento, sendo caracterizado pela presenca da regido semicircular grande.
O MUA que contém um nimero elevado de carbonos na cadeia apresentou um maior recobrimento da superficie, o
que ocasionou perda da resposta voltamétrica e alto valor de Ret 1,45.1077 Qcm?, conforme Figura 1-A e 1-B. Através
da técnica de EIE, pode-se comprovar que o dados obtidos e o comportamento das SAMs foram consistentes com os
dados obtidos pelos voltamogramas ciclicos.

As SAMs obtidas foram utilizadas para avaliar a influencia dos grupos carboxilicos e dos grupos amina para a
determinag@o do farmaco. Analisando o desempenho dos sensores para a determinacéo de dopamina (DA) através da
VC (Figura 2-A), verificou que a SAM formada pelo TLA foi a que apresentou resultados mais satisfatorios quanto a
sensibilidade e seletividade em relagdo a este analito.
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Figura 2: A - Voltamogramas ciclicos dos diferentes eletrodos na presenga de dopamina 0,1 mmol L', em solugdo PBS
0,1 mol L', pH 7,0. Velocidade de varredura: 100 mV s'. B - Voltamogramas de onda quadrada do eletrodo Au-TLA
na presenga de DA em diferentes concentrag¢des (1,07.107, 1,98. 107, 2,94. 107, 3,88. 107, 4,80. 107, 5,7. 107, 6,6. 107
mol. L"). Parametros utilizados: AEs =4 mV, a =40 mV ¢ f= 60 Hz

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica m



Utilizando-se Au-TLA A dopamina foi quantificada pela técnica de VC e VOQ (Figura 2-B), na faixa linear de 1,1
a 6,6x107 molL! com limites de detecgdo de 1,42.107 mol L' e 4,77.10® mol L', respectivamente. A DA e o acido
ascorbico (AA) coexistem no fluido extracelular do sistema nervoso central ¢ no soro, os quais possuem potenciais de
oxidagdo similares em eletrodos s6lidos convencionais, tornando-se dificil separar e determinar estes compostos nestas
condigdes. Ao utilizar o Au-TLA em pH 7,0 o filme encontra-se na sua forma anidnica (pka = 4,5), podendo atrair
moléculas de DA, que estdo em maioria na forma cationica (pka = 8,9) e sofrer repulsdo eletrostatica das moléculas de
AA (pka = 4,2), impossibilitando sua chegada a superficie do eletrodo.

Analisando a Figura 3-A pode-se concluir que a presenca de AA ndo interfere significativamente na determinagéo
de dopamina, pois o voltamograma do branco (resposta do eletr6lito) ndo apresentou diferenga significativa na sua
resposta eletroquimica quando adicionado o AA, na concentragdo de 1.10* molL-".
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Figura 3: A Voltamogramas ciclicos do eletrodo Au-TLA na presenga de AA e DA, velocidade de varredura 100 mV
s B - Voltamogramas de onda quadrada da DA (na faixa de 1,0 a 2,94x10° molL") na presenca de AA (1,0x10> mol
L' - concentragdo fixa). Parametros utilizados: AEs =4 mV, a =40 mV ¢ = 60 Hz. Solu¢do Tampao PBS 0,1mol L
em pH 7,0.

Utilizando-se a técnica de VOQ (Figura 3-B), o eletrodo Au-TLA foi capaz de distinguir o AA ¢ DA quando
presentes na mesma solug¢do. Foram observados dois picos de oxidagdo, em 150 mV e 490 mV (de menor intensidade)
relacionados com as reagdes redox de DA e AA, respectivamente. Esses resultados possibilitam a detecgdo da DA sem
interferéncia do AA, uma vez que oxidam em potenciais diferentes, com uma separagdo de pico de 340 mV.

CONCLUSAO

Medidas de VOQ utilizando o Au-TLA, possibilitaram a determinagdo de DA com limite de detec¢do de 4,77.10®
molL". Este eletrodo Au-TLA apresentou um comportamento seletivo, distinguindo os picos de oxidag@o para DA
(Epa=150 mV) e AA (Epa =490 mV), com uma separagdo de 340 mV. Tais resultados indicam que o Au-TLA pode
ser aplicado com um possivel sensor para a determinagdo simultinea dessas espécies.
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DETERMINACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO UTILIZANDO
SENSORES DE PASTA DE NANOTUBOS DE CARBONO E AZUL
DA PRUSSIA - ESTUDO DE EFEITO DE INTERFERENTES E
ESTABILIDADE EM DIFERENTES pHs

Samantha Husmann, Aldo J. G. Zarbin

Grupo de Quimica de Materiais (GQM) — Departamento de Quimica UFPR, Curitiba - PR -
Brasil. samanthahus@hotmail.com

RESUMO: Utilizando eletrodos construidos a partir de uma rota inédita descrita pelo grupo para a eletrodeposicao
de azul da Prussia (AP) sobre nanotubos de carbono (NTCs), apresentamos um estudo da influéncia do pH, tanto na
estabilidade do eletrodo, quanto na determinagao de H,0,, assim como um estudo do efeito da presenga de diferentes
interferentes (frutose, glucose, dcido ascorbico, dcido urico, dcido glutamico e acido citrico) na determinagdo de
H,0, Alta estabilidade e resposta eletroquimica do H,0, foram obtidas, inclusive em pH neutro. Com excegdo do
dcido ascorbico e acido urico, erros menores que 1% foram causados pela presenga dos interferentes estudados.
Palavras-chave: sensores,; nanotubos de carbono, azul da Prussia; interferentes, nanocompositos.

INTRODUCAO

O desenvolvimento de sensores e biossensores para peroxido de hidrogénio (H,0,) que sejam estaveis, seletivos,
sensiveis e livres de interferéncia é de extrema importancia em diversas areas, principalmente na industria médica,
alimenticia e ambiental. O azul da Prissia (AP) é um hexacianoferrato capaz de reduzir o perdxido de hidrogénio muito
rapidamente e a baixos valores de potencial. Devido a esse comportamento redox e suas caracteristicas semicondutoras,
0 AP ganhou destaque como material para modificacdo de eletrodos utilizados no desenvolvimento de sensores de H,O_
,- Entretanto, a baixa estabilidade eletroquimica e baixa estabilidade em pH neutro de eletrodos modificados com AP
dificultam o seu uso para essa aplicagdo. Como uma alternativa para o aumento da estabilidade do AP, nanocompdsitos
entre AP e diferentes materiais vém sendo utilizados, sendo um deles os nanotubos de carbono (NTCs)!!.

Devido principalmente a condutividade elétrica, estabilidade quimica e resisténcia mecanica, os NTCs tém
sido empregados na preparagdo de eletrodos para diferentes aplicagdes, apresentando a capacidade de diminuir
o potencial de trabalho, melhorar a reversibilidade de processos, ter baixa corrente de fundo e possuir superficie
facilmente renovavel®. Pelas propriedades de ambos os materiais, o compdsito NTC/AP apresenta melhor estabilidade
eletroquimica, podendo atuar em uma maior faixa de pH, inclusive neutro, e em potenciais de trabalho proximos ou
igual a zero, diminuindo, e em muitos casos eliminando, a possibilidade de interferéncial®l. Na maioria das vezes, esse
composito ¢ obtido por ciclagem eletroquimica na presenga simultanea de ions [Fe(CN,)]* e Fe*". Nosso grupo de
pesquisa desenvolveu recentemente uma rota inédita de preparacdo desse tipo de compdsitos,™ através de uma reagio
eletroquimica heterogénea entre espécies de ferro contidas no interior dos NTCs, e ions ferricianeto em solug@o aquosa.

Com base nessa rota ¢ na interacdo formada entre os NTCs e o AP, neste trabalho verificou-se a possibilidade de
deteccdo de H,O, em diferentes pHs, além de se determinar o efeito causado pela adigdo de interferentes comuns em
determinagdes de H,O,.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A sintese dos eletrodos de NTCs/AP foi realizada conforme descrita por nosso grupo®. Em resumo, eletrodos de
pasta de nanotubos de carbono tipo multi-paredes e preenchidos com ferro e 6xidos de ferro (sintetizados de acordo
com procedimento descrito previamente em nosso grupol™) foram ciclados 500 vezes em solugéo aquosa de ferricianeto
de potassio, e posteriormente lavados com dgua. Solugdes de tampao fosfato nos pHs 3,10; 4,18; 5,00; 6,10; 7,00 e 8,69
foram utilizadas para as medidas de estabilidade em pH, sendo as voltametrias ciclicas realizadas com uma velocidade
de varredura de 50 mV.s" numa janela potencial de -0.3 a 1.2 V (VS Ag/AgCl). Para as determinagdes de H,0, na
presenca de interferentes, medidas cronoamperométricas foram realizadas. Essas medidas foram feitas sob agitacao
constante com adigdes sucessivas de 20uL de solugdes de H,O,, gerando concentragdes finais na ordem de 10 molL"',
sobre tampdo fosfato 0,05 mol.L, pH 7,00,contendo cada interferente na concentragdo 5.10° molL. O intervalo de
tempo foi de 500 segundos, com potencial de trabalho igual a 0 V (vs Ag/AgCl).Os interferentes utilizados foram a
frutose, glucose, 4cido ascorbico, acido trico, acido glutdmico e acido citrico.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os eletrodos de NTC/AP foram submetidos a sucessivas voltametrias ciclicas em diferentes pHs para se verificar a
estabilidade do material. Observou-se que os dois pares redox caracteristicos do azul da Prussia sdo mais definidos nos
pHs 5,00; 6,10 ¢ 7,00, sendo que em pH 8,69 ocorre uma distor¢do do primeiro par e o desaparecimento do segundo
que pode ser atribuida a interagdo entre as espécies de ferro do AP e os ions hidroxido (OH"), formando FeOH, em
pHs mais elevados!®. Apesar de ndo apresentar pares redox tdo definidos em pH 7,00, o material apresenta-se muito
estavel nessa faixa, como mostrado na Figura 1a, onde foi calculada a porcentagem de sinal do 50° ciclo em relagdo ao
primeiro no pico de redugdo a 0,8V.

A sensibilidade frente a determinagdo de H,O, em diferentes pHs também foi avaliada, tanto por voltametria
ciclica na presenga de H,0, como por cronoamperometria, através da adigdo de quantidades conhecidas de eroxido de
hidrogénio sobre tampao fosfato em pHs distintos. Em todos os voltamogramas, na faixa de pH estudada, observou-
se um aumento, da resposta eletroquimica na presenga de 5,0.10° mol L' de peréxido de hidrogénio, indicando uma
maior sensibilidade, como pode-se perceber na Figura 1b, onde ocorreu maior aumento de sinal em pH 4,18, apesar de
em pHs 6 e 7 0 aumento também ser consideravel.

Figura 1: a) Intensidade da corrente do 50° ciclo voltamétrico relativa ao primeiro ciclo, realizado em diferentes pHs;
b) porcentagem de aumento de sinal obtida em relagdo ao branco das voltametrias em presenga de 5,0.10° mol L' de
H,O, em diferentes pHs.

O aumento de estabilidade e sensibilidade, mesmo em pH neutro, pode estar relacionado a uma maior interagdo do
AP com o NTC, associada a metodologia utilizada na formagdo do AP, que ocorre pela utilizacio das espécies de ferro
contidas no interior dos NTCs, fazendo com que haja um contato mais intimo entre os dois materiais. Apesar de os
melhores resultados ndo serem obtidos em pH 7, estudos posteriores, inclusive o de interferéncia, se realizaram neste
pH pelo maior potencial de aplicagdo em sensores e biossensores.

Para os testes de interferéncia, primeiramente foram realizadas voltametrias ciclicas de solu¢des 1.10° molL! em
tampdo fosfato dos interferentes estudados, para se verificar a resposta eletroquimica no potencial utilizado para as
medidas de H,O,, a zero volt. Conforme a Figura 2a, ndo se observa a 0 V nenhuma resposta que possa causar sinal de

272
interferéncia sobre a determinagdo de H,0,.

Figura 2: a) Voltametrias ciclicas em tampdo fosfato 0,05 mol.L"', pH 7,00, na presenga de 1.10° mol. L' de H,0, e
diferentes interferentes (velocidade de varredura igual a 50 mV.s™); b) curvas analiticas para a determinagdo de H,O
na presenca de 5.10° molL! de diferentes interferentes, obtidas por cronoamperometria a 0 V (vs Ag/AgCl).

2
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A partir de uma curva padrio de resposta de intensidade de corrente frente a concentragdo de H,O,, foram entdo
realizadas cronoamperometrias onde se adicionou sucessivamente quantidades de uma solugdo de H,O, na ordem de
10 molL!' em tampao fosfato 0,05 molL-!' contendo cada interferente na concentragdo 5.10° molL!. As curvas obtidas
para a resposta na determinagdo de H,O, na presenca dos interferentes foram comparadas com a curva padrdo, sendo
calculado o erro que cada interferente produziu na medida, determinado assim a interferéncia de cada agente utilizado.

Como mostrado na Figura 2b e na Tabela 1, dos seis interferentes testados, apenas dois geraram interferéncia
significativa na determinagdo de H,O,, sendo eles o 4cido ascorbico e o 4cido urico, enquanto que os demais
interferentes apresentaram uma média de erro menor que 1% nas determinagoes. Esse erro pode estar de alguma forma
associado as maiores respostas eletroquimicas desses dois interferentes nas voltametrias ciclicas realizadas, apesar de
nado apresentarem respostas significativas no potencial igual a zero volt, onde foram realizadas as cronoamperometrias.
Por outro lado, ¢ comum o acido ascérbico e o acido trico apresentarem interferéncia em medidas realizadas com azul
da Prassial'l.

Tabela 1: Erros obtidos pela comparagdo de curvas de determinacdo de H O, na presenca de interferentes e a curva

padrio.

Interferente Acido ascérbico Acido citrico | Acido glutdmico | Acido trico |Frutose |Glucose
Erro médio/ % 10,59 0,22 0,65 11,57 0,25 0,45
CONCLUSOES

Os cletrodos de NTCs modificados com AP obtidos através da rota descrita por nosso grupo apresentaram alta
estabilidade eletroquimica mesmo em pH neutro, sendo que neste mesmo pH observou-se alta sensibilidade frente a
deteccdo de peroxido de hidrogénio. Além disso, esse material mostrou-se até certo ponto seletivo em relagdo ao H,0,
por apresentar baixissimos erros causados por interferéncia de 4 dos 6 interferentes testados, sendo o acido ascorbico
e o acido trico os causadores de maior interferéncia. Essas caracteristicas em conjunto com aplicagdo de potencial
igual a 0 V (vs Ag/AgCl) em pH neturo, além de baixissimos limites de detec¢@o e quantificagdo e alta sensibilidade ja
descritos em trabalhos anteriores, tornam esses eletrodos um grande potencial na utilizagdo como sensores de peroxido
de hidrogénio.
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RESUMO: Foi desenvolvido um novo procedimento para a determinagdo voltamétrica de BHA por SWV em alimentos
(maioneses) empregando-se um eletrodo composito de carbono modificado com Cu,(PO,), imobilizado em resina
poliéster. As determinagées foram realizadas em nitrato de potdssio 0,1 mol L' e etanol 90/10% v/v (pH condicional
6,7). A corrente de pico anddica foi obtida em potencial 0,42 V vs. eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L), sendo esta
proporcional a concentragdo de BHA no intervalo de 3,4 x107 a 4,1 x10” mol L' expresso pela equagdo: L, /A) = 2,41x
10° + 0,83 [BHA (mol L)]; r=0,9989 e limite de detec¢do igual a 5.9 x 10 Os RSDs para o estudo de repetibilidade
inter e intra dias foram 0,86% e 2,79 % respectivamente e, as recuperagoes variaram de 95,8 a 104 %. O método foi
aplicado com sucesso na determinag¢do de BHA em maionese.

Palavras-chave: BHA, Eletrodo compdsito modificado com Cu (PO ),

INTRODUCAO

Segundo a ANVISA [1], “antioxidantes sdo substancias que retardam o aparecimento de alteragdes oxidativa em
alimentos”, corroborando assim com a defini¢do da FDA [2]. Segundo essa agéncia, “antioxidantes sdo substancias
utilizadas para preservar os alimentos através do retardamento da deterioragdo, rancidez e descoloragdo decorrente
da autoxidagdo destes produtos”. Estes compostos aromaticos sdo classificados em naturais ou sintéticos, como por
exemplo, BHA (2-terc-butil-4-hidroxianisol ) e BHT (di-terc-butil metil fenol) que sdo os mais utilizados na industria
de alimentos.

Estudos toxicoldgicos tém demonstrado a possibilidade de efeito carcinogénico em experimentos com animais,
onde o BHA mostrou induzir a hiperplasia gastrointestinal em roedores por um mecanismo ainda desconhecido [3,4].
No Brasil, o uso de antioxidantes sintéticos ¢ controlado pelo Ministério da Satde [5] que limita em 200 mg/kg para
BHA referente ao percentual de gordura contida no alimento, como concentragdes maximas permitidas.

Eletrodos de carbono tém sido explorados ha varios anos em quimica eletroanalitica. A utilizagdo de modificadores
quimicos aumenta a eficiéncia eletrocatalitica, assim como diminui o potencial aplicado em comparagdo com 0s
eletrodos de pasta de carbono convencionais [6].

O comportamento eletroquimico de BHA no eletrodo composito de carbono modificado com fosfato de cobre
imobilizado em resina poliéster (ECCM- Cu,(PO,)) foi estudado usando-se as técnicas de voltametria ciclica (CV) e
onda quadrada, SWV (Square-Wave Voltammetry). A primeira foi empregada para elucidar as reagdes eletrodicas e
a segunda foi empregada por proporcionar limites de detec¢do (LD) mais favoraveis. O ECCM-Cu,(PO,) apresentou
janela de potencial em meio aquoso e ndo aquoso entre —1.0 e 1,2 V vs. Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L), sendo estudada a
janela de potenciais entre 0,1 a 0,8 V para o BHA.

Para a elaboracdo deste trabalho foram estudados: (1) a composi¢ao do eletrodo; (2) concentragdo e pH do eletrolito
suporte; (3) parametros instrumentais das técnicas eletroquimicas e (4) solubilidade da amostra em diversas solugdes.

Neste trabalho ¢ proposta a preparacdo e aplicagdo de um ECCM- Cu,(PO,) para a determinacdo de BHA em
amostras de alimentos (maioneses) por voltametria de onda quadrada (SWV), como um método alternativo simples,
preciso, exato e rapido.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As solugdes de referéncia e das amostras utilizadas foram preparadas no dia da analise para evitar processos de
hidroélise e/ou oxidagdo. O eletrélito suporte utilizado para todas as determinagdes de BHA foi o nitrato de potassio
0,1 mol L"! contendo 10% v/v de etanol (pH condicional 6,7). A solugdo estoque de BHA foi preparada em eletrolito
suporte, apos estudo de solubilidade (Tabela 1), sendo as solugdes de referéncia obtidas por diluicao da solucdo estoque
em eletrdlito suporte.

As amostras de maionese (2g) foram submetida a extragdo com solvente (5 mL de etanol) em banho ultrassénico
(Aqua Wave 9374-Brnstead/Lab-Line) a temperatura ambiente por 15 min e depois centrifugada por 10 min a 3000
rpm. Este procedimento foi repetido duas vezes. O sobrenadante foi coletado em baldo volumétrico de 10 mL e seu
volume foi completado com etanol. Uma aliquota de 500 pL da solucdo foi transferida para a cela eletroquimica
contendo 5 mL de KNO, 0,1 mol L' considerando a propor¢do de 10% v/v de etanol.
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O Cu,(PO,), foi imobilizado em resina poliéster (Resapol T-208) de acordo com o método proposto por Pereira &
Fatibello-Filho [7]. O modificador quimico, Cu,(PO,),, foi misturado manualmente por 30 minutos em um almofariz de
agata com po de grafite (Fischer Chemical Grade #38) na propor¢do 20/40% m/m. Esta mistura foi adicionada a 0,20
g (20% m/m) de parafina (Labsynth) fundida a 60°C, antes que a mistura enrijecesse, esta foi inserida na cavidade de
uma seringa para insulina contendo uma haste de cobre para fazer o contato elétrico.

Todos os experimentos de CV ¢ SWV foram realizados com o auxilio de um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT12 (Eco Chemie) acoplado a um microcomputador gerenciado pelo software GPES 4.9, em célula
eletroquimica de compartimento {inico com trés eletrodos. O eletrodo de trabalho utilizado foi um ECCM- Cu,(PO,)
com area superficial de 8 mm?; o eletrodo de referéncia utilizado foi um de Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L) e o eletrodo
auxiliar foi um eletrodo de placa de platina com area superficial de 20 mm?.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi realizado um estudo sistematico para definir os melhores pardmetros para a determinagdo de BHA
em amostras de alimentos. O estudo do eletrélito suporte foi realizado por voltametria ciclica. Neste, as solucdes de
cloreto de sodio (NaCl); cloreto de potassio (KCl); nitrato de s6dio (NaNO,), nitrato de potassio (KNO,), tampao
fosfato foram investigadas no intervalo de concentragdo de 0,01 a 0,5 mol L, sendo KNO, 0,1 mol L'/10% etanol
(v/v) selecionado para todas as determinacdes, os pardmetros de SWV otimizados foram: amplitude 60 mV, freqiiéncia
de 80 mV s'! e incremento de varredura de 5 mV.

O perfil voltamétrico para BHA obtido por voltametria ciclica indica se tratar de um sistema irreversivel devido a
auséncia de um pico catddico no sentido inverso de varredura e ha um deslocamento para potenciais mais positivos
com o aumento da velocidade de varredura. Ademais, o efeito da velocidade de varredura sobre a resposta voltamétrica
de BHA na superficie do eletrodo foi estudado e sugere que o processo de oxidacdo de BHA na superficie do eletrodo
foi controlado por difusdo.

A curva analitica foi construida a partir de solu¢des padrdes de BHA no intervalo linear de concentragdes de 3,4
x107 a 4,1 x10°mol L'e equagdo: [,/A)=241 x10¢ + 0,83 [BHA (mol L)] (r=0,9989), com LD igual a 5,9 x 10
mol L' e RSD menor do que 0,2 %. O desvio padrio relativo calculado para os estudos de repetibilidade inter e intra
dias foram 0,86% e 2,79 %, respectivamente.

A Figura 1 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos na construg¢do da curva analitica para BHA no
intervalo de concentragdo estudado.
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Figura 1 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos com eletrodo compésito carbono modificado com Cu,(PO,), em
varias concentragdes de BHA: (a) eletrolito suporte; (b) 3,4 x107; (¢) 2,4 x10°%; (d) 9,6 x10°%; (e) 1,5 x10%; (f) 2,1x107;
(2) 2,6 x107; (h) 3,1 x107; (i) 3,5 x107; (j) 4,1 x10°° mol L''; eletrolito suporte: KNO, 0,1 mol L'/ 10 % etanol (v/v)
(pH 6,7); /=805, a= 60 mV, AE_= 5 mV). Em detalhe a curva analitica obtida.

Foram avaliadas algumas substéncias presentes em amostras de maioneses que podem interferir na determinagao de
BHA. As substéncias avaliadas foram: acido citrico, EDTA, benzoato de sddio, amido, sorbato de potassio ¢ lactose em
solugdo de KNO, 0,1 mol L'/10% etanol (v/v) (pH condicional 6,7) na mesma concentra¢do (1:1 interferente: analito)
e dez vezes maior (10:1 interferente: analito) sendo a concentragdo de BHA 2,0 [1 107 mol L™'. Nenhuma substancia
investigada apresentou interferéncia na determinagdo de BHA em maioneses. Também foi realizado o estudo de adigdo
e recuperacdo de padrdo. As recuperagdes variaram entre 95,8% e 104%. Estes valores obtidos indicam que ndo houve
interferéncia significativa da matriz das amostras na determinagdo de BHA pelo procedimento analitico proposto.
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Os teores de BHA determinados em maionese empregando CLAE (método comparativo) e o método proposto
foram concordantes a um nivel de confianga de 95% e s@o apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Determinagdo de BHA em maionese por CLAE e pelo método proposto.

BHA (mg/100g)
Amostras CLAE SWv E %
A 2,40 £0,05 2,55+0,09 +6,25
B 5,96 £ 0,06 6,10 £ 0,05 +2,35
C 1,60 +0,04 1,64 + 0,09 +2,50

n = 3; nivel de confianga de 95%

CONCLUSOES

O método proposto para a determinagdo de BHA em amostras de alimentos (maionese) usando um eletrodo
composito de carbono modificado com fosfato de cobre imobilizado em resina poliéster mostrou-se eficiente, de facil
execucdo, preciso e exato. Ademais, destaca-se o baixo custo do método comparado a outros métodos empregado para
determinacdo de BHA em amostras de alimentos tais como os métodos cromatograficos que sao os mais empregados.

AGRADECIMENTOS: FAPESP, CAPES e CNPq.

REFERENCIAS

[1] FDA — U.S. Food and Drug Administration, U.S. Department of Health & Human Services Internet site address:
www.fda.gov, acessado em 06/05/2011.

[2] ANVISA — Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria, Ministério da Satide Internet site address: WWW.avisa.gov.
be, acessado em 06/05/2011.

[3] Botterweck, A.A.M.; Verhagen, H.; Goldbohm, R.A.; Kleinjans, J. & Van Den Brandt, P.A. “Intake of butylated
hydroxyanisole and butylated hydroxytoluene and stomach cancer risk: Results from analyses in the Netherlands
cohort study ”. Food Chem. Toxicol. 38(7): 599, 2000.

[4] Cruces-Blanco, C.; Carretero, A.S.; Boyle, EIM. & Gutierrez, A.F. “The use of dansyl chloride in the
spectrofluorimetric determination of the synthetic antioxidant butylated hydroxyanisole in foodstuffs . Talanta.
50(5): 1099, 1999.

[5] MS, ministério da Saude. Resolucdo, n° 04 de 24 de novembro de 1988. Aditivos Intencionais - Ministério da
Saude. Brasilia, Resolugdo, n° 04 de 24 de novembro de 1988.

[6] Freitas, K.H.G.; Fatibello-Filho, O. Simultaneous determination of butylated hydroxyanisole (BHA) and butylated
hydroxytoluene (BHT) in food samples using a carbon composite electrode modified with Cu,(PO,), immobilized
in polyester resin Talanta 81 (2010) 1102—-1108.

[7] Pereira, A.V. & Fatibello-Filho, O. “Flow injection spectrophotometric determination of L-ascorbic acid in

pharmaceutical formulations with on-line solid-phase reactor containing copper (II) phosphate ”. Anal. Chim. Acta.
366(1-3): 55, 1998.

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica



http://www.fda.gov
http://WWW.avisa.gov.be
http://WWW.avisa.gov.be

SB28
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RESUMEN: El sulfito, anhidrido sulfuroso, o dioxido de azufre, es sin lugar a dudas, el aditivo mds ampliamente usado
como conservante de los alimentos, en vinificacion y también el mas indispensable a nivel industrial, debido a sus
propiedades antioxidantes, antioxiddsicas y antimicrobianas. Por otro lado, altos niveles de este compuesto produce
efectos toxicos [1], por ejemplo, la presencia de sulfito en agua natural causa una reduccion en la concentracion
de oxigeno, ademds de un cambio de las caracteristicas organolépticas del alimento y de las bebidas, cuando este
compuesto se utiliza en las altas concentraciones, problema de gran importancia en la industria del vino [2, 3].
Teniendo en cuenta todo lo anterior y, debido a que los limites de su uso son establecidos por la legislacion en la
mayoria de los paises, la determinacion de la concentracion del ion de sulfito en el ambiente, el alimento y el otro
material es de gran interés. Es por esto que el desarrollo de técnicas electroquimicas ha adquirido gran importancia
y relevancia, sobre todo en la fabricacion de sensores electroquimicos, los cuales tienen gran ventaja como su rapida
respuesta, relativamente alta especificidad y bajo costo [1,2].

Palabras Claves: Oxidacion de sulfito, oxidacion eletrocatalitica, porfirinas.

INTRODUCCION:

El sulfito, anhidrido sulfuroso, o didxido de azufre, es sin lugar a dudas el aditivo mas ampliamente usado como
conservante de los alimentos en vinificacion y también el mas indispensable a nivel industrial, debido a sus propiedades
antioxidantes, antioxidasicas y antimicrobianas. Por otro lado, altos niveles de este compuesto produce efectos toxicos
[1], por ejemplo, la presencia de sulfito en agua natural causa una reduccion en la concentracion de oxigeno, que puede
tener un efecto perjudicial en la vida acuatica y se ha encontrado que los niveles de este compuesto pueden producir
reacciones adversas en los pacientes con asma [2], ademas de un cambio de las caracteristicas organolépticas del
alimento y de las bebidas, cuando este compuesto se utiliza en altas concentraciones, problema de gran importancia en
la industria del vino [3, 4]. Teniendo en cuenta todo lo anterior y debido a que los limites de su uso son establecidos
por la legislacion en la mayoria de los paises, la determinacion de la concentracion del i6n de sulfito en el ambiente, el
alimento y el otro material es de gran importancia.

Se han desarrollado varios métodos para la determinacion del i6n de sulfito, entre los que se incluyen la amperimetria,
la espectrofotometria, asi como métodos electroquimicos y técnicas enzimaticas . También se han empleado los
métodos de inyeccion en flujo quimio-luminescentes (FIA-CL). La reduccion electroquimica de disoluciones acuosas
de sulfito ha sido el tema de numerosas investigaciones que datan de los afios 30 y se ha estudiado una gran variedad
de materiales del electrodo, incluyendo mercurio, oro, platino, bismuto, cobre, grafito modificado con ftalcocianina de
hierro.

Por su parte, las técnicas electroquimicas proporcionan resultados plausibles en condiciones de laboratorio. En
electroanalisis, los electrodos modificados ofrecen en la actualidad un potencial capaz de satisfacer los requisitos de un
sensor que sea rapido y exacto. Los métodos de preparacion de estos electrodos incluyen las capas monomoleculares
fijadas por adsorcion y electropolimerization, entre otros. Una modificacion eficiente de la superficie del electrodo
requiere una especie electroactiva como las porfirinas, capaces de formar complejos estables con una variedad grande
de metales. La presencia de un metal de transicion coordinado en el anillo porfirinico (metaloporfirinas) favorece las
caracteristicas cataliticas y electro-cataliticas de la misma, donde los grupos periféricos pueden también ser utilizados
para controlar la interaccion. Ahora, para que los resultados electro-analiticos sean confiables y acertados es de vital
importancia tener completamente claros los aspectos mecéanicos del proceso electro-quimico y ese ha sido el foco de
muchas anteriores investigaciones. Se sabe que el anion sulfito (SO,*) en disolucion acuosa establece un equilibrio
entre las distintas formas moleculares de esta especie, bisulfito (HSO,") y con didxido de azufre (SO,) Ec. 1. Una parte
reacciona con compuestos que presentan grupos carbonilo y se llama bisulfito enlazado, la otra parte se llama SO, libre,
en donde sus respectivas concentraciones dependeran principalmente del pH [23].

SO> + 2H* HSO, +H" SO, + HO Ec. 1
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
Sintesis de la meso-tetrakis (2-thienyl)porphiryn H,TTP
El monémero fue sintetizado de acuerdo a lo descrito en la literatura, Método de Adler (Esquema 1) [24].

Pyrrol

i Propionic acid

2-thiophene carboxaldehyde A

meso-tetrakis (2-thienyl)porphiryn H2TTP

Figura 1: Sintesis de la meso-tetrakis (2-tienil)porfirina H, TTP, método de Adler

2-tiofencarboxialdehido (1,9 mL, 2,1 x 102 mol) y pirrol (1,5 mL, 2,1 x 102 mol) en 150 mL de acido propionico
fue calentado a reflujo. Sobre el curso de 30 min la formacion de un precipitado negro fue observada. Luego se dejo
enfriar a temperatura ambiente, posteriormente se agrega metanol, dejando enfriar en un bafio de hielo a 0°C por
15min, para luego filtrar. El filtrado es lavado con agua destilada y metanol, secado y posteriormente purificado por
columna cromatografica (silica/CH,Cl)). Un precipitado solido y cristalino de color purpura fue obtenido, con un
rendimiento de 21%.

Procedimiento para la preparacion del electrodo modificado

La electropolimerizacion de Co(II)TTP fue realizada a partir de disoluciones 0,001 M del complejo [Co(II)TTP]
y 0,IM de perclorato de tetrabutilamonio (TBAP) como electrolito de soporte en diclorometano (CH,CL,), Figura
2. El aumento en la corriente de la oxidacion observada en barridos sucesivos es atribuido al doping, que ocurre
simultaneamente con el crecimiento de la pelicula. Ademas, se observa una disminucion del potencial de oxidacion,
que se ha atribuido al alargamiento de las cadenas del oligdmero que disminuye su potencial oxidante debido a un
aumento en la conjugacion, lo que también da cuenta de la formacion del deposito sobre el electrodo de carbon vitreo.

Los limites catodico y anoddico de potencial fueron 0,0 y 1,5 V respectivamente, el potencial limite catodico
seleccionado representa el sobre-potencial necesario para producir la oxidacion del mondémero y la subsecuente
polimerizacion sin alterar el perfil voltamétrico. El aumento gradual de la corriente sobre 1,3 V representa el proceso
de la oxidacion de los grupos de tienil y el incremento en su valor indica que cierta cantidad de pCoTTP ha sido
depositada en el electrodo.

En cuanto al comportamiento de transferencia del tiofeno para la electro-polimerizacion y de las polimerizaciones
electroquimicas relacionadas como en el Co(II)TTP, su polimerizacion muy probablemente ocurriria en sus grupos
meso-tienil, sobretodo su posicion 5. Por su parte, el pico de la oxidacion en el intervalo de 0,90-1,05 V se puede
asignar a la oxidacion de anillo de la porfirina .

RESULTADOS Y DISCUSION

El electrodo quimicamente modificado GC/pCo(II)TTP ha demostrado su capacidad catalitica, donde la oxidacion del
sulfito se ve facilitada y catalizada por la presencia del macrociclo en la superficie del electrodo, proveyendo a éste de
un sitio alternativo de reaccion para los procesos de transferencia electronica del sulfito.

Debido a que el comportamiento de las porfirinas depende en gran medida del pH, ademas de ser un factor importante
en el equilibrio que presenta el sulfito con las diferentes formas moleculares [6], se determiné el pH 7,0 como el 6ptimo
para la determinacion del analito. El electrodo de GC/poly TTP(Coll) reconoce el analito sulfito por medio de una
respuesta electro-quimica e interpreta la concentracion de éste como una sefial eléctrica. El grafico de corriente de pico
Ip vs concentracion, muestra un intervalo lineal entre 1,0x107 y 5,0x1073. Para concentraciones superiores a este valor,
dicha linealidad como es de esperar, se pierde para soluciones relativamente concentradas (ver figura 2).
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Figura 2: Determinacion de sulfito a diferentes concentraciones

Para determinar este margen de linealidad se preparon disoluciones de difentes concentraciones de sulfito de sodio
en presencia de perclorato de sodio como electrdlito de soporte en una concentracion aproximadamente 100 veces la
del analito y se ajusto el pH a 7,0 adicionando pequeiias cantidades de hidroxido de sodio y acido clorhidrico diluido,
seglin fuera la necesidad y segtn lo discutido previamente en este documento y se realizé un barrido de potencial en
condiciones previamente establecidas.

El grafico de linealidad se realizé con los valores potencial de pico Ip (0,94 mV) de las respuestas voltamétricas
del electrodo modificado versus concentracion del analito, donde se encontré una muy buena linealidad en la respuesta
(ver figuras 2) y, por consiguiente, se propone para su uso COmo sensor amperoméetrico.

CONCLUSIONES:

El electrodo modificado presento ademas de una preparacion sencilla, una gran estabilidad en el tiempo, pudiéndose
reproducir mediciones tres semanas posteriores a la preparacion del mismo.

El grafico de linealidad se realizé con los valores potencial de pico Ip (0,94 mV) de las respuestas voltamétricas
del electrodo modificado versus concentracion del analito, donde se encontrd una muy buena linealidad en la respuesta,
por lo que se propone para su uso como sensor amperométrico.
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RESUMO: Neste trabalho desenvolveu-se um biossensor para a detec¢do de compostos fenolicos baseado em
nanotubo de carbono multi parede oxidado (MWCToxi) contendo Azul de Meldola imobilizado e enzima lacase. As
variaveis que exercem influéncia no desempenho deste, incluindo: o processo de imobiliza¢do e a quantidade da
enzima, pH e potencial de trabalho foram investigados. A resposta amperométrica para catecol usando o biossensor
proposto apresentou amplo intervalo de resposta linear (1 a 150 wmol L), boa sensibilidade (57,1 u4 cm? umol L),
excelente estabilidade operacional (apos 200 determinagoes a resposta mantém 97 % da resposta inicial) e muito boa
estabilidade de estocagem. Estes resultados foram comparados com lacase imobilizada sobre nanotubo de carbono
puro (MWCT), real¢ando as excelentes caracteristicas do MWCToxi. De acordo com estas caracteristicas, é possivel
afirmar que o biossensor desenvolvido ¢ promissor para a detec¢do de fenois devido a sua boa resposta eletroquimica
e estabilizacdo da enzima.

Palavras-chave: Biossensor amperométrico, nanotubo de carbono multiparede oxidado, lacase, Azul de Meldola e
compostos fenolicos.

INTRODUCAO

Devido aos riscos para a saide e para o meio ambiente causados pela exposi¢do aos compostos fendlicos toxicos,
existe um consenso universal a respeito da necessidade de monitoramento continuo destes contaminantes nos cursos
de aguas naturais e nos inimeros efluentes industriais descarregados nestes recursos hidricos [1]. O tempo e o custo
envolvidos com a detecgdo de poluentes ambientais (por exemplo, aquisicdo e preparacdo da amostra, analise de
laboratorio) t€ém imposto limita¢des quanto ao nimero de amostras que podem ser analisadas para um determinado
projeto de monitoramento ambiental [1]. O aumento da quantidade de dados analiticos (maior nimero de informagdes
a cerca de um determinado processo) tende a melhorar a eficiéncia na caracterizagdo dos compostos poluentes “in situ”
e caracterizar melhor os riscos ou ainda a eficiéncia dos procedimentos de descontaminagdo. A limitagdo no niimero
das analises tem criado uma demanda por tecnologias analiticas em um menor tempo e com custos mais acessiveis.

A determinagdo de compostos fenolicos é efetuada principalmente por meio de técnicas espectrofotométricas
e cromatograficas (incluindo as modalidades de cromatografia liquida de alta eficiéncia e gasosa). No entanto,
a versatilidade das técnicas eletroquimicas e os menores limites de detecgdo comumente obtidos em relacdo as
espectrométricas, bem como seus baixos custos de aquisi¢do quando comparados as técnicas cromatograficas fazem com
que sejam amplamente aplicadas na determinag@o de compostos fendlicos. Assim, devido as suas caracteristicas Unicas,
tais como: seletividade; relativo baixo custo de construgdo e estocagem; potencial para miniaturizagdo; facilidade de
automagdo e construcdo de equipamentos simples e portateis para uma analise rapida de monitoramento “on line”, os
sensores eletroquimicos representam uma ferramenta promissora para suplementar as técnicas existentes. Portanto, o
desenvolvimento de novas estratégias visando melhorar ainda mais o desempenho das técnicas eletroquimicas se mostra
promissor. Em especial, nos tltimos anos muita aten¢do vem sendo dada ao emprego de materiais nanoestruturados
para o desenvolvimento de biossensores amperométricos, tais como nanotubos de carbono [2]. O uso de NTCs ¢
relevante devido ao seu carater metalico, tornando possivel a melhora na transferéncia de electrons entre as enzimas
e as superficies dos eletrodos, trabalhando neste caso como mediadores de elétrons e suporte para a imobilizagdo da
enzima.

Visando obter um novo biossensor para a detecgdo de compostos fenolicos, este trabalho ilustra a oxidagdo de MWCT
¢ a imobilizagdo do corante organico Azul de Meldola. Posteriormente, procede-se a imobilizagdo de lacase sobre as
paredes dos nanotubos de carbono, visando aumentar a estabilidade e seletividade dos biossensores desenvolvidos.
Parte Experimental

A preparagdo dos nanotubos de carbono carboxilados ocorreu através da adaptacdo do método publicado na literatura
[3]. Assim, o nanotubo de carbono foi refluxado com solugdo de HNO, 3 mol L' a 120°C por 2 horas. O nanotubo de
carbono carboxilado foi filtrado e lavado com agua deionizada até que o pH do filtrado tornou-se praticamente neutro.
Apbs esta etapa, o material foi seco a 80°C. O material obtido foi denominado como MWCToxi.

Adsor¢io do Azul de Meldola na matriz de MWCT .
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Para a adsor¢do do Azul de Meldola na superficie da matriz de MWCT oxidado ¢ ndo oxidado, 200 mg deste
material foram adicionados a 20 mL de uma solugdo 1,0 10 mol L' de Azul de Meldola, permanecendo em contato
durante 3 horas sob agitag¢ao. Apos este periodo o material foi lavado com agua destilada e seco a temperatura ambiente,
o produto final desta reagdo foi denominado de MWCT-AM ou MWCT, -AM.

Medidas Eletroquimicas, Construcdo do Biossensor e Imobilizacdo da Enzima

As medidas eletroquimicas foram realizadas num potenciostato modelo PGSTAT30 da Pensalab com o emprego
de uma célula eletroquimica de 3 eletrodos. O eletrodo saturado de calomelano foi empregado como referéncia, e uma
espiral de platina como o eletrodo auxiliar.

O eletrodo de trabalho utilizado foi construido no proprio laboratério. Este dispositivo ¢ basicamente um tubo de
vidro de 15 cm de comprimento contendo uma cavidade inferior com 4 mm de didmetro interno e 1 mm de profundidade.
A enzima lacase foi imobilizada na superficie do MWCToxi-AM empregando-se 10 mg da matriz de nanotubo, ¢ 100
puL de solucdo aquosa contendo 1 mg de lacase. Esta mistura foi agitada mecanicamente por 30 minutos e seca em
geladeira. Posteriormente adicionou-se 1 mg de grafite em p6 e 30 uL de 6leo mineral misturando bem até completa
homogeneizagdo da pasta. Esta pasta foi introduzida na cavidade inferior do tubo de vidro descrito acima, obtendo o
eletrodo de pasta de nanotubo de carbono oxidado modificado com lacase, a qual foi denominado de MWCT _ -AM/
lacase.

De modo a avaliar o melhor desempenho obtido com o emprego de MWCToxi-AM na preparagdo do biossensor,
uma pasta contendo apenas MWCT ou MWCT-AM como material carbonaceo foi preparada. Estas pastas foram
preparadas da mesma forma como descrita para o biossensor a base de MWCToxi.

1.
2. Resultados e Discussao
Mecanismo do biossensor contendo Lacase

Na natureza, a enzima lacase na forma nativa (oxidada) quando reage com um composto fendlico na forma reduzida
apresenta o seguinte mecanismo de atuagao:

CF ,+lacase ,[1CF .+ lacase_

lacase ,+ O, [lacase , + H,O

onde x pode ser 1 formando agua, ou 2, formando peroxido de hidrogénio. Alguns estudos ainda s8o necessarios
para a completa elucidag@o deste mecanismo.

Este mecanismo ilustra que a enzima oxidada reage com o composto fendlico e é regenerada pelo oxigénio, entdo,
seguindo esta proposta, nds imobilizamos a enzima lacase sobre a superficie do nanotubo de carbono oxidado e fizemos
as medidas amperométricas para catecol em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 na presen¢a de oxigénio.

A partir do amperograma obtido, foi possivel observar que apds algumas medidas, o sinal (corrente elétrica) sofria
uma perda muito significativa de intensidade e este comportamento pode ser atribuido a dificuldade experimental
encontrada na manutengdo da concentragdo de oxigénio dentro da cela eletroquimica.

Assim, a partir de estudos ja realizados na literatura a cerca do comportamento da enzima lacase no desenvolvimento
de biossensores para compostos fenolicos, noés propusemos neste trabalho, a substitui¢do do oxigénio molecular, na
etapa de regeneragao da enzima, por um mediador de elétrons (Azul de Meldola) e 0 mecanismo proposto é o seguinte:

d

QH, + lacase__ [ lacase_, + Q (1
lacasered + AMoxi 0 lacaseoxi + AMred (2a)
QH, + lacase_, [ lacase,, + Q (2b)
Q+2e +2H' [ QH, 3)

Na equagdo (1) a lacase ¢ reduzida pelo composto fendlico e apos esta, ocorrem simultaneamente as etapas 2a e 2b,
sendo que na equagdo 2a a enzima reduzida ¢ regenerada pelo mediador de elétrons ao seu estado nativo (oxidada), a
qual reage prontamente com outra molécula reduzida de um composto fenélico (QH,). A molécula oxidada de composto
fenolico (Q) ¢ entdo eletroquimicamente reduzida onde o mecanismo da rea¢do proposto ¢ apresentado na equagao 3.

Otimizacio da Preparacio do Biossensor

A Figura 1 mostra os efeitos da matriz de imobilizagdo (MWCT, MWCT-AM ¢ MWCToxi-AM) sobre a resposta
amperométrica do biossensor para catecol empregando a enzima lacase. Estas medidas ocorreram em solugdo tampao
fosfato 0,1 mol L' pH 7,0. A curva analitica obtida empregando o eletrodo com pasta de nanotubo puro contendo
lacase apresentou a sensibilidade mais baixa quando um potencial de —50 mV foi aplicado em relagdo a um eletrodo
de calomelano saturado. Entretanto, eletrodos baseados em MWCT-AM/EDC/lacase e MWCToxi-AM/EDC/lacase, no
qual a enzima foi ligada ao suporte por ligacdo peptidica empregando EDC como agente acoplador, um consideravel
aumento na sensibilidade foi observada, sendo maior quando o biossensor foi desenvolvido com MWCToxi-AM

Estes resultados indicam que o procedimento experimental proposto para a oxidagdo de MWCT ¢ viavel ¢ este
aumento da quantidade de grupos (-COOH), causa um aumento no nimero de sitios livres sobre a matriz de NTC para
a imobilizacdo de enzima, os quais sdo ativados pelo EDC.

Estes dados confirmam a eficiéncia do método de imobilizagdo enzimatica, o qual atua na melhoria da transferéncia
de elétrons na superficie do eletrodo e também do mediador de elétrons em substituigdo ao oxigénio, o qual permite
a obtengdo de um amperograma melhor definido, uma vez que neste caso a concentragdo de mediador na cela
eletroquimica (imobilizado sobre a matriz de nanotubo de carbono oxidado) € constante, e com excelente sensibilidade
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devido ao aumento da quantidade de grupos (-COOH), causando um aumento no niimero de sitios livres sobre a matriz
de nanotubo de carbono para o processo de imobilizagdo da lacase, os quais s@o ativados pelo EDC.

6 Figura 1. Curvas analiticas para catecol obtidas em
—m— MWCT_, /EDC/ lacase
5] | 3T MNGT DS acase c” tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 e potencial aplicado
//' de -50 mV vs SCE, sendo (A) MWCT, /EDC/lacase,
o 44
g % (B) MWCT-AM/lacase e (C) MWCT, -AM/EDC/
Bl v B lacase.
2 /v/ ./'/.
/.
, . / ././'/. -
v/o/ . '/./.
"
0 T T
0 20 40 60 80 100

[Catecol] /umol L

Outro ponto importante no desenvolvimento de um biossensor ¢ o conhecimento da melhor quantidade de enzima a
ser utilizada. Foram preparadas varias pastas de NTC com quantidades de lacase no intervalo de 12 a 100 U de enzima
por mg de pasta de NTC e a melhor sensibilidade foi obtida com 60 U mg'. Outros parametros estudados foram: efeito
da quantidade de EDC, estudo de pH, efeito tampao e potencial aplicado.

O biossensor proposto apresentou uma sensibilidade excelente em um amplo intervalo de resposta (1 a 150 pmol
L"), a qual foi ajustada pela equagdo: Aj (nA cm?) = 0,7 (+ 0,2) + 57,1 (£ 0,4) [catecol] (umol L), r=0.9998 para n =
17, limite de detecgdo em torno de 4,8 x 107 mol L' e limite de quantificagdo de 1,6 pmol L' considerando 10c,/slope
. Além disso, o biossensor mostrou uma excelente repetibilidade, com um desvio padrao relativo de 1,8 % para uma
série de 7 medidas sucessivas de solu¢do de catecol 80 umol L. Este biossensor era muito estavel, permitindo cerca
de 200 determinagdes de catecol sem mudanga significativa da resposta. O tempo de resposta é muito curto, atingindo
95 % de sua resposta maxima em 0,6 s. Em comparagdo com outros biossensores reportados na literatura, o sensor
desenvolvido neste trabalho exibe melhor performance e tempo de vida maior. A Tabela 1 ilustra o efeito de diferentes
substratos fendlicos empregando o biossensor desenvolvido, nas seguintes condi¢des experimentais: Eapl =- 50 mV vs
SCE, solugdo tampao fosfato 0.1 mol L' pH = 6.5.. A melhor resposta foi obtida para catecol seguida por hidroquinona
e fenol. Estes resultados indicam que apesar deste dispositivo responder para varios compostos fenolicos, verificou-se
um aumento na seletividade destes compostos em relag@o a outros trabalhos reportados na literatura.

Tabela 1. Resposta relativa empregando o biossensor MWCT, -AM/EDC/lacase obtida para diferentes substratos

fenolicos.

Analito Resposta Relativa (%)

Catecol 100

Hidroquinona 94
Guaiacol 83
p-cresol 47
Resorcinol 38
Fenol 26
4-cloro-3-metilfenol 22

CONCLUSAO

O material MWCToxi-AM/EDC/lacase foi avaliado para o desenvolvimento de um biossensor amperométrico
estavel, sensivel e reprodutivel visando a determinagdo de compostos fendlicos para uso pratico. Uma excelente
sensibilidade, 57,1 pA cm? pumol! L, para a detecgéo de catecol foi observada e pode ser atribuida a amplificagdo
de sinal promovida pela eficiente imobilizagdo da enzima por ligacdo covalente com grupos carboxilicos via EDC.
Resposta relativa empregando o biossensor MWCT_-AM/EDC/lacase obtida para diferentes substratos fendlicos, a
qual pode diminuir a probabilidade da transferéncia eletronica direta entre a HRP e a superficie da eletrodo devido
a grande quantidade de proteina imobilizada. Finalmente estes resultados sugerem a viabilidade da utilizagdo do
dispositivo desenvolvido como suporte para a deteccdo de fendis de forma muito simples.

AGRADECIMENTOS

FAPESP (Proc n° 06/59785-3), FAPEMIG, CAPES, CNPq
REFERENCIAS
[1] Stuart, EJE; Pumera, M, J. Phys. Chem. C (2011) 115 5530.

[2] Liu XG, Peng YH, Qu XJ, Ai SY, Han RX, Zhu XB, J Electroanal. Chem. (2011), 654, 72.
[3] Lee, Y-M; Kwon, O-Y; Yoon, Y-J; Ryu, K. Biotechnol. Lett (2006), 28, 39.

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica



http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1Co13P6DIOGM8a8p1cJ&name=Pumera M&ut=000288885900044&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1Co13P6DIOGM8a8p1cJ&name=Liu XG&ut=000289123900011&pos=1
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1Co13P6DIOGM8a8p1cJ&name=Peng YH&ut=000289123900011&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1Co13P6DIOGM8a8p1cJ&name=Qu XJ&ut=000289123900011&pos=3
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1Co13P6DIOGM8a8p1cJ&name=Ai SY&ut=000289123900011&pos=4
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1Co13P6DIOGM8a8p1cJ&name=Han RX&ut=000289123900011&pos=5
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=1Co13P6DIOGM8a8p1cJ&name=Zhu XB&ut=000289123900011&pos=6

SB30

BIOSSENSOR UTILIZANDO FILMES LbL COM NANOPARTICULAS DE
PLATINA PARA DETECCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Monalisa dos Santos!, Vagner dos Santos', Andressa Galli', Sergio T. Fujiwara?, Jarem Raul
Garcia!, Cliciane G. de Jesus', Valtecir Zucolotto?, Christiana A. Pessoal, Karen Wohnrath!

! Departamento de Quimica - Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG, Ponta Grossa - PR
- Brasil;? Departamento de Quimica - Universidade Estadual do Centro Oeste - UNICENTRO,
Guarapuava - PR - Brasil; ? Instituto de Fisica de Sdo Carlos - USP, Brasil.
monaquimica@hotmail.com

RESUMO: O presente trabalho descreve a imobilizag¢do da enzima glicose oxidase (GOX) na superficie de eletrodos
modificados. A modifica¢do destes foi realizada a partir da técnica de preparagdo de filmes LbL (do inglés Layer
by Layer). Para isto, utilizou-se o hibrido (Pt-SiPy*Cl) contendo nanoparticulas de platina (NpPt) na matriz
polimérica SiPy*CI (cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano) como polication alternado com o polianion poli-p-
fenilenovinileno sulfonado (PPV) na deposi¢do sobre oxido de estanho dopado com fluor (FTO). Os filmes LbLs foram
aplicados como sensores voltamétricos e amperométricos de perdxido de hidrogénio (H,0,). Diferentes arquiteturas
de filmes foram testadas por voltametria ciclica e pulso diferencial revelando o filme (PPV/Pt-SiPy*Cl, com as
melhores respostas para detecgdo de H,0, Neste filme, foi imobilizada a enzima glicose oxidase (GOX) obtendo-se
a arquiteura (PPV/Pt-SiPy*Cl’ . GOX. Este foi usado como biossensor amperométrico de glicose em tampdo fosfato
salino (PBS) pH = 7.

INTRODUCAO

A versatilidade da técnica LbL (do inglés Layer by Layer), permite que materiais de diversas classes sejam
imobilizados na superficie de substratos distintos, como exemplo a silica, vidro, vidro recoberto por o6xidos (FTO -
oxido de estanho dopado com fltior, ITO - 6xido de estanho dopado com indio), e quartzo. Se o substrato for condutor,
a deposicdo dos filmes LbLs pode fornecer eletrodos seletivos a determinados analitos. Dentre estes, destaca-
se o peroxido de hidrogénio[1], pois como ¢é produzido em reagdes enzimaticas de oxidases, quando imobilizados
proporciona biossensores enzimaticos muito vantajosos devido as enzimas interagirem com um substrato especifico
promovendo a amplificagdo da resposta durante a transdugéo do sinal.

Exemplos de biossensores para detec¢do de glicose através de medidas espectroscopicas ou eletroquimicas sdo os
filmes automontados contendo glicose oxidase (GOX)[2]. O processo ¢ reversivel, de maneira que os eletrodos contendo
as enzimas podem ser utilizados mais de uma vez. Com a oxidagao da glicose pela enzima GOX, a polarizagdo do eletrodo
pode gerar uma corrente devido a oxidacdo do peroxido de hidrogénio e o sinal amperométrico produzido ¢é diretamente
proporcional a concentragdo de glicose presente na amostra a ser analisada. Baseado nos resultados da literatura o
presente trabalho destaca a utilizagdo do filme LbL contendo o nanohibrido Pt-SiPy*Cl;, obtido pela incorporagdo de
nanoparticulas de platina nas cavidades do polimero cloreto de 3-n-propilpiridiniosilsesquioxano alternado com poli-p-
fenilenovinileno sulfonado (PPV) como sensores amperométrico de glicose em tampao PBS (pH = 7).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os filmes LbL do nanohibrido Pt-SiPy*Cl foram construidos pela imersdo alternada do substrato de FTO por
3 minutos nas solugdes de Pt-SiPy"Cl- 2 mmol L' ¢ PPV 2,5 g L, e por 10 segundos na solugdo de lavagem. Os
valores de pH das solucdes foram de 2,9 e 5,5 para Pt-SiPy"Cl e PPV, respectivamente. Foram produzidos filmes com
as seguintes arquiteturas: Pt-SiPy*CI/PPV e PPV/Pt-SiPy*Cl. Para caracterizacdo das solu¢des dos polieletrolitos
e do monitoramento do crescimento dos filmes depositados em substratos de FTO, foram realizadas medidas de
espectroscopia na regido do UV-vis em um espectrofotometro Cary 50 Bio. As medidas de UV-Vis foram realizadas para
os filmes PPV/Pt-SiPy*Cl e Pt-SiPy"CI/PPV, monitorando-se a absorbancia das bandas do PPV referentes a transicao
dos elétrons © de conjugagdo em fun¢do do nimero de bicamadas. Com o objetivo de analisar morfologicamente a
superficie dos filmes foram realizadas imagens de AFM obtidas no equipamento Shimadzu SPM — 9600 (modo de
contato).

Voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial foram obtidos em filmes LbL contendo diferentes nimeros de
bicamadas de PPV/ Pt-SiPy*Cl e Pt-SiPy"CIl/PPV depositadas sobre substrato FTO. As medidas amperométricas
foram realizadas em um potenciostato p-autolab tipo III (autolab/Ecochemie) utilizando solug@o de tampao PBS 0,1
mol . L't em pH 7 como eletrdlito suporte. Utilizou-se como referéncia o eletrodo normal de hidrogénio e como auxiliar
uma placa de Pt (0,6 cm?). Os voltamogramas foram obtidos com velocidade de varredura de 50 mV.s™.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) possibilitou o monitoramento do
crescimento dos filmes LbL (PPV/Pt-SiPy*Cl), e (Pt-SiPy"Cl/PPV) a partir do aumento de absorbéncia das bandas
caracteristicas do PPV (295 nm, 369 nm e 427 nm), que foram atribuidas a transi¢do dos elétrons © de conjugagdo. Com
arelacdo entre a banda em 293 nm a cada bicamada formada no filme confirmou-se a adsor¢ao dos poliions precursores
na superficie do substrato FTO. Isto ¢ evidenciado, pois @ medida que sdo depositadas as camadas, verifica-se um
crescimento linear da absor¢@o em funco da quantidade de bicamadas (Figura 1 A). A analise morfoldgica superficial
dos filmes foi realizado por AFM onde verificou-se que quando se compara a rugosidade média dos grios, nota-se
que o substrato FTO se apresenta com maior rugosidade (14,86 nm). E perceptivel que a deposi¢do dos precursores
PPV e Pt-SiPy*Cl' diminuem essa rugosidade média, pois esses se depositam nos espacos existentes entre os graos
diminuindo assim a altura destes. A medida que sdo depositadas as bicamadas a rugosidade tende aumentar novamente
devido a auto-organizagdo que ocorre entre os polions como mostra a Figura 1B.
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Figura 1 — (A) Relagdo entre a absorbancia da banda em 293 nm por bicamadas do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl’) ; (B)
Relagdo entre a valores de rugosidade vs. nimero de bicamadas para o filme (PPV/Pt-SiPy'CI') .

Obtiveram-se filmes LbLs contendo diferentes bicamadas de PPV/Pt-SiPy*Cl- e Pt-SiPy*CI/PPV. Estes filmes foram
testados na presenga de H,0O, utilizando as técnicas de voltametria ciclica, pulso deiferencial e cronoamperometria.
Foram preparados filmes contendo 3, 6, 10 e 15 bicamadas das duas arquiteturas. A analise dos voltamogramas
revelaram que os filmes que apresentaram melhores respostas frente ao H,O, foram os filmes contendo 6 bicamadas
tanto na arquitetura (PPV/Pt-SiPy*Cl") como (Pt-SiPy"Cl/PPV) , conforme mostra a Figura 2A ¢ 2B.
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—— 15 bicamadas 4| — 15 bicamdas

<, <
= =0 =
2 2l “//’
4 W
02 04 06 08 10 12 14 02 04 06 08 10 12 14
E/V vs (H,/H") em Tampzo PBS 0,1 mol L™, E/V vs (H,/H’) em Tampao PBS 0,1 mol L™.

(A) (B)

Figura 2 — Voltamogramas ciclicos dos filmes LbLs (A) PPV/Pt-SiPy*Cl e (B) Pt-SiPy*CIl/PPV, em tampao fosfato
salino (PBS) pH = 7 na presenca de H,0, 1,0 . 10 mol.L"".

No filme (PPV/Pt-SiPy*Cl'), imobilizou-se a enzima GOX e este filme foi testado eletroquimicamente na presenga
de glicose. Este foi escolhido, devido as melhores respostas eletroquimicas observadas na detec¢do de perodxido.
As medidas de cronoamperometria mostradas na Figura 3A revelaram a eficiente detec¢do indireta da glicose pelas
correntes de picos de oxidagdo geradas pela formagdo de peroxido. A faixa de concentragdo de glicose estudada foi
entre 8,7.10°29,9.10° mol L!. As adi¢des foram realizadas num intervalo de 50 segundos. Verificou-se a partir da
curva analitica (Figura 3B) um limite de detec¢do de 1,7 . 10 mol L.,
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Figura 3 — (A) Cronoamperometria do filme (PPV/Pt-SiPy Cl"),em Tampao PBS pH = 7 em glicose com concentragdes
distintas (B) grafico de [Glicose] x Ipa (Curva Analitica).

CONCLUSOES

Os filmes contendo 6 bicamadas de PPV/Pt-SiPy'Cl- e Pt-SiPy"Cl/PPV foram os que forneceram melhores
respostas frente a oxidagdo do perdxido. A presenga dos modificadores PPV ¢ Pt-SiPy*Cl- auxiliaram a determinagdo
deste analito. Verificou-se a possibilidade de construgdo de biossensores para detecgdo de analitos como a glicose
através da detec¢do indireta verificando a oxidagdo do peréxido de hidrogénio.
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RESUMO: Este trabalho descreve a formagdo de filmes LbL de nanoparticulas de Pt estabilizadas com o polimero
inorgdnico cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*Cl). O hibrido Pt-SiPy*Cl foi utilizado como
polication alternado com o polidnion poli-p-fenilenovinileno sulfonado (PPV), de forma a obter filmes com diferentes
arquiteturas ((PPV/Pt-SiPy*Cl) e (Pt-SiPy"Cl/PPV) ). No monitoramento da deposi¢do das bicamadas realizado
por UV-Vis observou-se um crescimento linear a cada bicamada depositada no filme (PPV/Pt-SiPy*Cl) (R = 0,997)
e menor linearidade no (Pt-SiPy"Cl/PPV) (R =0,992). Medidas eletroanaliticas para a detecgdo de dopamina (DA)
em meio aos interferentes dcido ascorbico (AA) e acido urico (AU) em solugdo foram realizadas e observou-se que o
Jilme LbL (PPV/Pt-SiPy™Cl), oxidou a dopamina com uma diferen¢a de 600 mV para os potenciais de oxidagdo dos
demais analitos.

INTRODUCAO

O grande desafio da nanociéncia nos Gltimos anos é a exploragdo das novas propriedades existentes na escala
nanométrica, por isso tem se buscado produzir novos dispositivos nanoestruturados. Para a construgdo destes, ¢ muito
importante a imobilizagdo das nanoparticulas (NP) em um substrato. Porém, neste processo é imprescindivel incorporar
as NP sem prejudicar seu carater nano e impedir sua aglomeracdo. Uma técnica de imobilizagdo que tem apresentado
grande destaque em relag@o as outras técnicas € a de automontagem ou camada por camada (do inglés Layer by Layer).
Entre as varias técnicas desenvolvidas recentemente, a técnica LbL tem se mostrado promissora e capaz de produzir
filmes ultrafinos e organizados em nivel nanométrico em diferentes tipos de materiais, com simplicidade experimental
¢ baixo custot!l.

C. G. Jesus et al®?, produziram filmes LbL com o polimero cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*Cl")
e ftalocianina sulfonada de cobre e utilizaram os filmes na detecgdo simultanea de dopamina (DA) e 4cido ascorbico
(AA) com baixos valores de LD (1,0 .10° mol.L"). A importancia da detec¢do de DA se da pelos baixos niveis de
dopamina em tecidos cerebrais pois estdo associados as doencas como o “Mal de Parkinson” e a “Esquizofrenia”.
Por esse motivo, pardmetros como sensibilidade e seletividade sdo de grande importancia para a sua detecgdo. A
presenca de interferentes ¢ um dos principais fatores que complica a determinagdo eletroquimica da DA. Entre os
interferentes estdo o acido ascorbico (AA) e o acido urico (AU) que acompanham a DA em amostras biologicas. A
DA e os interferentes sdo oxidados em potenciais bem proximos tornando dificil a determinagdo simultdnea dessas
substancias. Com o intuito de analisar a sensibilidade do eletrodo LbL/SiPy*Cl;, neste trabalho utilizou-se o nanohibrido
Pt-SiPy*CI- formado por Np de Pt, como polication, e o poli-p-fenilenovinileno sulfonado (PPV) como polidnion. As
potencialidades sensoras dos filmes Pt-SiPy'CIl/PPV e PPV/Pt-SiPy"Cl- foram analisadas na detec¢do simultidnea de
DA, AAeAU.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os filmes LbL do nanohibrido Pt-SiPy*Cl foram construidos pela imersao alternada do substrato de FTO por 3
minutos nas solugdes de Pt-SiPy"Cl- 2 mmol L' e PPV 2,5 g L}, e por 10 segundos na soluggo de lavagem. Os valores
de pH das solugdes foram de 2,9 e 5,5 para Pt-SiPy"Cl e PPV, respectivamente. As medidas de espectroscopia na regiao
do UV-Vis dos filmes PPV/Pt-SiPy"Cl- e Pt-SiPy*CIl/PPV depositados sobre FTO e dos respectivos polieletrolitos,
foram realizadas em um espectrofotdometro Cary 50 Bio. As medidas de UV-Vis foram realizadas para os filmes,
monitorando-se a absorbancia das bandas do PPV (295 nm, 369 nm e 427 nm) referentes a transi¢ao dos elétrons 7 de
conjugacao em funcdo do nimero de bicamadas.

Voltamogramas Ciclicos (VC) e de Onda Quadrada (VOQ) foram obtidos em filmes LbL contendo diferentes
nameros de bicamadas de PPV/Pt-SiPy*Cl- e Pt-SiPy*CI/PPV depositadas sobre substrato FTO (0,6 cm?). As medidas
foram realizadas em um potenciostato p-autolab tipo III (autolab/Ecochemie) utilizando solugdo de nitrato 0,1 mol L!
em pH 7 como eletrdlito suporte. Utilizou-se como referéncia o eletrodo normal de hidrogénio e como auxiliar uma
placa de Pt (0,6 cm?). Os voltamogramas foram obtidos com velocidade de varredura de 50 mV s. Os pardmetros
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instrumentais da VOQ, frequéncia de aplicacdo de pulso de potencial (f), amplitude do pulso de potencial (a) e
incremento de potencial (AE ) foram otimizados de modo a permitir a construgio de curvas analiticas e, a partir destas,
foi possivel calcular os limites de detecg@o e de quantificag@o. Utilizando-se os pardmetros otimizados, os filmes foram
aplicados como sensores voltamétricos na determina¢do de DA, numa faixa de concentragdo de 2,0 . 10°a 1,0 . 103
mol L,

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca tanto do polidnion PPV quanto do polication Pt-SiPy*Cl nas duas arquiteturas dos filmes LbL ((PPV/
Pt-SiPy"Cl),, e (Pt-SiPy"CI"PPV), ) pode ser evidenciada nos espectros de UV-Vis ilustrados na Figura 1A. As bandas
em 295 nm, 369 nm e 427 nm sao atribuidas a transi¢do dos elétrons nt de conjugag@o do PPV e a banda em 258 nm ¢
atribuida a transigdo n dos elétrons do SiPy*Cl". As bandas mais intensas ocorrem no filme (PPV/ Pt-SiPy*Cl’),  devido
a melhor organizag@o no filme o que acarreta uma adsor¢do mais efetiva. Nos espectros obtidos do monitoramento do
crescimento dos filmes quando as bicamadas sdo depositadas foi observada uma maior adsor¢do dos polieletrdlitos
precursores quando o polication se encontra na superficie externa do substrato, indicando um crescimento linear da
absorc¢ao em funcao da quantidade de bicamadas (R=0,997) (Figura 1B).
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Figura 1 — Espectros de absorg¢do na regido do UV-Vis de (A) PPV 2,0 . 10~ mol L, Pt-SiPy*CI 2,0.

10 mol L, filme LbL (PPV/Pt-SiPy“Cl'), e filme LbL (Pt-SiPy*CI"PPV),  depositados sobre lamina de quartzo; (B)
filmes LbL PPV/Pt-SiPy*"Cl- em diversos nimero de bicamadas.

Medidas de VC e VOQ dos filmes LbLs contendo contendo 3, 6, 10, 15 e 25 bicamadas das duas arquiteturas PPV/
Pt-SiPy*ClI e Pt-SiPy*CI/PPV foram realizadas na presenca de DA 10 mol L' (Figura 2A, 2B e 2C; 3A ¢ 3B).
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Figura 2 — Voltamogramas ciclicos dos filmes: (A) (PPV/Pt-SiPy*Cl") na presenga de DA; (B) (Pt-SiPy"Cl/PPV) na
presenga de DA; (C) (PPV/Pt-SiPy"Cl') na presenga de DA, AU e AA , todos 1, 0. 10 mol L, sobre FTO em solugdo
de nitrato 0,1 mol L' em pH 7, para velocidade de 50 mV s

A analise dos VC revelaram que os filmes que apresentaram melhor resposta de corrente frente 8 DA foram os
contendo 3 bicamadas com as duas arquiteturas, como observado na Figura 2A e 2B. A DA oxidou em 0,9 V enquanto
os potenciais de oxidag@o dos analitos AA e AU se sobrepdem em 1,5 V como ilustrado na Figura 2C.

Utilizou-se a VOQ com o objetivo de obter maior sensibilidade de corrente. Os pardmetros instrumentais da
voltametria de onda quadrada otimizados para a oxidagdo de DA foram: f'= 90 Hz, a = 80 mV e AE_= 2 mV. A partir
destes resultados, a detec¢@o simultanea da dopamina juntos dos interferentes apresentou uma diferenca de potencial
em torno de 600 mV (Figura 3A). Essa separacao foi proxima a obtida no trabalho de Jesus, C. G. et al P1(500 mV).
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Figura 3 — Voltamogramas de onda quadrada do filme (PPV/Pt-SiPy*Cl’), (A) na presenga de DA, AU e AA todos 1, 0
. 10* mol L*'; (B) em diferentes concentragdes (2,0 . 10> — 1,0 . 10° mol L) e (C) curva analitica para DA.

Utilizando-se os parametros voltamétricos otimizados, a partir da curva analitica (Figura 3B e 3C) verificou-se o
limite de deteccdo e limite de quantificacdo para a DA respectivamente igual a 1,1 . 10°mol L' ¢ 2,8 . 10 mol L.

CONCLUSOES

Os filmes LbL preparados com o nanohibrido Pt-SiPy'Cl- forneceram excelentes respostas frente ao processo
de detecg@o simultanea de DA e os interferentes AA e AU em pH fisiologico. Embora os potenciais de picos dos
interferentes tenham se sobrepostos, verificou-se uma excelente separagdo dos picos de oxidacdo destes para o analito
de interesse dopamina que oxidou em torno de 0,9 V. A presenca das NP de Pt na parte externa dos filmes se mostrou
importante para uma eficiente eletrocatalise no processo de oxidacdo da DA principalmente para o filme contendo 3
bicamadas que forneceu as melhores respostas eletroquimicas.
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RESUMO: O efeito do solvente no processo de eletropolimerizagdo do complexo N,N ’-etilenobis(o-metil-2-
hidroxibenzenometanimine) de niquel(ll) (Ni-EMHBM) sobre a superficie do eletrodo de platina foi realizado por
voltametria ciclica. O comportamento eletroquimico do filme polimérico sobre o substrato de platina foi estudado em
solugdo aquosa, observando que os melhores perfis voltamétricos e maiores magnitude de correntes foram obtidos com
filmes formados em solvente de acetonitrila e acetona. O processo redox observado no processo de eletropolimerizacdo
e no comportamento eletroquimico sdo atribuidos ao par redox Ni"/Ni'™ presente no complexo de salen.Uma relag¢do
com a viscosidade e constante dielétrica dos solventes também foi realizada.

Palavras-chave: Eletropolimerizagdo, Complexo de Niquel(Il), Efeito do Solvente, Filme Nanoestruturados.
INTRODUCAO

As bases de Schiff derivadas de salicilaldeido sdo ligantes polidentatos que formam diversos complexos estaveis
com diferentes cations metalicos de transi¢do. Os ligantes do tipo N,N’-etilenobis(salicilidenoiminato), tém sido
utilizados extensivamente na formagdo de complexos com os principais grupos metalicos [1]. Diante da capacidade
de polimerizag@o e da potencialidade dos complexos metalicos a base de Schiff como mediadores de elétrons, tornam-
se interessantes investigar os processos eletroquimicos dos eletrodos modificados com filmes poliméricos derivados
dos complexos metalicos com o ligante N, N -ctilenobis(salicilidenoaminato). Recentemente, estudamos a formagao
de filmes poliméricos nanoestruturados do complexo de tipo N, N -etilenobis(salicilidenoiminato) de cobre(II) sobre
substrato de platina e sua atividade eletrocatalitica. Dessa forma, um estudo do efeito do tipo de solvente na etapa
eletropolimerizacdo de um novo complexo N,N -etilenobis(a-metil-2-hidroxibenzenometanimine) de niquel(IT) (Ni-
EMHBM) demonstra importancia para compreensdo da formagao do filme polimérico.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O complexo N,N’-etilenobis(a-metil-2-hidroxibenzenometanimine) de niquel(Il) (Ni-EMHBM) foi obtido pela
reacdo do ligante N,N’-etilenobis(a-metil-2-hidroxibenzenometanimine) (Sigma-Aldrich) e acetato de niquel(Il)
em etanol na proporgdo de 1:1 (™7 _ ). As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma cela eletroquimica
convencional de 25 mL, contendo trés eletrodos: eletrodo de calomelano saturado (ECS) como referéncia, eletrodo de
fio de platina como eletrodo auxiliar e eletrodo de platina de area 0,071 cm? como eletrodo de trabalho, conectados
a um potenciostato/galvanostato p-Autolab type III (Eco Chimie). Antes do processo de eletropolimerizagdo, o
eletrodo de trabalho de platina foi submetido a um polimento com soluc¢do de alumina e lavado com etanol absoluto.
Os filmes poliméricos foram obtidos por voltametria ciclica utilizando o substrato condutor de platina imerso em
diferentes solventes organicos, contendo 3 mmol do complexo Ni-EMHBM em eletrélito suporte de perclorato de
tetrabutilamonio (TBPA) 0,1 mol/L. Os solventes utilizados no estudo foram: dimetil sulféxido (DMSO), acetona,
diclorometano (DCM), acetonitrila (CH,CN) e dimetil acetamida (DMA). Na solugdo de trabalho foi borbulhado
nitrogénio por 30 minutos para eliminagdo do oxigénio eletroativo. Apds a eletropolimerizagao, o eletrodo modificado
foi lavado com 4gua destilada e a caracterizacao eletroquimica em solugdo aquosa (KCl 0,5 mol/L) por voltametria
ciclica na auséncia de oxigénio foi realizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de investigar a influéncia dos solventes durante o processo de eletropolimerizacdo foi selecionado alguns
solventes como: acetona, CH,CN, DCM, DMSO e DMA. A eletropolimerizacao foi realizada na janela de potencial de 0
a 1,4 Vvs. ECS com velocidade de varredura de 100 mV/s. A Figura 1 ilustra os voltamogramas ciclicos obtidos durante
o processo de eletropolimerizagdo dos complexos de niquel nos solventes CH,CN, acetona e DCM, respectivamente. O
aumento consecutivo de corrente de pico anddico e catddico (ver Figura 1A) indica a formacdo do filme polimérico na
superficie do eletrodo de platina. Os primeiros ciclos de eletropolimerizagdo apresentam dois picos anddicos € um unico
pico catddico, devido a formagdo do cation radicalar. Apds o segundo ciclo de potenciais apenas um processo redox €
observado, o qual ¢ atribuido ao par redox Ni(II)/Ni(III). Esse processo ocorre pela interagdo do cation metalico com
os anéis aromaticos das moléculas adjacentes, formando um filme polimérico na forma de coluna [2]. A interag@o entre
as moléculas ¢ facilitada devido a estrutura “umbrella” do complexo de Ni-EMHBM, possibilitando uma formagao
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organizada do filme polimérico na superficie do substrato condutor. Como observado pelas Figuras 1A, 1B, e 1C, o
nimero maximo de ciclagem para esses solventes foram de 7 ciclos de varredura de potenciais, observando-se uma
diminui¢do no valor de corrente de pico a partir de varreduras maiores ¢ conseqiientemente uma perda da atividade
da membrana polimérica. Esse comportamento pode estar relacionado com a espessura e a condutividade do material
polimérico na superficie do eletrodo.
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Figura 1: Voltamogramas ciclicos para a eletropolimeriza¢do de 5 mmol/L de complexo de Ni-EMHBM em 0,1 mol/L
TEAP/solvente sobre a superficie do eletrodo de platina, com velocidade de varredura de polimerizagdo de 100 mV/s.
Solvente: (A) CH,CN, (B) acetona e (C) DCM.

A Tabela 1 apresenta os valores dos potenciais de ativa¢do observados para o processo de eletropolimerizagao do
complexo de Ni-EMHBM para cada solvente estudado com seus respectivos valores de viscosidade, momento dipolo
e constante dielétrica. Como representado na Tabela 1, observa-se que a formagao do filme polimérico esté relacionada
com a viscosidade do solvente. Solventes com alto valor de viscosidade como DMA e DMSO nao formam membrana
polimérica devido a maior dificuldade do movimento dos contra-ions em solugdo durante a formacdo do polimero,
como também, afeta no processo de difusdo das espécies monomeéricas na superficie do eletrodo. De acordo com os
resultados de potencial de pico de oxidagdo foi possivel observar uma relag@o entre o potencial de ativagdo e o momento
dipolo, demonstrando que quanto menor o potencial de ativagdo menor o momento dipolo do solvente utilizado na
etapa de eletropolimerizacdo. A influéncia do momento dipolo do solvente na reagdo de eletropolimerizagdo ocorre
devido a formagdo do cation radical de meia vida curta, tendo assim diferencial de carga no estado de transi¢do durante
a formagdo do polimero. Além do momento dipolo, o solvente deve apresentar uma alta constante dielétrica para
assegurar a condutividade i6nica do meio eletrolitico e a diminuigdo da resisténcia eletroquimica contra decomposic¢ao
no alto potencial requerido para oxidar o metal durante o processo de eletropolimerizagao.

Tabela 1: Valores de potenciais de ativagao na formagao do poli[Ni-EMHBM] e as propriedades dos solventes
de acordo com a literatura [3].

Solvente Viscosidade Momento Dipolo Constante Nimero maximo E_(mV)
(cP) (D) Dielétrica (g) de Ciclos P
CH,CN 0,341 3,53 37,5 7 1,01
Acetona 0,303 2,70 20,7 7 1,06
DCM 0,393 1,55 9,08 7 0.98
DMA 0,927 3,79 37,8 0 -
DMSO 1,990 4,06 46,7 0 -

A Figura 2A apresenta as correntes de pico anddica (Ipa) na etapa de eletropolimerizagdo em fungdo do niimero
de ciclos de varreduras de potenciais aplicados. Para comparagdo dos resultados, a Figura 2B apresenta a relagdo
de I, obtido em solugdo aquosa KCI 0,5 mol/L para os eletrodos modificados em diferentes ciclos aplicados na
eletropolimerizag@o. A corrente de pico anddica no processo de eletropolimerizag@o para o solvente diclorometano
apresentou valores satisfatorios com o aumento da ciclagem de potenciais, porém em solugdo aquosa o filme polimérico
formado apresentou baixa magnitude de corrente, indicando a formag@o de um filme polimérico pouco condutor e/ou
uma formagdo ndo organizada do filme. Para os solventes DMA e DMSO, as respostas eletroquimicas ndo foram
satisfatorias na etapa de eletropolimerizagdo, como também, o comportamento eletroquimico do eletrodo em solugéo
aquosa. Dessa forma, os melhores resultados em ambas as etapas foram observadas para o filme polimérico formado
em acetonitrila e acetona.
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Figura 2. Corrente de pico anddica obtidas para cada um dos solventes utilizados em fung@o do numero de ciclos
aplicados: (A) Etapa de eletropolimerizagdo e (B) Solugdo aquosa de KCl1 0,5 mol/L, v =25 mV/s.

CONCLUSOES

A partir de uma analise detalhada da Tabela 1 e relacionando-se com o modelo tedrico de eletropolimerizagdo pode-
se concluir que o solvente deve ser um fraco-doador, interferindo o minimo possivel durante a eletropolimerizagéo, por
isso deve ser um solvente com baixa viscosidade e com momento dipolo pequeno. Os melhores solventes para executar
a eletropolimerizagdo do complexo de Ni-EMHBM sio o acetonitrila e acetona por possuirem, baixa viscosidade, alta
constante dielétrica e menor momento dipolo, além de alcangarem o maior niimero de ciclos de polimerizacdo.
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RESUMO: O hibrido polipirrol (PPy) e nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNT) foi eletrodepositado
sobre a superficie do eletrodo de platina (Pt) para imobiliza¢do da enzima lacase no desenvolvimento de um
biossensor para catecolaminas. A caracterizagdo e as vantagens da utilizagdo do material hibrido foram examinadas
por espectroscopia no infravermelho (IR), microscopia eletronica de varredura (AFM) e voltametria ciclica (CV).
A imobiliza¢do da lacase na superficie do eletrodo de Pt foi amplamente melhorada devido ao efeito sinérgico do
composito PPy/MWCNT. O biossensor Pt/PPy/MWCNT/Lacase desenvolvido foi avaliado para a determinagdo de
dopamina usando voltametria de pulso diferencial (DPV).

Palavras-chave: Biossensor, Polipirrol, Nanotubos de Carbono, Dopamina.

INTRODUCAO

Nos ultimos 30 anos, diversas pesquisas sobre a utilizagdo de enzimas em bioeletrocatalise relacionados com
o desenvolvimento de biossensores, biorreatores e células biocombustiveis tém sido realizadas [1-3]. No entanto,
apesar do consideravel nimero de publicagdes disponiveis sobre o assunto, ha poucos estudos sobre o comportamento
eletroquimico de enzimas imobilizadas na superficie de eletrodos ndo modificados. Enzimas normalmente tém baixo
tempo de vida e perdem atividade em eletrodos ndo modificados [4]. Além disso, existem problemas no transporte
de massa associado aos longos caminhos entre os sitios do biocatalisador (enzima) e o transdutor. Para superar tais
limitagdes, os estudos concentraram-se em diferentes estratégias de imobilizacdo de enzimas sobre superficies de
eletrodo [5,6]. Uma estratégia recente nesta area € a preparagdo de superficies hibridas, contendo nanotubos de carbono
(CNTs) e outros materiais capazes de facilitar a imobilizagdo eficiente de biomoléculas. Neste contexto, filmes hibridos
formados com CNTs e polimeros condutores tém demonstrado um efeito sinérgico melhorando significativamente as
propriedades eletronicas ¢ mecanicas de cada componente [7,8]. Dentre os polimeros condutores mais estudados, o
polipirrol (PPy) tem recebido muita atengao em fungéo de ser facilmente sintetizado via quimica ou eletroquimica e por
possuir excelentes caracteristicas condutoras. A condutividade do PPy devido a sua labilidade em alternar os estados
isolante/condutor por meio de processos de dopagem/desdopagem eletroquimica. Em particular, o polipirrol dopado
exibe alta condutividade e estabilidade ambiental apresentando também a possibilidade de formar homopolimero ou
compositos com 6Otimas propriedades mecanicas. Para imobilizagdo de enzimas o polipirrol é excelente, pois esse
polimero pode ser eletropolimerizado em pH neutro juntamente com a enzima em solugéo.

Catecolaminas desempenham um papel importante como neurotransmissores no sistema nervoso central [9]. A
detecgdo seletiva de catecolaminas como a dopamina, epinefrina, noradrenalina e serotonina em amostras biologicas
sdo importantes tanto para o diagnostico clinico como no estudo patoldgico de certas doengas.

Assim, 0 objetivo desse estudo é a formagdo de um filme hibrido de PPy e nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNT) para a fabricagdo de biossensores eletroquimicos com maior sensibilidade para a detec¢do de
dopamina. O biossensor foi preparado pela simples eletropolimerizagdo de uma determinada relagdo de PPy/MWCNT/
Lacase sobre eletrodos de platina e o nano-biocomposito formado apresentou excelentes propriedades através de efeitos
sinérgicos dos materiais componentes.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Instrumentacdo e métodos.

Experimentos de voltametria ciclica (CV) e voltametria de pulso diferencial (DPV) foram realizados utilizando um
sistema eletroquimico modelo PGSTAT30 Autolab (Eco Chemie, Utrecht, Holanda), equipado com o PGSTAT-12 e
software GPES (Eco Chemie, Utrecht, Holanda). A célula eletroquimica foi montada com um sistema convencional de
trés eletrodos: eletrodos Pt modificados com PPy/MWCNT/Lacase como eletrodo de trabalho, um Ag/AgCI/KCl (3,0
mol L) como eletrodo de referéncia e uma placa de Pt como eletrodo auxiliar. Todos os experimentos foram realizados
a temperatura controlada (25 £+ 1 °C). As medidas de DPV foram realizadas com uma amplitude de pulso de 100 mV,
incremento de potencial de 2 mV, ao longo de um intervalo relevante potencial, em solu¢do tampao fosfato (PBS) 0,2
mol L! pH 6,0. A morfologia da superficie do nano-biocompésito foi caracterizada por espectros no infravermelho (IR)
que foram obtidos em um espectrometro Nicolet SSXC na faixa de 500-4000 cm™'.
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Produtos quimicos e solugées.

Todas as solugdes foram preparadas com agua purificada em sistema Milli-Q Millipore (resistividade > 18 M Q
cm). Pirrol e enzima lacase (Trametes versicolor 0.72 U/mg) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Uma mistura constituida de 100 mg de MWCNT (90% pureza, Sigma-Aldrich, Germany) com 500 mL de solugdo
1:3 HNO,/H_SO, foi agitada por 12 horas, a fim de promover a funcionalizagio dos MWCNT. Apos, a mistura foi
filtrada através de um filtro de membrana 0,45 pm Millipore Nylon. Os MWCNT resultantes foram continuamente
lavados com agua ultrapura e secos em estufa a vacuo por 12 horas a 70 °C.

Preparacdo dos eletrodos de platina modificados.

O eletrodo Pt foi imerso em 25,0 mL de solugdo NaCl 0,5 mol L' contendo 443 pL de pirrol, 5,0 mg MWCNT
e 2,5 mg de lacase. A etapa de eletropolimerizagdo consistiu em 10 voltamogramas no intervalo de potencial de
-0,2 a +0,8 V, com velocidade de varredura de 50 mV s!. O biossensor foi retirado da solugéo e estocado em PBS 0,2
mol L' pH 6,0 a 4 °C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para analisar a interag@o entre MWCNT e PPy, andlises espectroscopicas na regido do infravermelho do PPy(a) e do
composito PPy/MWCNT(b) foram realizadas e sao apresentadas na Figura 1. O espectro IR do PPy apresentou picos
caracteristicos em 1630, 1447, 1043 e 670-530 cm™!, do C-C conjugado e do estiramento C-N, o simétrico C—H no
plano, e a deformacéo do anel C—H, respectivamente [10]. Além disso, os picos em 2922 e 2853 cm! foram associados
ao estiramento dos cinco membros do anel C—H. O movimento de esticar e dobrar da ligagdo N-H do PPy apareceu
em 3451 cm. Ja o hibrido PPy/MWCNT apresentou maior intensidade das bandas em 3451, 2922, 2853 cm™ ¢ o
aparecimento das bandas caracteristicas do MWCNT em 1738, 1542, 1374, ¢ 1173 cm’’. Em particular, o pico em 1738
cm'! foi causado pelo estiramento dos grupos funcionais OH, C=0, C—C-O introduzido pelo tratamento acido (Se¢éo
Experimental) [11]. Estas caracteristicas espectrais mostram que o MWCNT foi introduzido com sucesso no polimero
condutor.

Figura 1: Espectro IR para: (a) PPy e (b) hibrido PPy/MWCNT.

A caracterizagdo eletroquimica do eletrodo de Pt a base de PPy/MWCNT/Lacase foi realizada em PBS 0,2 mol
L' pH 6,0 contendo 1,0 x 10 mol L' de dopamina e comparada com o eletrodo de Pt sem modifica¢do (Figura 2A).
Observa-se que o biossensor apresentou uma melhoria na reversibilidade dos processos redox da dopamina (AE =120
mV) sendo este valor 70 mV menor que o apresentado para o eletrodo de Pt (AE =190 mV). A melhor imobilizagdo
da enzima lacase nos sitios tridimensionais do hibrido PPy/MWCNT e o aumento da area superficial do biossensor
gerou um incremento de trés vezes tanto nas correntes de pico anddica quanto catddica. A presenga de MWCNT no
biossensor casou um efeito eletrocatalitico no sistema redox, observando um deslocamento de 92 mV para valores
mais negativos no potencial de oxidagdo, ou seja, E , parao biossensor Pt/PPy/MWCNT/Lacase foi 280 mV e para o
eletrodo de Pt sem modificagdo um £ de 372 mV. JAa Figura 2B apresenta os voltamogramas de pulso diferencial em
PBS 0,2 mol L! pH 6,0 contendo 1 O X 10 mol L' de dopamina para os eletrodos de Pt modificado somente com PPy,
modificado com o hibrido PPy/MWCNT e modificado com PPy/MWCNT/Lacase. Observa-se que os trés eletrodos
apresentaram picos de redu¢do em aproximadamente 265 mV, porém o biossensor exibiu uma maior intensidade da
corrente catodica, em comparacdo as correntes observadas nos outros eletrodos, mostrando a eficiente imobilizag¢do da
enzima lacase no hibrido PPy/MWCNT.
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Figura 2: Voltamogramas ciclicos (A) e voltamogramas de pulso diferencial (B) para os eletrodos de Pt com e sem
modificagdes em PBS 0,2 mol L pH 6,0 na presenga de dopamina.

CONCLUSOES

A eletropolimerizagdo do hibrido PPy/MWCNT sobre o eletrodo Pt foi aplicada com sucesso na imobilizagao
da enzima lacase, sem requerer ao uso de mediadores redox ou agentes de reticulagdo (gluteraldeido). O biossensor
mostrou-se promissor para detecgdo de catecolaminas em amostras biologicas devido ao seu excelente desempenho
para a redugdo de dopamina.
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RESUMO: O desenvolvimento de um sensor amperométrico para a determinagdo de peroxido de hidrogénio em meio
alcalino é proposto utilizando um eletrodo de pasta de carbono modificado com nanoparticulas de niquel (Ni-NP). De
acordo com dados da literatura, eletrodos de niquel metalico quando submetidos a varreduras ciclicas de potenciais,
utilizando solugées altamente alcalinas como eletrolito suporte, promovem a formagdo de Ni(Ill) na superficie do
eletrodo, uma espécie bastante catalitica em reagdes redox. Diversos parametros experimentais, tais como: eletrolito
suporte, composicdo do material eletrodico e potencial aplicado foram investigados. Os melhores resultados foram
obtidos para eletrodos preparados com EPC contendo 10% de Ni-NP utilizando uma solu¢do de NaOH 1,0 mol L
como eletrolito suporte e um potencial fixo de +0,6 V' vs. Ag/AgCIl. Apos otimizadas as condigdes experimentais, foram
realizadas adigoes sucessivas de uma solugdo padrdo de peroxido de hidrogénio a cela eletroquimica gerando uma
curva analitica no intervalo de concentragdo de 4,4 x 10% a 4,4 x 10° mol L.

Palavras-chave: Nanoparticulas de Niquel, eletrodo de pasta de carbono, peroxido de hidrogénio.

INTRODUCAO

A eletroanalise certamente recebeu, e continua recebendo, as maiores contribuigdes do uso de nanomateriais
dentro da quimica analitica. Em geral, a presenga de materiais nanoestruturados como modificadores na construgéo
de sensores eletroquimicos melhora consideravelmente o transporte de massa devido a contribuicdo da difusdo radial,
além da diminuigdo da razdo sinal/ruido por apresentar baixa resisténcia interna [1] ¢ promover efeito eletrocatalitico
para oxidagdo ou reducdo de diversos analitos.

O uso de eletrodos metalicos como sensores eletroquimicos ja é bastante difundido na comunidade cientifica,
entretanto, o uso de nanoparticulas metalicas como material catalitico utilizado neste tipo de sensores ¢ relativamente
recente ¢ ainda pouco explorado. A escolha de nanoparticulas de niquel (Ni—-NPs) como modificador para o
desenvolvimento de um sensor para H,O, vai em encontro com a tendéncia observada na literatura no que se refere
o uso de eletrodos de niquel metalico para a determinacdo de compostos organicos, principalmente carboidratos,
alcoois e aminoacidos. Em geral, a reposta ¢ baseada na formagao de espécies de Ni(IlI) na superficie do eletrodo em
meio fortemente alcalino, esta espécie ¢ altamente reativa e promove a oxidagdo quimica de uma série de analitos de
interesse .

Dentre as varias aplicagdes do peroxido de hidrogénio, pode-se citar o uso na industria téxtil para alvejar o
algoddo. Normalmente, o processo exige o uso em excesso de peroxido em meio alcalino para obtengdo de uma fibra
extremamente branca. No entanto, o residuo de H,O, contido no tecido ou na malha branqueada precisa ser removido
para garantir um bom tingimento. Caso contrario, o peréxido em contato com pigmentos sensiveis a oxidagdo podem
gerar pequenas alteragdes na tonalidade, diminuindo a eficiéncia do processo (quantidades de 15 mg L' de perdxido
residual causam redugdo na cor). Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de um sensor capaz de monitorar
o nivel de H,0,, em meio alcalino, a fim de minimizar os problemas na etapa de tingimento de tecidos.

No presente trabalho descreve-se o comportamento eletroquimico de um eletrodo de pasta de carbono modificado
com nanoparticulas de niquel para a determinagdo amperométrica de perdxido de hidrogénio em meio alcalino. Os
principais pardmetros referentes a resposta eletroquimica do eletrodo modificado foram avaliados a fim de se obter os
melhores resultados em termos de sensibilidade e seletividade.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As nanoparticulas de niquel (Ni-NP) utilizadas neste trabalho foram sintetizadas pelo Grupo de Quimica de
Materiais a partir de uma modificacdo no método poliol [3]. Os eletrodos de pasta de carbono foram preparados da
seguinte forma: 5,0 mg de nujol, 13,0 mg de carbono grafite ¢ 2,0 mg de NP’s de niquel, correspondendo a 25,0%,
10,0% e 65,0% respectivamente, totalizando uma massa de 20,0 mg. Toda a massa foi adicionada em um almofariz e
macerada durante alguns minutos até a total homogeneizacdo da pasta. Uma parte desta foi colocada na cavidade de
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um suporte de plastico em forma de cilindro com 2,5 mm de didmetro. O contato elétrico foi estabelecido através de
um fio de cobre com a secgdo transversal previamente limpa, aplainada e polida.

Uma solug¢ao de NaOH 1,0 mol L, foi utilizada como eletrolito suporte para a realizagdo das medidas eletroquimicas
€ uma solugdo de H,O, foi preparada utilizando —se uma solugéo de peréxido a 30% (m/V) que foi diluida com 4gua
1:10, apresentando assim, uma concentragdo de 0,882 mol L.

As medidas amperométricas foram realizadas por um Potenciostato/Galvanostato pAutolab® Type III, gerenciado
pelo software GPES 4.9 EcoChemie® empregando uma célula de trés eletrodos. O eletrodo de referéncia utilizado em
todas as medidas foi o de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L") e um eletrodo de platina como eletrodo auxiliar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo quimica e eletroquimica

As nanoparticulas obtidas foram caracterizadas por difratometria de raios X (DRX), espectroscopia de absor¢do
na regido do infravermelho (FTIR), andlises termogravimétricas (TGA) e microscopia eletronica de transmissdo.
Os métodos de caracterizagdo revelaram que as nanoparticulas de niquel apresentaram fase cristalina cubica de face
centrada. A porcentagem de metal na amostra foi de aproximadamente 50 % com tamanho médio das particulas de
3,38 nm.

O eletrodo de pasta de carbono modificado com nanoparticulas de niquel foi submetido a estudos prévios utilizando
voltametria ciclica a fim de elucidar seu comportamento eletroquimico em meio alcalino. Os ciclovoltamogramas
obtidos s@o mostrados na Figura 1..

150' Ni2+_> Ni3+
100t
50t
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=
50t
-100}
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-150}

00 02 04 06
E/NV (vs. Ag/AgCl)

Figura 1. Voltamograma ciclico obtido para um EPC modificado com Ni-NP. Eletrolito suporte: NaOH 1,0 mol L,
velocidade de varredura: 50 mV s

Podem ser observados picos de correntes em 0,35V (Epa) e0,15V (Epc) atribuidos a oxidagdo e redugdo do par redox
Ni**/Ni* respectivamente. Esse comportamento é caracteristico de um processo quasi-reversivel. De acordo com dados
da literatura, eletrodos de niquel metalico quando submetidos a varreduras ciclicas de potenciais utilizando solugdes
fortemente basicas como eletrdlito suporte, promovem a formagdo de 6xido-hidroxido de niquel, uma espécie bastante
catalitica em reagdes redox. Sua formacdo se da de acordo com as reagdes [2]: Ni(OH),+ OH S NiOOH + HO +e-.

Posteriormente, foi investigado o efeito da composi¢do da pasta de carbono sobre a resposta voltamétrica do
EPCM. Nesse estudo a quantidade do modificador (nanoparticulas de niquel) na pasta de carbono, foi variada de 5 a
25% m/m. Foi observado um aumento na intensidade das correntes de pico para pastas preparadas com até 20% de
Ni-NP. Entretanto, o melhor perfil voltamétrico foi verificado para pasta de composigdo: 25 % Nujol, 65 % grafite ¢ 10
% NiINP. Sendo assim, essa composi¢do foi adotada para estudos posteriores.

O efeito do pH do eletrélito suporte foi avaliado no intervalo de 10 a 14 para um eletrodo de pasta de carbono
modificado com 10% (m/m) de nanoparticulas de niquel. Os valores de corrente aumentaram significativamente com
o aumento do pH indicando a participagdo dos ions OH- no processo de transferéncia eletronica. Optou-se entdo por
utilizar uma solugdo de NaOH 1,0 mol L' (pH 14) por apresentar um perfil voltamétrico de melhor resolugio.

Potencialidade analitica e Desenvolvimento do método

A Figura 2 apresenta o comportamento eletroquimico do EPC modificado com Ni-NPs na auséncia (A) e na
presenga (B) de uma solugdo de H,0, 1,5 x 10~ mol L"'. Na presenca de H,O,, observa-se um aumento significativo
da corrente de pico anddico seguido da diminui¢do da corrente de pico catddico, comportamento caracteristico de um
processo eletrocatalitico.
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Figura 2. Voltamogramas ciclicos obtidos para um EPC modificado com Ni-NP. Eletrolito suporte: NaOH 1,0 mol L™
na auséncia (A) na presenga (B) de H,0, 1,5 x 10” mol L' velocidade de varredura: 50 mV s™.

Observando os resultados obtidos, fica evidente que o uso do EPCM possibilita a determinagdo de perdxido
em meio alcalino e em potenciais mais convenientes se comparado com a oxidagdo dessa espécie em um eletrodo
nao modificado, o que justifica plenamente a sua aplicagdo. Depois de otimizadas as condigdes operacionais para o
procedimento proposto, medidas cronoamperométricas foram realizadas utilizando-se solu¢des de H,O, em diferentes
concentragdes a fim de se obter uma curva analitica. A Figura 3 apresenta o cronoamperograma obtido, bem como a
curva analitica.

Figura 3. (A) Cronoamperograma obtido para um EPC modificado com Ni-NP e eletrolito suporte NaOH 1,0 mol L
na auséncia e na presenga de diferentes concentragdes de H,O, (B) Curva analitca.

Os registros dos valores de corrente (a +0,60 V) geraram uma relagdo linear com as concentragdes de peroxido no
intervalo de 4,4 x 10* a 4,4 x 10° mol L™ .representada pela equagdo (I, /uA) = 9,33 + 8881C onde C ¢ a concentragdo
de peroxido em mol L' com um coeficiente de correlagdo de 0.9948. O limite de detecgdo foi de 1,0 x 10 mol L.

CONCLUSOES

O uso de eletrodos de pasta de carbono modificados com Ni-NPs mostrou ser um procedimento simples, barato e
reprodutivel quando aplicado na determinac@o de peroxido. Em comparagdo com o EPC nao modificado, os resultados
obtidos em termos de magnitude de corrente e perfil voltamétrico sao significativamente melhores.
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RESUMO: O presente trabalho descreve o desenvolvimento de um método eletroquimico para a determinagdo de
hidrazina em meio neutro empregando um potencial de 0,20V vs Ag/AgCl. A oxidagdo eletrocatalitica de hidrazina
foi conduzida usando um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono (NTC) e ftalocianina de
cobalto (CoPc). O sensor apresentou um melhor desempenho em tampao fosfato 0,05 mol L, pH 6,5. O disco rotatério
mostrou-se um bom estudo dos pardmetros cinéticos.

Palavras-chave: Eletrocatalise, Hidrazina, Nanotubos de Carbono, CoPc.

INTRODUCAO

Por ser um forte a gente redutor, a hidrazina é utilizada como removedor de oxigénio, para controle de corrosdo
em caldeira e sistemas de aquecimento de agua [1]. Outro uso comum da hidrazina é como matéria prima de muitas
substancias usadas na obtengdo de plasticos, antioxidantes, polimeros, pesticidas, reguladores de crescimento
de plantas e produtos farmacéuticos [2]. A hidrazina também foi reconhecida como uma neurotoxina, agente
carcinogénico, e substancia de hepatotoxica que afeta figado bem como os niveis de glutationa no cérebro [3]. Com
isso, o desenvolvimento de métodos analiticos confidveis, sensiveis e robustos para a determinacdo de hidrazina é de
extrema importancia atualmente.

Neste sentido, inimeros métodos analiticos t€ém sido desenvolvidos para determinagdo da hidrazina, incluindo
métodos espectrofotométricos [4], fluorimétricos [4], quimioluminescentes [5] e cromatograficos [6]. Porém, a maioria
destes exige a derivatizacdo de moléculas, apresentam baixa sensibilidade e/ou exigem um tempo elevado durante as
medidas limitando a utilizagdo destes métodos. Em geral os métodos eletroquimicos apresentam algumas vantagens
sobre os métodos citados anteriormente, incluindo simplicidade, alta sensibilidade e alta freqiiéncia analitica. Neste
contexto, as técnicas eletroquimicas tém sido exploradas na detec¢@o de inimeros compostos, incluindo hidrazina.
Contudo, o maior problema relacionado com a hidrazina ¢ que ela necessita de um grande sobrepotencial para ser
oxidada sobre eletrodos confeccionados nos mais varios materiais, tornando dificil sua eletro-oxidagao sobre eletrodos
ndo-modificados [7]. Deste modo, o uso de elétrodos quimicamente modificados que contenham mediadores redox
imobilizados sobre suas superficies tem por propdsito diminuir o sobrepotencial de oxidagdo da hidrazina.

Existe uma larga variedade de combinagdes de substancias que tem sido usadas como mediadores de elétrons.
Contudo, na maioria dos casos estes sistemas apresentam baixa sensibilidade, e uma pequena resposta linear o que
abre espago para o desenvolvimento de novos materiais de eletrodo para eletro-oxidagdo de hidrazina em baixos
sobrepotenciais.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Um eletrodo de carbono vitreo com area geométrica de 0,071 cm? foi usado na construgéo do sensor. Apos a limpeza
do eletrodo com solug@o de Alumina, 1 mg de nanotubos de carbono (NTC) foi disperso em 1 mL de dimetilsulféxido
usando-se ultra-som para auxiliar o processo de dispersdo. Em seguida adicionou-se a dispersdo de nanotubos, 1,0 mg
de CoPc. Apds esta etapa, 10 pL desta dispersdo foi adicionada a superficie do eletrodo, deixando o mesmo secar ao
ar. As medidas voltamétricas foram conduzidas em uma célula eletroquimica (com capacidade para 5 mL) contendo
os eletrodos de Ag/AgCl (eletrodo de referéncia), platina (eletrodo auxiliar) e carbono vitreo (eletrodo de trabalho).

Os estudos eletroquimicos foram realizados com intuito de otimizar os parametros experimentais para identificagdo
da hidrazina. O estudo da influéncia entre as quantidades de nanotubos de carbono e da ftalocianina de cobalto na
resposta do sensor ¢ um fator de fundamental importancia uma vez que os mesmos interferem diretamente na resposta
do mesmo. Neste sentido, variou-se as proporgoes de NTC e CoPc, respectivamente, nas composi¢des 0,25; 0,5; 1,0;
1,5 e 2,0 mg para os nanotubos e 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg para a ftalocianina de cobalto. A quantidade fixada para o
outro composto que ndo estd sendo estudado no caso, foi de 1,0mg.e o volume total da solugdo foi sempre de 1,0mL
de DMSO.

Adicionalmente foi feito um estudo da influéncia da natureza do tampao sobre a resposta do sensor. Assim foram
testados quatro diferentes solugdes tampdo Macllvaine, Fosfato, Briston-Robnson com concentragido 0,1 mol L.
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Para medidas amperométricas o potencial aplicado tem uma importante influéncia sobre a resposta do sensor; sendo
assim empregou-se os potenciais 0,01; 0,025; 0,05; 0,075; 0,1; 0,15; 0,2V com o melhor resultado foi construida uma
curva analitica.

Outro estudo realizado foi o de disco rotatorio. Neste caso, variou-se o numero de giros (rpm) e, posteriormente, a
concentragdo da solugao de hidrazina. As rotagdes variaram em 25, 100, 225, 400, 625 ¢ 900 rpm. Ja as concentragdes
de hidrazina variaram em 0,1; 0,25; 0,5 e 1,0mM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Influéncia das condicoes experimentais na resposta do sensor para hidrazina.

O estudo da influéncia entre as quantidades de nanotubos de carbono e da ftalocianina de cobalto na resposta do
sensor ¢ um fator de fundamental importancia, uma vez que os mesmos interferem diretamente na resposta do mesmo.
Neste sentido, variou-se as proporgdes de NTC e CoPc, respectivamente, nas composi¢des 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 ¢ 2,0 mg
mL! para os nanotubos e 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg mL™! para a ftalocianina de cobalto.

As melhores respostas para a hidrazina foram obtidas empregando-se a composicao de 2,0 mg de CoPc e 0,5 mg de
NTC. As outras proporgdes forneceram menores correntes de pico.
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Figura 2: Estudo da quantidade de NTC quando fixado a quantidade de CoPc em 1,0mg.

Foi feito um estudo da influéncia da natureza do tampao sobre a resposta do sensor. Assim, a foram testados trés
diferentes solu¢des tampao (Macllvaine, Fosfato e Briston-Robnson) com concentra¢des 0,1 mol L' e indicou que a
solugdo tampao Fosfato apresentou a melhor resposta.

A influéncia da concentracdo do tampdo sobre a resposta do sensor foi analisada testando cinco diferentes
concentragoes do tampdo Fosfato de 0,01; 0,025; 0,05; 0,10; 0,25 mol L-1, onde a melhor resposta foi para a
concentragdo de 0,05 mol L-1. Quanto a influéncia do pH do tampao sobre a resposta sensor, foram testados cinco
diferentes pH’s do tampao Fosfato de 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 3 8,0, sendo a melhor resposta obtida em pH = 6,5.

Para medidas amperométricas o potencial aplicado tem uma importante influéncia sobre a resposta do sensor,
devido o mesmo contribuir para o aumento da sensibilidade do sistema. Sendo assim empregou-se os potenciais 0,01;
0,025; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20V e foi claramente observado que o sensor apresentou melhor resposta em 0,20 V. Entdo o
potencial 0,20 V foi escolhido como o melhor potencial a ser empregado para a construgdo da curva analitica.

O estudo cinético foi realizado através da técnica de disco rotatdrio. Tal estudo foi realizado em diferentes
concentragdoes de Hidrazina separadamente. A rotagdo variou entre 25rpm, 100rpm, 225rpm, 400rpm, 625rpm e
900rpm (Figura 3). Outro estudo realizado foi da influéncia da concentragdo de hidrazina na resposta do sensor. Para
isso, fixou-se uma rotacdo e variou-se a concentracdo de hidrazina. Como esperado, quanto maior a concentragdo de
hidrazina em solu¢do, maior a corrente (Figura 4).
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Figura 3: Estudo Rotatoério em solugao de Hidrazina 0,25mmol. As linhas em preto sdo referentes a rotagdo de 25rpm,
em vermelho 100rpm, em verde 225rpm, em azul escuro 400rpm, em azul claro 625rpm e em rosa 900rpm.
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Figura 4: Estudo Rotatério de 400rpm em diferentes concentragdes de Hidrazina. Em preto 0,1mmol; em vermelho
0,25mmol; em verde 0,5mmol e em azul 1,0mmol de hidrazina

CONCLUSOES

Mediante os estudos eletroquimicos e através da variagdo de alguns pardmetros como: solugdo tampao, concentragao
do analito e modificador, rotagdo do eletrodo, foi possivel obter informagdes importantes sobre a detecgdo da hidrazina.
Verificou-se que a deteccdo da hidrazina torna-se inviavel em baixos potenciais de oxidagdo se o eletrodo de trabalho
ndo estiver modificado com substancias eletrocataliticas; ja que a hidrazina oxida somente em potenciais acima de 1 volt.

Um fator importante foi a escolha do eletrocatalisador, apos varios testes foi possivel concluir que a ftalocianina
de cobalto sozinha na superficie do eletrodo, ndo se dispersa defasando assim a resposta eletroquimica. Contudo uma
solugdo de 0,5 mg de NTC, 2,0mg de CoPc em ImL de DMSO ¢ uma excelente alternativa para detec¢ao de hidrazina
em baixos potenciais de oxidagdo pois a unido destes compostos dispersam o modificador na superficie do eletrodo e
apresentam alta sensibilidade.

O método eletroquimico de modificagdo de eletrodo ¢ um método simples e estavel para a determinagdo deste
analito. Adicionalmente, o uso dos nanotubos de carbono mostrou ser de fundamental importancia na melhoria da
dispersdo e atividade do eletrocatalizador.
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RESUMO: Um eletrodo composito a base de nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNT) e borracha de
silicone foi utilizado na determinagdo de hidroclorotiazida, uma droga pertencente a classe dos diuréticos tiazidicos.
O eletrodo composito foi preparado misturando-se proporgoes adequadas de nanotubos de carbono e borracha
de silicone, de maneira a obter um composito com 70% de MWCNT (m/m). O comportamento voltamétrico da
hidroclorotiazida foi avaliado por voltametria ciclica em tampdo Britton-Robinson pH 7,0. Apos otimiza¢do dos
pardmetros instrumentais amplitude de pulso e velocidade de varredura, o analito foi quantificado por voltametria de
pulso diferencial (DPV). Foram obtidas curvas analiticas para defini¢do de intervalos lineares de resposta e limites de
detecgdo. Posteriormente, os procedimentos foram aplicados na determinagdo de hidroclorotiazida em formulagoes
farmacéuticas utilizando-se o método da adi¢do de padrdo. Os resultados foram comparados ao procedimento padrao
descrito na farmacopeia brasileira para determinagdo de hidroclorotiazida.

Palavras-chave: nanotubos de carbono, hidroclorotiazida, eletrodo compdsito, borracha de silicone

INTRODUCAO

Desde sua obteng@o, em 1991 por Iijima [1], os nanotubos de carbono t€m sido utilizados em diversas areas das
ciéncias devido as suas propriedades interessantes. Uma aplica¢do que tem atraido consideravel ateng@o ¢ o uso do
nanotubos de carbono como material de eletrodo, uma vez que apresentam elevada area superficial, alta condutividade
elétrica, resisténcia mecanica, estabilidade quimica e sdo capazes de mediar reagdes de transferéncia eletronica com
espécies eletroativas em solugéo.

Os eletrodos compositos sdo definidos, de acordo com Tallman e Petersen [2], como um material constituido
de pelo menos, uma fase condutora misturada a pelo menos uma fase isolante (solventes organicos ou polimeros).
Neste caso, a borracha de silicone representaria a fase isolante, enquanto os nanotubos de carbono de parede multipla
(MWCNT) fariam o papel da fase condutora. As principais vantagens dos eletrodos compositos sdo a facilidade de
preparagdo do material, possibilidade de incorporagido de modificadores, relativa facilidade de renovagao de superficie
e repetibilidade de area efetiva [3].

Este trabalho descreve a aplicagdo do eletrodo compdsito MWCNT/SR 70% (MWCNT, m/m) na determinagdo
de hidroclorotiazida (HCTZ), ou 6-cloro-3,4-dihidro-7-sulfonamida-2H-1,2,4-benzotiadiazina 1,1-dioxido, em
formulagdes farmacéuticas. A HCTZ ¢ uma droga pertencente a classe dos diuréticos tiazidicos, que sdo amplamente
utilizados como agentes terapéuticos para tratamento da hipertensdo arterial ¢ de outras desordens resultantes da
retengdo de liquidos no corpo. O termo diurético abrange uma série de medicamentos que aumentam a excre¢ao
renal de agua e eletrolitos [4]. A HCTZ também pode ser administrada em conjunto com outros anti-hipertensivos
como f-bloqueadores e inibidores da enzima conversora de angiotensina, potencializando suas agdes farmacoldgicas e
diminuindo sua dosagem a niveis que ndo causem efeitos secundarios.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Preparagdo do eletrodo compdsito

Os nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNT, Aldrich), foram tratados antes da preparacao dos eletrodos,
a fim de remover carbono amorfo, residuos metalicos provenientes do processo de produgdo e também ativar a
superficie através da inser¢@o de grupos funcionais e/ou defeitos em suas paredes. No tratamento, os MWCNT foram
submetidos a temperatura de 550 °C por 30 min, em seguida foram suspensos em uma mistura de HNO,/HCIO, (7:3),
agitados em ultrassom por 30 min, refluxados por 2h a 100 °C, filtrados e lavados com 4gua até meio neutro. Apos isso,
foram secos a 70 °C em estufa a vacuo[5].

Os eletrodos foram preparados misturando-se MWCNT (diam. x length 110-170 nm % 5-9 pm), apds tratamento
quimico e borracha de silicone comercial (Pulvitec), de maneira a obter os compositos na propor¢ao de 70% (MWCNT,
m/m).

A mistura foi homogeneizada por 10 minutos em almofariz de vidro e inserida em tubos de vidro (¢ = 3,0 mm).
Uma vez inserido no tubo de vidro o compdsito foi comprimido com o auxilio de uma barra de cobre (¢ = 3,0 mm),
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em uma prensa hidraulica por 24 h. Apds a cura, o contato elétrico foi estabelecido conectando-se um fio de cobre ao
composito com o auxilio de cola de prata (EPO-TEK 410E, Epoxy Technology).

2.2 Equipamentos e procedimento

Os experimentos voltamétricos foram realizados utilizando-se um potenciostato BAS CV-50W, acoplado a um
microcomputador e controlado pelo software BAS 2.3.

Uma célula convencional de vidro com capacidade total para 25,0 mL, uma placa de Platina (1 x 0,5 cm) como
eletrodo auxiliar e um eletrodo de referéncia de calomelano saturado (SCE) foram utilizados nos experimentos. Como
eletrodos de trabalho, foram utilizados os eletrodos compdsitos preparados.

Os experimentos foram realizados a temperatura ambiente, desacrando-se a solugdo por borbulhamento de
nitrogénio. Foram realizados estudos de otimizacdo de pH e de otimizagdo dos pardmetros instrumentais da voltametria
de pulso diferencial (DPV). Em seguida foram obtidas curvas analiticas em triplicata, e posteriormente o método
da adicdo de padrdo foi utilizado na quantificagdo de HCTZ em amostras de medicamentos. Os resultados foram
comparados aqueles obtidos pelo método oficial descrito na farmacopeia brasileira [6].

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em voltametria ciclica, a HCTZ apresentou apenas um pico de oxidacao irreversivel em aproximadamente 0,8 V vs.
SCE, no intervalo de 0,5 a 1,1 V. O estudo do efeito do pH foi realizado entre 4,0 e 10,0 utilizando-se DPV, sendo pH
7,0 o valor otimizado. Na otimizac¢ao dos parametros instrumentais, o valores escolhidos para velocidade de varredura
e amplitude de pulso foram 25 mV s! e 50 mV, respectivamente.

Curva analitica

Apds a otimizacdo das condi¢des experimentais, as medidas voltamétricas foram realizadas em solugdo tampao B-R
pH 7,0, em diferentes concentra¢cdes de HCTZ a fim de se obter uma curva analitica (em triplicata). Os voltamogramas
obtidos estdo apresentados na Figura 1.

10,1

04 06 08 10 12
E/mVvs. SCE

Figura 1: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com eletrodo compdsito MWCNT/SR em solugdo tampdo B-R
pH 7,0. No detalhe, a curva analitica obtida. v =25 mV s e amplitude de pulso = 50 mV.

A curva analitica foi obtida medindo-se as correntes de pico de trés medidas sucessivas em DPV para cada
concentragdo. Os resultados apresentaram uma regido linear, no intervalo de 5,0 a 70,0 pmol L™ (n = 8), no potencial
de pico +0,73 V (vs. SCE) obedecendo a Equagéo 1:

I =-0,45801 pA +0,17401 pA pmol ' L x C (r=0,9987, n = 8) (1)

HCTZ?

em que /) ¢ a corrente de pico (uA) e C ¢ a concentragdo total de hidroclorotiazida (mol L™"). O limite de
detecgdo (LOD) obtido foi de 2,6 umol L.

Também foi obtida uma curva analitica utilizando o eletrodo grafite borracha de silicone (GSR) 70% (grafite, m/m)
para comparagdo. As condi¢cdes empregadas foram as mesmas aplicadas ao eletrodo MWCNT/SR. Neste caso, foram

observadas duas regides lineares, a primeira apresentou a seguinte Equagdo de reta:

HCTZ

1,=0,06683 pA +0,03214 pA pmol ' L x C .. (r=0,9946,n=4) 2)
com LOD calculado como sendo igual a 4,6 pumol L.
A segunda regido linear apresentou a seguinte Equacdo de reta:

1,=0,7489 pA +0,01173 pA pmol ' L x Cy.p,,  (r=0,9963,n=5) 3)
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A Tabela 1 compara as figuras de mérito obtidas para as curvas analiticas obtidas, sob as mesmas condi¢des, com
os eletrodos MWCNT/SR e GSR. O eletrodo MWCNT/SR apresentou maior sensibilidade, como pode ser observado
pelos coeficientes angulares descritos nas Equagdes 1 e 2, e menor limite de detecgéo.

Tabela 1: Resumo dos resultados obtidos a partir das curvas analiticas

Eletrodo Regido linear / pmol L LOD / umol L™ Sensibilidade/pA pmol! L
MWCNT/SR 5,0 70,0 2,6 0,17
1%) 5,0 a 30,0 4,6 0,034
GSR
2%) 40,0 a 80,0 - 0,012

Analise de hidroclorotiazida em formula¢des farmacéuticas

O método da adi¢do de padrio foi utilizado para a determina¢ao de HCTZ nas formulagdes farmacéuticas Clorana®
e Tenadren® utilizando a técnica DPV. Os resultados obtidos foram comparados aqueles obtidos pelo método HPLC,
descrito como método oficial na farmacopéia brasileira [6] ¢ estdo apresentados na Tabela 2. Os resultados obtidos por
DPV concordaram com o obtido pelo procedimento HPLC com 95% de confianga, de acordo com o teste #-Student.

Tabela 2: Analises de HCTZ (mg/comprimido) em amostras comerciais

HCTZ (mg/comprimido) Erro relativo / %
DPV HPLC El
Clorana®*® 29,5 27,8 +6,0
Tenadren®® 15,0 14,7 +2,0

#Rotulo: 25 mg/comprimido
b Rétulo: 12,5 mg/comprimido
E1l: Erro do método DPV em relagdo ao método HPLC. (DPV-HPLC)/HPLC x 100.

Os testes de adigéo e recuperagdo para HCTZ no intervalo de 10,0 a 30,0 wumol L' resultaram em recuperagdes entre
92,1 a 104,2% para Clorana® e entre 95,8 e 100,4% para Tenadren®. Assim, o método de adigdo de padrdo foi eficiente
para determinagdo de HCTZ sem interferéncia de outros componentes das formula¢des farmacéuticas.

CONCLUSOES

O eletrodo MWCNTY/SR foi aplicado com sucesso na determinacdo de HCTZ, sendo sua principal vantagem,
a possibilidade de determinacdo rdpida sem necessidade de renovacdo de superficie. Foram obtidos resultados
comparaveis aos obtidos pelo método oficial descrito na farmacopeia brasileira, com 95 % de confianca de acordo com
o teste #-Student.

AGRADECIMENTOS: FAPESP, CAPES, CNPq e Procontes/USP.

REFERENCIAS

[1] IIJIMA, S. Helical microtubes of graphitic carbon. Nature, 354:56-58, 1991.

[2] TALLMAN, D.E; PETERSEN, S.L. Composite electrodes for electroanalysis-principles and applications.
Electroanalysis, 2:499-510, 1990.

[3] KALCHER, K.; KAUFFMANN, J.M.; WANG, J.; SVANCARA, 1.; VYTRAS, K.; NEUHOLD, C.; YANG, Z.
Sensors based on carbon paste in electrochemical analysis: A review with particular emphasis on the period 1990-
1993. Electroanalysis, 7:5-22, 1995.

[4] MARTIN, M.E.; HERNANDEZ, O.M.; JIMENEZ, A.L.; ARIAS, J.J.; IMENEZ, F. Partial least-squares method
in analysis by differential pulse polarography. Simultaneous determination of amiloride and hydrochlorothiazide in
pharmaceutical preparations. Analytica Chimica Acta, 381:247-256, 1999.

[5] LIN, X.Q.; HE, J.B.; ZHA, Z.G. Simultaneous determination of quercetin and rutin at a multi-wall carbon-nanotube
paste electrodes by reversing differential pulse voltammetry. Sensors and Actuators B, 119:608-614, 2006.

[6] FARMACOPEIA Brasileira. 4* ed. Sao Paulo: Atheneu, 1996. p. 33.

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica




SB37

APLICACAO DE UM ELETRODO COMPOSITO IMPRESSO A BASE DE
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RESUMO: Este trabalho apresenta uma aplicag¢do de um eletrodo composito impresso a base de grafite e poliuretana,
na determinagdo de paracetamol. Apos otimizagdo dos parametros, o comportamento voltamétrico do paracetamol
no eletrodo impresso foi avaliado por voltametria ciclica em tampdo fosfato pH 6,0. Foram obtidas curvas analiticas
para defini¢do de intervalos lineares de resposta e limites de detec¢do. Posteriormente, os procedimentos foram
aplicados na determinagdo de paracetamol em formulagdo farmacéutica utilizando-se o método da adicdo de padrao,
com um erro de 0,4%. O APAP foi usado como modelo devido ao seu comportamento voltamétrico conhecido e pela
sua estrutura quimica relativamente simples.

Palavras-chave: eletrodo impresso, composito, poliuretana, paracetamol.

INTRODUCAO

A crescente demanda por sensores descartaveis e equipamentos portateis para a descentralizagdo de analises
quimicas exige o emprego de tecnologias de produgdo em massa. Embora nenhuma tecnologia tenha sido ainda
aceita como Unica, ou ao menos preferencial, na elaborag@o de eletrodos descartaveis, o uso de “screen-printing” vem
crescendo em popularidade e pode se tornar uma técnica padréo, particularmente devido a sua simplicidade e adequagédo
a laboratdrios em geral. A tecnologia de “screen-printing”, também conhecida como “silk-screen”, tem sido empregada
com grande sucesso na fabricagdo de eletrodos nesta tltima década. Ao mesmo tempo em que possibilita a producdo
em massa de eletrodos a um custo extremamente baixo, ¢ simples e pode ser praticada em qualquer laboratdrio, sendo
apropriada para produgdo de eletrodos descartaveis [1].

Um dos principais aspectos dos Els, que os tornam extremamente atrativos quando se busca o desenvolvimento
de sensores comerciais, ¢ a possibilidade de total automagdo na fabricagdo de um sistema completo contendo os
eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia, todos impressos e contidos no mesmo suporte. Esta caracteristica, associada
a simplicidade de elaboragdo e as intimeras possibilidades de modifica¢ao dos Els, promete colocar a técnica em uma
posi¢do privilegiada entre as demais [1].

O eletrodo impresso (EI) é simplesmente um filme depositado sobre um suporte inerte, geralmente de PVC ou
ceramica. Em geral, este filme é parcialmente coberto por uma segunda camada de um isolante para definir uma area
de contato elétrico numa extremidade e outra area para ser a superficie do eletrodo na outra extremidade.

Neste trabalho, o eletrodo compdsito impresso & base de grafite e poliuretana (EIGPU), que foi desenvolvido e
caracterizado anteriormente, foi utilizado na determinagdo de paracetamol (APAP) em uma formulagdo farmacéutica,
usando voltametria ciclica, para avaliar a resposta voltamétrica do eletrodo compo6sito. O APAP foi usado como modelo
devido ao seu comportamento voltamétrico conhecido e pela sua estrutura quimica relativamente simples.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Equipamento
As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se um potenciostato-galvanostato AUTOLAB PGSTAT-30

(Ecochemie), acoplado a um microcomputador e controlado com um programa GPES (Ecochemie).

Medidas Voltamétricas

Uma curva analitica foi obtida utilizando o compoésito EIGPU, em voltametria ciclica, com velocidade de 25 mVs™,
variando a concentra¢do de APAP de 1 a 100 umol L}, em tampao fosfato pH 6,0, e em seguida, o0 método da adi¢do
de padrao foi utilizado na quantificacdo de APAP em amostra do medicamento Tylenol- 750 mg.

Preparacdo do eletrodo
Aplicag@o de uma tinta a base de PU[3] sobre uma placa de PVC de 0,3 mm de espessura, através de uma mascara
plastica. Em seguida, aplicou-se uma cola de prata para definir o eletrodo de referéncia e um isolante de resina PU.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O voltamograma ciclico apresentado na Figura 1 mostra o comportamento voltamétrico do APAP, utilizando o
eletrodo compdsito impresso a base de grafite e poliuretana. Pode-se observar que o pico de oxidagdo do APAP ocorre
em aproximadamente 340 mV, no intervalo de -0,4 a 0,8 V.

154 | —— Branco
— APAP
1.0
< 051
=
0.0
-0.54
-1.0 T T T T T T T
-04 -0.2 0.0 0.2 04 06 0.8

E/V vs Ag/AGCI

Figura 1: Voltamograma ciclico obtido para o EIGPU em solugdo 1,0 mmol L' de APAP em tampao fosfato pH 6,0 v
=25mV sl

Uma curva analitica foi obtida para o APAP, sem necessidade de renovag@o de superficie entre determinacdes
sucessivas, em um intervalo de concentragdo de 1 a 100 pmol L' (Figura 2).
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Figura 2: Curva analitica obtida para o compésito EIGPU, utilizando solugdo de APAP entre 1 a 100 pmol L em
tampdo fosfato pH 6,0, em voltametria ciclica, com v =25mV s\,

A curva analitica foi obtida medindo-se as correntes de pico para cada concentragdo. Os resultados apresentaram
uma regido linear em todo o intervalo estudado, obedecendo a Equagdo 1:

1= 6,8x107 pA +9,6x10° pApmol ' Lx C, .,  (r=0,9997,n=9) (1)

em que Ip ¢ a corrente de pico (uA) e C, ,, , ¢ a concentracio total de paracetamol (umol L™). O limite de detecgao
(LOD) encontrado foi de 8,18x107 mol L', determinado como LOD =3 S /b [2].

A aplicabilidade do compdsito EIGPU foi verificada analisando uma formulagdo farmacéutica. Os resultados estdo
descritos na Tabela 1:

Tabela 1: Determinacdo de paracetamol em uma formulagdo farmacéutica utilizando o composito EIGPU em
voltametria ciclica

Amostra Paracetamol (mg /tablete) ‘E %
Rotulado Ciclica
Tylenol 750 753 £0,91 0,4

*E = Ciclica vs. rotulado (Ciclica-rotulado/rotulado) x 100%
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As adi¢oes de APAP padrio a solugdo da formulagao farmacéutica mostraram recuperagdes entre 98 e 102%, para
adigdes de 10 a 20 pmol L.

CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos pode-se concluir que o compdsito EIGPU apresenta desempenho satisfatorio na
determinacgdo voltamétrica de APAP em formulagdes farmacéuticas.
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RESUMO: Este trabalho apresenta um estudo das diferentes formas geométricas dos eletrodos compositos impressos
descartaveis a base de grafite e resina poliuretana, a fim de avaliar de que forma essas diferencas interferem na
resposta voltamétrica dos eletrodos. Nesses estudos foi utilizado em Ferricianeto de Potdssio em meio de KCI e
Hidroquinona em meio de tampdo acetato pH 4,0, em voltametria ciclica, como sonda eletroquimica. Os resultados
mostram que ndo ha diferenga significativa entre os eletrodos com as diferentes geometrias, em termos de intensidade
de corrente (I p) e diferenga de potencial (AE).

Palavras-chave: screen-printed electrodes, eletrodos compaositos, ferricianeto de potdssio, hidroquinona

INTRODUCAO

Areprodutibilidade da area ativa de eletrodos solidos representa forte limitag@o ao seu uso, apesar das potencialidades
inclusive comerciais desse tipo de eletrodo em areas como medicina, industria, farmacéutica e ambiental. Em adicao,
deve-se considerar que ndo ha procedimentos unicos ou definitivos para essa regeneragdo, que depende fortemente
da atuacdo do operador. Os eletrodos impressos representam uma alternativa promissora na solugdo desse problema.
A tecnologia de “screen-printing” é uma técnica frequentemente utilizada na fabricacdo desses eletrodos para o
desenvolvimento de sensores e¢/ou biossensores eletroquimicos descartaveis[1].

O eletrodo impresso (EI) é simplesmente um filme depositado sobre um suporte inerte, geralmente de PVC ou
ceramica. Em geral, este filme é parcialmente coberto por uma segunda camada de um isolante para definir uma area
de contato elétrico numa extremidade e outra area para ser a superficie do eletrodo na outra extremidade, formando
um sistema completo, contendo o eletrodo de trabalho, o eletrodo auxiliar e o eletrodo de referéncia todos contidos e
impressos em um mesmo suporte[1].

Neste trabalho, um eletrodo composito impresso a base de grafite e poliuretana (EIGPU), foi preparado com
diferentes geometrias, a fim de avaliar o efeito na resposta voltamétrica, usando voltametria ciclica. Esses estudos
foram feitos em Ferricianeto de Potassio em meio de KCIl e em Hidroquinona em meio de tampéao acetato, como
sondas eletroquimicas. Em seguida, avaliou-se também o efeito do tratamento com ultrassom na resposta voltamétrica
do eletrodo.

A hidrofobicidade deste tipo de material eletrodico aliada as diversas vantagens desse tipo de eletrodo, como
simplicidade, versatilidade, portabilidade, baixo custo e capacidade de produgdo em massa, explicam seu uso em
diversos campos da quimica analitica.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Equipamento
As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se um potenciostato-galvanostato AUTOLAB PGSTAT-30

(Ecochemie), acoplado a um microcomputador e controlado com um programa GPES (Ecochemie) e a fonte de
ultrassom utilizada foi um banho Unique USC-1400.

Fabricacdo dos eletrodos impressos
Os eletrodos foram preparados em com quatro geometrias diferentes. Trés em relagdo ao contra eletrodo e
uma em relagdo ao eletrodo de referéncia, como mostra a Figura 1:

abc abc abc abc

Tipo 1 Tipo2 Tipo 3 Tipo 4
Figura 1: Eletrodos impressos com as diferentes geometrias. Eletrodos: (a) auxliar; (b) trabalho; (¢) referéncia
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Medidas Voltamétricas

Foram analisados quatro eletrodos, cada um com uma geometria, ¢ os voltamogramas ciclicos foram obtidos em
solugdo 5,0 mmol L' de K [Fe(CN),] em meio de KC1 0,5 mol L' ¢ em solugdo de 0,1 mmol L' de hidroquinona
(HQ) em tampao acetato pH 4,0. Para efeito comparativo foi utilizado um eletrodo a base de carbono comnercial da
DropSens®.

No estudo com ultrassom, um eletrodo foi submetido a 10, 20 ¢ 30 minutos, sendo metade do tempo em alcool

isopropilico e metade em agua destilada. Em seguida, foram obtidos voltamogramas ciclicos dos mesmos em solugéo
de K [Fe(CN),].

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de K,[Fe(CN),] 5,0 mmol L em meio de KC1 0,5
mol L, para as diferentes geometrias e para o eletrodo comercial.

Figura 2: Voltamogramas ciclicos obtidos em 5,0 mmol L' de K,[Fe(CN),] 5,0 mmol L' em meio de KC1 0,5 mol L*',
para os 4 tipos de geometrias e para o eletrodo comercial, no intervalo de -0,4 20,8 Ve v=25mV s’

A Tabela 1 apresenta os valores de corrente (Ipa el J e a diferenca de potencial (AE) obtida nas medidas voltamétricas.

Tabela 1: Valores de corrente e diferenca de potencial obtidos com solugdo de K [Fe(CN),] 5 mmol L' em KCI 0,5

mol L!
1,/ pA 1 /pA AE / mV
Tipo 1 24,1 -33,1 345
Tipo 2 22,8 -30,1 300
Tipo 3 21,4 -30,5 361
Tipo 4 21,3 -284 347
Comercial 16,2 -23,0 160

Os voltamogramas ciclicos obtidos em Hidroquinona 0,10 mmol L' em tamp&o acetato pH 4,0, para as diferentes
geometrias e para o eletrodo comercial estdo apresentados na Figura 3. Nota-se que no eletrodo comercial os picos de
oxidacdo e redugdo da HQ aparecem em potenciais menores que nos EIGPU’s.

Figura 3: Voltamogramas ciclicos obtidos em 0,1 mmol L' de hidroquinona em meio de tampao acetato 0,1 mol L"!
pH 4,0, para as 4 geometrias e para o eletrodo comercial, no intervalo de -0,4 20,8 Ve v=25mV s’
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A Tabela 2 apresenta os valores de corrente (Ipa el ) e a diferenca de potencial (AE) obtida nas medidas
voltamétricas.

Tabela 2: Valores de corrente e diferenca de potencial obtidos com solugdo Hidroquinona

1 /pA I /pA AE /mV
Tipo 1 1,59 -1,50 0,079
Tipo 2 1,35 -1,29 0,091
Tipo 3 0,88 -0,70 0,327
Tipo 4 0,99 -0,81 0,278
Comercial 1,44 -0,99 0,144

O efeito do ultrassom esta apresentado na Figura 4:

Figura 4: Voltamogramas ciclicos obtidos com 10, 20 e 30 minutos no ultrassom, em solugdo de K,[Fe(CN),] 5,0
mmol L' em meio de KC1 0,5 mol L', v=25mV s’

Nota-se que a aplicagdo do ultrassom causa perda de resposta voltamétrica, com perfil resistivo da curva I vs E.

CONCLUSOES

As diferencas geométricas ndo provocam alteragdes significativas em termos de intensidade de corrente e diferenga
de potencial, porém esses parametros sdo melhores quando comparados com o eletrodo comercial. O tratamento do
eletrodo no ultrassom provoca proporcional piora na resposta voltamétrica. Isso pode ser explicado por um possivel
descolamento do material polimérico com consequente ruptura do composito, causando perda de contato elétrico.
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RESUMO:Um biossensor enzimdtico é proposto para a determinac¢do de dopamina, usando pasta de nanotubo
de carbono modificada com peroxidase obtida a partir do extrato bruto de abobrinha. Pardmetros analiticos
que influenciam na performance do biossensor como quantidade de enzima, concentra¢do de peroxido de
hidrogénio, pH e tipo de tampdo foram avaliados. A melhor resposta do biossensor foi obtida utilizando
1,10 U mg" de enzima na pasta de nanotubo de carbono, tampdo fosfato 0,1 M (pH=7.0), contendo 50 uM de H,0,.
Sob condigbes experimentais otimizadas a faixa linear de resposta de 20 a 1700 umol L para a dopamina foi obtida
com sensibilidade de 220 pd/umol L' e limite de detecgdo de 5,86x107 mol L.

Palavras-chave: dopamina, biossensor, extrato bruto de abobrinha

INTRODUCAO

A dopamina é um neurotransmissor que pertence ao grupo das catecolaminas e exerce uma grande importancia para
o0 sistema nervoso, por ser a forma de comunicagao entre os neurénios. Baixo nivel de dopamina tem sido associado a
patogéneses de sindrome neurologica como a Doenca de Parkinson ¢ Esquizofrenia [1]. A Doenca de Parkinson é uma
sindrome neurodegenerativa, a qual apresenta como principal caracteristica patologica a perda seletiva de neurdnios
dopaminérgicos na parte compacta da substancia negra cerebral [2]. Neste sentido a determinag@o quantitativa deste
neurotransmissor ¢ importante para diagnostico, monitoramento e intervenc¢do farmacologica.

Varios métodos, dentre eles os cromatograficos, espectrofotométricos e fluorimétrico, tem sido utilizado para
a detecgdo e quantificacdo deste neurotransmissor tanto em amostras farmacéuticas quanto em analise clinica.
Entretanto, esses métodos exigem um longo tempo de analise, altos custos e ndo possibilitam medidas diretas in vivo
e em tempo real. Dessa forma, os biossensores enzimaticos estdo se tornando muito Gteis em aplicagdes analiticas,
devido a possibilidade de se combinar a seletividade e a sensibilidade da enzima com a simplicidade dos transdutores
eletroquimicos [3].

O uso de biossensores baseado em materiais nano-estruturados como nanotubos de carbonos (NTCs) vem sendo
amplamente investigado devido ao comportamento desse material. O uso de NTCs ¢ relevante devido ao seu potencial
elétrico, quimico, mecénico e suas propriedades estruturais [5].

A enzima peroxidase tem sido amplamente usada na construg@o de biossensores para determinacdo de compostos
fenolicos e catecdlicos, uma vez que esses melhoram a taxa de transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a enzima
imobilizada. Baseada neste contexto ¢ proposto a determinag¢do de dopamina a partir de um biossensor enzimatico
utilizando como fonte enzimatica o extrato bruto de abobrinha (Curcubita pepo), obtida a partir do método proposto
por Fatibello [6], a qual foi imobilizada na pasta de nanotubo de carbono, buscando avaliar o desempenho do biossensor
na detecgdo da dopamina.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Preparacio do Extrato Bruto de abobrinha

O extrato bruto de abobrinha (Curcubita pepo), fonte de peroxidase, foi obtido a partir do seguinte procedimento:
uma massa de 25,0 g do vegetal descascado, foi picado e homogeneizados em um liquidificador com 100 mL de
tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH=6,5) e 2,5 g de agente protetor (PVPs). O homogenato foi filtrado em 4 camadas de
gaze e centrifugado a 25000xg (18000 r.p.m) durante 15 min, a 4 °C. A solu¢do sobrenadante foi armazenada em
refrigerador a 4 °C e usadas como fonte enzimatica [6].

Determinacao da atividade da enzima.

A atividade da enzima foi determinada a partir do método de Fatibello, onde a atividade foi determinada medindo-
se a variagdo de absorbancia em 470 nm do tetraguaiacol formado na reacdo enzimatica. Nessa determinagdo foram
utilizados 0,2 mL da solug@o sobrenadante (homogenato), 2,7 mL da solu¢do de guaiacol 0,05 molL"! ¢ 0,ImL da
solugdo de perdxido de hidrogénio 10,3 mmol L em tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH=6,5), a 25 °C. Uma unidade
de atividade (unidades/mL) ¢ definida como a quantidade de enzima que causa o aumento de 0,001 unidades de
absorbéncia por minuto nas condi¢cdes mencionadas[6].

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica



mailto:fabiolaribeirog@yahoo.com.br

Preparacio do biossensor.

A enzima foi imobilizada no CNTs por adsor¢@o empregando 10 mg de NTC, 1mg de grafite, 30 pL de 6leo mineral
e 100 pL de extrato vegetal de abobrinha. Depois que este sistema foi manualmente misturado a pasta foi colocada
dentro da cavidade de um tubo de vidro. Na parte interior do tubo foi colocado um fio de platina e conectado com um
fio de niquel/cromo para fazer o contato elétrico.
Medida Eletroquimica

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando um AUTOLAB PGSTAT302N interfaciado com um
computador contendo o software GPES 4.9. Todas as medidas eletroquimicas foram feitas utilizando um sistema
convencional de uma célula com trés eletrodos: eletrodo de referencia Ag/AgCl, fio de platina como contra eletrodo
e o biossensor como eletrodo de trabalho. As medidas voltamétricas foram feitas em solug@o de 5,0 mL de tampao
contendo H,0, usando medidas de corrente-tempo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos relacionados ao processo de oxidacio da dopamina

O processo de oxidagao eletrocatalitico da dopamina foi obtido através da analise da corrente de pico anddico ( /pa)
dos voltamogramas ciclicos. De acordo com o modelo tedrico de Andrieux e Sevéant um sistema se comporta como um
processo catalitico e totalmente irreversivel controlado por difusdo quando ¢ possivel estabelecer uma relagdo linear
entre a Ipa e a raiz quadrada da velocidade de varredura. A partir dessa informagao e da analises de voltamogramas, um
grafico da /p versus a raiz quadrada de v foi construido (Figura 1), que mostra que o processo de oxidag@o da dopamina
sobre o biossensor ¢ controlado por difuséo.

1,2¢10* 1 .
1,0x10* 1
8,0x10°
—E60x10°
4,0x10°

2,0x10°
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3 4 5 6 7

v 12 / (mv S—|) 12

Figura 1: Relagdo entre /pa versus a raiz quadrada da velocidade de varredura

Otimizacio da quantidade de enzima no biossensor

A Figura 2 mostra que a quantidade de enzima utilizada influencia na performance do biossensor, sendo que a
intensidade de corrente obtida aumenta com a quantidade da enzima imobilizada até 1,10 unidades de peroxidase
adicionada a pasta, decrescendo para concentragdes superiores, escolhendo portanto essa quantidade para o preparo
do biossensor.
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Figura 2. Efeito da quantidade de HRP adicionada a pasta de carbono para a resposta da dopamina. Medidas foram
feitas em tampao fosfato (pH = 6,5) contendo 20 uM H,O,
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Influéncia do pH e tipo de tampio

A melhor resposta do biossensor foi obtida em pH = 7,5 em tampdo fosfato 0,1 mol L. Medidas feitas para
diferentes solug¢des tampao ( Tris, Hepes, Pipes, acetato e fosfato) em concentragdo de 0,1 M evidenciou que a melhor
resposta foi obtida em tampao fosfato. Assim, essas condi¢des foram adotadas para estudos subseqiientes.

Avaliaciio da concentragao de peréxido de hidrogénio.

O substrato natural da peroxidase (perdxido de hidrogénio) é essencial para a resposta do biossensor e sabe-se que
altas concentragdes de peroxido podem causar inativagdo da enzima [7]. A concentragdo de 50 uM foi escolhida por
apresentar uma melhor resposta do biossensor como visto na (Figura 3).
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1,26x10* 4 L

ilA

1,23x10* 4
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10 20 30 40 50 60

[H,0]/uM

Figura 3. Efeito da concentracdo de peroxido na resposta do biossensor, em tampéao fosfato (pH = 7,5; 0,1 M)

Caracteristicas do biossensor

A curva de calibragdo para a dopamina com o biossensor proposto foi obtida, empregando-se as condi¢des de
trabalho previamente otimizadas e apresentou uma faixa linear de resposta no intervalo de concentragdes entre 20
a 1700 p mol L' de dopamina, ajustado pela equacdo da reta Ai = 2.99 + 0.02119 [dopamina], com coeficiente de
correlagdo, R =0,99879 (n=22), onde a variagdo da corrente, A, ¢ dada em 1x107° A e a concentragdo da catecolamina
em 1x10°mol L. A sensibilidade foi 220 pA/ umol L' e o limite de detec¢do estimado para este intervalo foi 5,86x107
mol L.

Comparando a faixa de resposta ¢ 0 LOD encontrados pelo dispositivo aqui proposto com trabalhos relatados na
literatura como, por exemplo, o de Lupetti e colaboradores [8] os quais utilizando um sistema de analise por inje¢ao em
fluxo com extrato bruto de abacate para determinagdo de dopamina obtiveram uma faixa linear de resposta de 5,2x10” a
5,3x10* mol L' de dopamina com limite de detecg¢do de 1,3x10-° mol L™ e o trabalho de Pravda e colaboradores [9] que
investigaram o desempenho de um biossensor amperométrico preparado a base de pasta de carbono modificada com
tirosinase para a determinacdo de catecolaminas por HPLC, apresentou LOD para dopamina igual a 1 uM, podemos
verificar que o biossensor proposto neste trabalho apresentou um desempenho melhor que os citados acima.

CONCLUSOES

O trabalho relatou a viabilidade em se determinar dopamina a partir de biossensor cujo material enzimatico foi
obtido a partir do extrato vegetal. Alem disso, as principais vantagens como determinagao e rapidez da analise, aliada
ao baixo custo e simplicidade de constru¢do do biossensor, o torna um dispositivo com elevado potencial para a
determinacdo deste neurotransmissor.
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RESUMO: Filmes nanoestruturados formados pelos polieletrolitos cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano
(SiPy*Cl) e ftalocianina tetrassulfonada de cobre (CulsPc) foram produzidos através da técnica eletrostdtica Layer-
by-Layer (LbL). O crescimento das bicamadas foi acompanhado por espectroscopia na regido do UV-Vis a partir
do aumento da absorbdncia da banda Q da fialocianina. Estes filmes foram empregados na determinagdo do H,0,
associado a técnica de amperometria com o objetivo de desenvolver um biossensor para glicose. Os pardmetros
experimentais e voltamétricos foram avaliados e as melhores respostas foram obtidas em meio de tampdo PBS, pH
6,5 e para o filme contendo duas bicamadas. Nestas condigoes, o H,0, apresentou um pico de redugdo bem definido
em -0,37 V (vs. Ag/AgCl). Foram calculados os valores de limites de detec¢do (3,33x107 mol L) e de quantifica¢do
(1,11x10° mol L).

Palavras-chave: Filmes LbL, polieletrolito, detec¢do de H 202.

INTRODUCAO

Os sensores eletroquimicos tém atraido muita atencdo devido a sua alta sensibilidade, versatilidade e baixo
custo. Neste contexto, a utilizagdo de eletrodos modificados com filmes finos possibilita desenvolver superficies
com propriedades e funcdes especificas [1]. Dentre os sensores, os biossensores tém adquirido importancia devido a
possibilidade de avaliagdo de processos sintéticos ou bioldgicos, além do entendimento destes [2]. Assim, a técnica
LbL tem sido cada vez mais empregada na produgdo de biossensores devido a sua alta simplicidade experimental e
baixo custo [3].

O desenvolvimento de um método preciso e confiavel para a determinagdo de peroxido de hidrogénio (H,0,) ¢
importante, pois este desempenha um papel significativo nas indistrias alimenticia, quimica, farmacéutica e bioquimica.
Além disso, a detecgdo de H,O,, gerado pela reacdo catalitica das enzimas oxidases, ¢ a principal ferramenta de
deteccdo em biossensores amperométricos, pois sua concentragdo ¢ diretamente proporcional a concentragdo do
substrato (analito) da enzima.

Neste trabalho, filmes ultrafinos a base de CuTsPc e SiPy*Cl- foram fabricados através da técnica LbL. Os filmes
foram depositados sobre substratos de FTO (vidro modificado com 6xido de estanho dopado com fltior) e caracterizados
por espectroscopia de UV-Vis. O comportamento voltamétrico e as propriedades eletrocataliticas para a redugdo do
H,0O, foram avaliados através das técnicas de voltametria ciclica (VC) e amperometria.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os filmes automontados (SiPy"Cl/CuTsPc) contendo 1 a 10 bicamadas foram fabricados por imersao do substrato
alternadamente, nas solugdes do polication cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*Cl) (5 min) e do
polidnion CuTsPc (5 min). Apds a deposicao de cada camada, os filmes foram lavados em uma solu¢do de lavagem
em pH 8 e secas sob fluxo de ar. O crescimento dos mesmos foi monitorado por espectroscopia na regiao do UV-
Vis (Varian, modelo CARY 50). Medidas de voltametria ciclica e amperométricas foram realizadas em potenciostato
PalmSens® (Palm Instrument BV), utilizando-se eletrodo Ag/AgCl e fio de platina como eletrodo de referéncia e
auxiliar respectivamente. Os filmes automontados contendo diferentes bicamadas (SiPy"Cl/CuPsTc), depositados
sobre FTO foram utilizados como eletrodo de trabalho. Como eletrdlito de suporte foi utilizado o tampao PBS (0,15
molL"). A resposta voltamétrica dos filmes (SiPy*Cl-/CuTsPc) foi estudada em fun¢do do numero de bicamadas e o
pH da solugdo eletrolitica na presenca de 4,76x10*molL"' de H,0,, através da aplicagdo de potencial em um intervalo
entre 0,2 ¢ -0,6 V vs Ag/AgCl e v=50 mVs™'. A partir da escolha do nimero de bicamadas e melhor pH, ensaios por
amperometria entre -0,40 e 0,00 V foram realizados a fim de avaliar em que potencial a redu¢do do perdxido de
hidrogénio ocorria com melhor resposta de corrente. Escolhido o potencial curvas analiticas foram obtidas por meio
de adigdes sucessivas de 50 puL de solugdes estoque recém preparadas com concentra¢do de 1,0x10° molL™"! (na faixa
entre 4,97x10° molL! e 4,76x10~° molL™'). Antes dos experimentos, todas as solugdes foram purgadas com nitrogénio
de alta pureza, por 10 min. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de UV-VIS para o filme (SiPy"Cl/CuPsTc) , mostram as duas bandas da ftalocianina, uma em 620
nm, referente as espécies diméricas e outra em 692 nm, devido as espécies monoméricas. A regido do espectro de
400-800 nm foi escolhida para o monitoramento do crescimento dos filmes, pois o polication ndo absorve nesta faixa
de comprimento de onda [3]. A absorbancia das bandas mais intensas, entre 400 nm e 800 nm, do filme mostrou uma
relagdo linear com o numero de bicamadas, indicando que a quantidade de material adsorvido é o mesmo a cada
bicamada depositada. O H,O, é um dos produtos da reagdo mediada pela enzima glicose oxidase e sua concentracio
¢ diretamente proporcional a concentragdo do substrato (glicose) da enzima. Uma maneira indireta de verificar o
comportamento enzimatico em biossensores amperométricos ¢ determinar a quantidade deste subproduto formado.
Neste sentido, a detec¢do de perdxido de hidrogénio foi realizada, acompanhando sua redugdo. Inicialmente a técnica
de voltametria ciclica foi empregada para confirmar a viabilidade da aplicagdo do eletrodo modificado pela técnica
LbL como sensor eletroquimico. Um estudo comparativo foi realizado entre o filme LbL e os polieletrélitos SiPy*Cl-
e CuTsPc sob a forma de filme casting e com o substrato de FTO (Figura 1). Tanto os filmes como o substrato
apresentaram eletroatividade na redugdo de H,O,. Percebe-se que, para o substrato, o processo de redugdo ocorreu
em potenciais mais negativos (-0,44 V) quando comparado ao filme LbL. O mesmo comportamento ¢ apresentado
pelos filmes casting do polication SiPy"Cl (-0,41 V) e da ftalocianina (-0,39 V). Para o filme (SiPy"CI/CuTsPc),,
obteve-se maiores valores de corrente e menores valores de potencial de reducdo (-0,37 V) em relagdo aos demais
eletrodos. Observou-se ainda que o filme LbL mostrou-se altamente estavel sobre a superficie do substrato, mantendo
sua resposta por mais de cem ciclos de varredura, diferentemente dos filmes contendo somente os polieletrdlitos, os
quais lixiviaram para a solugdo, apos dez sucessivas varreduras.

0 0+ —
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< 40 3 -40- /
— -60- -
FTo -60- — D B!can'adas
-804 — (SIPY"CI/CuTsPC), — g g:camagas
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Figura 1: Voltamogramas ciclicos para o substrato
FTO, filmes casting de CuTsPc e SiPy"Cl e para o
filme automontado (SiPy"Cl/CuTsPc), na presenga de
[H,0,] = 4,76x10* molL"', v = 50 mVs", em tampao
PBS, pH=6,5.

Figura 2: Voltamogramas ciclicos para o filme
(SiPy"CI/CuTsPc) , em tampdo PBS pH = 6,5, v = 50
mVs' e [H,0,] = 4,76x10* molL"".

Afim de verificar a influéncia do nimero de bicamadas na resposta eletrocatalitica frente a H,O, em meio de tampéo
PBS (pH 6,5), voltamogramas ciclos foram obtidos com o eletrodo (SiPy*CI/CuTsPc), . Observou-se que na presenga
do mesmo a uma concentragdo fixa de 4,76x10“ molL"!, um processo catddico ocorreu, bem definido em torno de
-0,37 V. No entanto, para filmes LbL com maior nimero de bicamadas houve decréscimo nos valores de corrente,
fato este que pode ser atribuido a menor facilidade de difusdo das espécies a superficie do eletrodo, dificultando a
eficiéncia do processo de transferéncia de elétrons (Figura 2). Dentre os filmes analisados, aquele contendo duas
bicamadas, foi 0 que apresentou o maior acréscimo de corrente na presenca do H,O,. A dependéncia do pH sobre a
reducdo eletroquimica do H,O, tmbém foi estudada por voltametria ciclica no intervalo de 5,0 até 7,0 na presenca de
4,76x10* molL"' de H,0, em tampao PBS. Verificou-se que com o aumento do pH, a densidade de corrente aumentou
dopH 5,02 6,5, estabilizando em pH 7,0. Assim, o pH 6,5 foi selecionado como pH de trabalho, pois este apresentou
maior definigdo do pico de redugdo. A fim de definir o melhor potencial para a redugdo eletroquimica de H,0, foram
realizados estudos a partir da técnica de amperometria, em potenciais fixos variados na faixa de 0,0 V a -0,40. O filme
exibiu resposta amperométrica para H,O, para todos os potenciais estudados. Enfatiza-se que ¢ preferivel um potencial
menos negativo a fim de evitar ou reduzir a interferéncia causada por algumas espécies eletroativas e fazer os niveis
de ruido de fundo atingir valores mais baixos. Assim, -0,10 V, foi escolhido como o potencial a ser aplicado para as
medidas amperométricas.

Apos a otimizagdo dos pardmetros, curvas analiticas foram obtidas no intervalo de 4,97x10¢ a 4,76x10-° molL!
pelo método de adigdo padrdo, com adi¢des de 50 puL de uma solugdo estoque de concentragdo 1x10° molL" de H,0,.
As curvas mostraram um aumento da corrente de pico com o aumento da concentragdo de H,O,. A Figura 3 mostra
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a resposta amperométrica do eletrodo (SiPy"Cl/CuTsPc),. Na insergdo, observa-se uma dependéncia linear entre as
correntes de redugdo e a concentragdo de H,0O, em solugao.

0,42

0,0 1 ‘ 035
g 028

= o021

0,14

< 021

-0,3

0,14
0,07

0,
00 1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 5,0x10°
[H,0,] (molL™)

0,4

0 150 300 450 600 750 900

t(s)

Figura 3: Resposta amperométrica para H,0, em um eletrodo de (SiPy'Cl/CuTsPc),. Eletrolito: tampao PBS pH 6,5.
Inserida curva de calibrag@o.

Na construgao da curva de trabalho observou-se que os valores de I aumentaram proporcionalmente a concentragao
de H,O,, possibilitando o calculo dos valores de limite de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ), utilizando-se as
relagdes: LD = 3S /S e LQ = 10S, /S, onde S, € o desvio padrdo de dez medidas do branco e S € a inclinagdo da curva

analitica. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros calculados para detec¢do de H,O, em tampao PBS, pH 6,5 sobre superficie do filme (SiPy*Cl/
CuPsTc),, aplicando -0,10 V.

Parametros Pico de reducio
r 0,999
S, (A) 9,69x10*
S (A/mol L) 8,74x103
LD (mol L) 3,33x107
LQ (mol L) 1,11x10¢
CONCLUSOES

O filme (SiPy*Cl/CuTsPc),_ apresentou-se sensivel para a determinagdo de peroxido de hidrogénio, apresentando
um processo de redugdo em torno de -0,40V. Estudos voltamétricos na presenga de H,O, mostraram que o namero de
bicamadas influencia diretamente na resposta eletroquimica, ja que com o aumento de bicamadas houve um decréscimo
no valor de corrente. Tal comportamento pode ser atribuido a um aumento na resistividade do material uma vez que
uma maior quantidade de material é depositada, aumentando a espessura do filme o que dificulta a transferéncia
eletronica. Resultados amperiométricos demonstram que o eletrodo (SiPy*Cl/CuTsPc),, mostrou-se sensivel a detecgdo
de peroxido de hidrogénio apresentando baixos limites de detecgdo e de quantificagdo, quando comparados a literatura,
que apresenta valores em torno de 1uM.
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RESUMO: Neste trabalho apresentamos os resultados obtidos com a utilizagdo do eletrodo de platina modificado com
material misto Argila Laponita/Cobalto Coloidal como sensor de acido ascorbico. O coloide LapCo foi caracterizado
por difratometria de raios X (DRX), espectroscopia eletronica (UV-Vis) e vibracional (FTIR), andlise térmica (TG/
DTA) e as medidas eletroquimicas foram realizadas por Voltametria de Onda Quadrada (SWV) por ser um método
eletroquimico sensivel e seletivo para espécies eletroativas.

Palavras-chave: Sensor Eletroquimico, Argila Laponita, Cobalto Coloidal

INTRODUCAO

Materiais mistos sdo sistemas formados por dois ou mais constituintes que podem ser moléculas, oligdmeros,
agregados e particulas[1]. Entre os potenciais precursores de materiais hibridos estdo as argilas[2], que possuem uma
quimica de intercalagdo bastante rica e os géis inorganicos de metais de transi¢do, que apresentam propriedades de
conducdo ou semi-condug@o[3]. A argila de interesse neste trabalho ¢ a Laponita, uma hectorita sintética exfoliavel
em meio aquoso, resultando em suspensdes estaveis. Esta argila possui formula empirica: Na+0,7[(Si8Mg5,5Li0,3)
020(OH)4]. As propriedades fisicas e quimicas de materiais em escala nanométrica sao de grande interesse e de crescente
importancia para diversas aplicagdes como na Optica, eletronica, catalise, biotecnologia e eletroquimica do estado
solido[4]. Considerando a importancia das interfaces para a eletroquimica, tém sido desenvolvido nanocompositos
visando, entre outras, aplicagdes em eletrodos modificados como sensores amperométricos e potenciométricos. Na area
de eletroquimica demonstra-se que eletrodos quimicamente modificados possuem algumas vantagens sobre eletrodos
convencionais, contribuindo no desenvolvimento de inumeras aplica¢des eletroanaliticas, dentre os quais se incluem
eletrocatalise e sensores eletroquimicos[5-6].

As propriedades dos eletrodos modificados dependem da formacdo e das caracteristicas do filme formado na
superficie do eletrodo. Uma das principais vantagens dos eletrodos quimicamente modificados ¢ a sua capacidade de
catalisar a oxidag@o de algumas espécies que exibem elevado potencial em eletrodos ndo modificados, aumentando
assim sua sensibilidade e seletividade[7]. Neste trabalho descrevemos a capacidade do eletrodo de platina modificada
com a composito Laponita/Cobalto coloidal de mediar a oxidag@o do acido ascorbico. O acido ascorbico, desperta
interesse devido aos efeitos benéficos como vitamina C, além de seu uso como reagente ¢ aditivo em alimentos, para
ser analisada utilizou-se do método de Voltametria de Onda Quadrada. A voltametria de onda quadrada (“SWV —square
wave voltammetry”) ¢ uma técnica voltamétrica de pulso onde a forma do pico de corrente resultante é proveniente
da sobreposi¢do de pulsos de potencial de altura a (amplitude de pulsos), a uma escada de potenciais de largura AEs
(incremento de varredura de potenciais) e duragdo 2¢ (periodo). As medidas de corrente sdo feitas no final dos pulsos
diretos e reversos e o sinal obtido, apos derivacdo, é dado como uma intensidade da corrente resultante, apresentando
excelente sensibilidade e alta rejei¢@o a correntes capacitivas. Para aplicar a (SWV), assim como qualquer outra técnica
eletroanalitica, ¢ sempre importante fazer a otimizagdo dos parametros. A freqiiéncia de aplicagdo dos pulsos ¢ um dos
parametros mais importantes a ser definido, pois determina a sensibilidade do método, além de prover informagdes a
respeito do mecanismo eletronico envolvido no sistema[8].

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
Preparacdo do Material Misto - Laponita/Cobalto Coloidal

A preparagdo da suspensdo coloidal de 6xido-hidroxido de cobalto [CoOOH] foi realizada a partir da solucdo de
acetado do metal em glicerina, em seguida foi lavado ¢ mantido em suspensdo aquosa. A argila foi utilizada na forma de
suspensao coloidal (1%) preparada pela dispersdo do material em agua. Em 250 mL da suspensdo da argila adicionou-
se lentamente e sobre agitagdo 75 mL do gel de cobalto. Deixado sob agitacdo durante 24 horas, em seguida realizou-se
um processo de lavagem para retirar soliiveis em excesso, em paralelo foi monitorado o pH, o qual tende para o valor
~7,0 (pH neutro) e também a condutividade para determinar o nimero de lavagens minimas necessarias para uma boa
limpeza do material misto preparado.
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Teste como sensor

As medidas foram realizadas em um potenciostato da BAS, modelo Cell Stand C3, num arranjo convencional de
trés eletrodos, como eletrodo auxiliar um eletrodo de fio de platina, ¢ eletrodo de referéncia o eletrodo de prata cloreto
de prata (Ag/AgCl), e sendo o eletrodo de trabalho o eletrodo de platina modificado com material misto Lap/Co.

Utilizou-se soluc¢do aquosa de NaOH (0,5 mol L', 15 mL) como eletrdlito suporte. Em todas as medidas foi realizado
a deaeragdo da solucdo de eletrolito suporte com gas nitrogénio. A solugdo de acido ascorbico (A.A., 0,5 mol.L") foi
preparada com agua deionizada. A medida de (SWV) foi realizada adicionando aliquotas da solug@o de AA em fragdes
de 10puL em 10pL até 200puL na solugdo de NaOH, também foi verificado o pH da solu¢éo durante algumas adigdes.
Primeiramente realizou-se testes para a obtengdo dos melhores pardmetros obtendo-se como resultado os melhores
parametros: Incremento de varredura (4Es) 2 mV, Frequencia (f) 100 s' e Amplitude (@) 50 mV, posteriormente
realizou-se as medidas de Voltametria de Onda Quadrada (SWV), e janela de potencial de -550 até 430 mV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O coldide LapCo foi caracterizado por difratometria de raios-X (DRX), espectroscopia eletronica (UV-Vis) e
vibracional (FTIR) e voltametria ciclica (VC). No difratograma de raios-X do coldide Lap/Co observa-se a presenca
de um pico basal (001) em 20 = 9,80°, resultando em um valor de d,, = 9,10 A, diferente do perfil caracteristico
da Laponita de partida. Outros picos estao presentes em 20 (15,5°, 28,9°) que deverdo ser atribuidos para melhor
compreensdo da estrutura do coloide. Destacamos que, os picos de DRX do material misto sdo largos e pouco intensos,
caracteristico de materiais com baixo grau de cristalinidade. Os espectros de FTIR para a amostra de gel de cobalto,
coldide misto e laponita apresentam pico tipico de vibragdo da ligagédo Si—O-Si da argila laponita em 1041,3 cm™. Para
o colodide misto identificou-se duas regides diferentes daquelas encontradas nos espectros de infravermelho da argila.
S&o observadas bandas na regido entre 1200 e 1530 cm’!, indicando a presenga de grupos hidroxila complexados ao
metal. A intera¢do hidroxila-metal (M-OH), neste caso Co-OH, exibe um modo vibracional em torno de 1200 cm™'. O
coldide apresenta também picos intensos na regido entre 2800 ¢ 2900 cm™! devido a deformagdo axial das ligagdes C-H
presentes na molécula de glicerina.

Estudos preliminares de VC (Fig. 1) mostra o comportamento eletroquimico para o coloide com dois pares redox,
sendo que o primeiro situado entre -200 mV e -400 mV (par I), atribuido ao processo Co(III)/Co(II) e -600 mV e -800
mV (par II), atribuido ao processo de intercalagdo/desintercalacdo de H, como sugere a equagio abaixo:

CoOOH +H' + ¢ <> Co(OH),

Figura 1: VC para eletrodo modificado com o material misto (Lap/Co).

Neste trabalho apresentamos os resultados referentes a utilizagdo do coldide misto Lap/Co como modificador do
eletrodo de trabalho, para aplicagdes eletroanaliticas na deteccdo de acido ascorbico (AA). Na Fig. 2 é mostrado a
série de SWV para o eletrodo de platina ndo modificado frente a adigdes sucessivas de acido ascorbico. Percebe-se que
a variacdo de corrente de pico ndo tem uma variagdo muito significativa e varias das medidas estdo sobrepostas. Por
outro lado, quando utilizamos o eletrodo de platina modificado (Fig. 3), o aumento da corrente de pico é proporcional
a concentragdo do analito (curva inset) e coincide com o pico atribuido ao par redox Co(IIT)/Co(II).
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Figura 2: SWV para o eletrodo de platina ndo modificado em meio de NaOH (0,5 mol.L) e adigdes sucessivas de
solugdo de (AA). Frequéncia: 100Hz, Amplitude: 50 mV, Incremento: 2 mV.

Figura 3: SWV para o eletrodo de platina modificado com Lap/Co em meio de NaOH (0,5 mol.L) e adigdes sucessivas
de solugdo de (AA). Frequéncia: 100Hz, Amplitude: 50 mV, Incremento: 2 mV.

CONCLUSOES

Estudos eletroquimicos preliminares demonstram que o col6ide depende da natureza do eletrolito suporte, portanto,
o pico relativo ao processo redox Co'/Co™, ocorre apenas em solugdes alcalinas (NaOH, LiOH,ou KOH). Em presenga
de analitos, como o acido ascorbico, apresentam sensibilidade relativa ao fato da espécie agir diretamente na corrente
de pico do par redox Co"/Co™, indicando assim ser de potencial aplicagdo como sensor amperométrico para espécies
redox.
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RESUMO: Através do emprego de monocamadas auto-organizadas (SAMs, “self-assembled monolayers”) e
processo sol-gel foi realizada a derivatizacdo superficial de um eletrodo de ouro policristalino utilizando o precursor
molecular 3-mercaptopropril-trimetoxisilano (MPTS). A combinacdo dos dois métodos permitiu a criagdo de uma
rede tridimensional de silica gel adequada para a ancoragem de nanoparticulas de ouro (AuNPs). O processo de
modificag¢do proporcionou um ambiente apropriado para a imobilizag¢do de proteina recombinante de Mycobacterium
bovis (AgTB), produzida para o diagnostico de tuberculose bovina, pela detecg¢do de anticorpos (AcTB) em soro
bovino, baseada na interagdo especifica antigeno-anticorpo. O controle das etapas de funcionaliza¢do da superficie
foi realizado investigando o comportamento eletroquimico do par redox [Fe(CN)J7™, utilizando as técnicas
eletroquimicas voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impeddncia eletroquimica (EIE).

Palavras-chave: Imunossensor, nanoparticulas, proteina recombinante, voltametria ciclica, espectroscopia de
impedancia eletroquimica.

INTRODUCAO

A imobilizagdo de biomoléculas, sobre superficies transdutoras, em sua forma estavel e retendo sua atividade
bioldgica, ¢ um dos grande desafios para a construgdo de biossensores.

As SAMs tém se tornado um procedimento de derivatizagdo de superficies bastante popular, principalmente devido
a simplicidade de preparacdo, versatilidade e possibilidade de produzir, em escala molecular, estruturas altamente
ordenadas. Somando-se a essa tecnologia, o método sol-gel é particularmente interessante para preparar redes
tridimensionais adequadas para a imobilizagdo de uma variedade de biomoléculas. A combinagdo dos dois métodos
permite criar uma estrutura de silica gel contendo grupos tidis, adequada para a ancoragem de nanoparticulas de ouro
[1,2].

Adicionalmente, nanoparticulas de ouro podem promover um importante papel na imobiliza¢do de biomoléculas
devido a sua grande area superficial especifica, biocompatibilidade e condutividade [2].

A imunointeragdo de proteinas em solugéo (anticorpo) com suas proteinas complementares (antigeno) imobilizadas
em uma superficie leva a variagdes, por exemplo, no indice de refracdo, na espessura e na constante dielétrica da
camada imobilizada. Tais propriedades podem ser exploradas no desenvolvimento de imunossensores eletroquimicos.
Varios trabalhos tém demostrado que a EIE ¢ uma técnica 1til para caracterizar a formagao de filmes sobre trandutores
metalicos e como método de detecgdo [3].

Desta forma, o presente trabalho investigou a utilizagdo de eletrodo ouro modificado com silica gel e AuNPs para
imobilizagdo de proteina recombinante de M. Bovis no desenvolvimento de imunossensor para detectar anticorpos
contra tuberculose bovina em soros de animais. As etapas de constru¢do do imunossensor foram caracterizadas pelas
técnicas eletroquimicas, VC e EIE, analisando o comportamento eletroquimico do par redox [Fe(CN), ]

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O sol do MPTS e as AuNPs foram preparados como descrito na literatura [2,4]. O eletrodo de ouro limpo foi
imerso no sol do MPTS por 30 minutos, a temperatura ambiente, e enxaguado com etanol e agua deionizada para
remover o MPTS fisicamente adsorvido. Entdo, o eletrodo Au/MPTS foi imerso em suspensao de AuNPs, protegido
da luz, por 5 h a 4°C. Em seguida, o eletrodo Au/MPTS/AuNPs foi enxaguado com agua deionizada e exposto a
solucdo contendo o antigeno AgTB (proteina recombinante de M. bovis) em tampao fosfato salino (PBS) (pH 7,2) por
aproximadamente 15 h a 4°C, visando garantir que todos os sitios ativos de AuNPs fossem ocupados por moléculas
do antigeno. O eletrodo resultante Au/MPTS/AuNPs/AgTB foi enxaguado com PBS para remover as moléculas de
antigeno fracamente adsorvidas e, imediatamente apds, exposto a solugdo de albumina de soro bovino (BSA) por 30
minutos a temperatura ambiente e, em seguida, novamente enxaguado com PBS. Finalmente, o eletrodo foi exposto a
uma solu¢do de soro bovino reconhecidamente positivo ou negativo para tuberculose bovina, diluida em PBS. Apos
30 minutos de reagdo a 37°C, ou seja, condi¢cdes semelhantes ao ensaio ELISA indireto, o eletrodo Au/MPTS/AuNPS/
AgTB/AcTB foi enxaguado com PBS para remover as moléculas ndo ligadas.
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Os experimentos eletroquimicos foram realizados em um potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT128N.
As medidas de VC foram realizadas no intervalo de potencial de -0,3 a 0,7 V vs. Ag/AgCl KCI 3,0 mol L' com
velocidade de 50 mV s’ Para os experimentos de EIE foi aplicada ao eletrodo de trabalho uma onda senoidal com 10
mV de amplitude e um potencial de 220 mV vs. Ag/AgCl KCI 3,0 mol L}, em uma faixa de frequéncia de 0,1 a 10*
Hz, com 10 pontos por década.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Afigura 1 mostra as etapas do processo de construcdo do sensor nanoestruturado. O comportamento eletroquimico do
par redox [Fe(CN), ] foi investigado em cada estagio de modificagdo. Foi observado que cada etapa de modificagio do
eletrodo altera suas propriedades eletroquimicas. Diferencas significativas foram observadas nas etapas de modificacao
com MPTS, AuNPs, AgTB e ap6s a interagao AgTB-AcTB quando comparadas com o eletrodo sem modificagao.

Figura 1: Esquema das etapas do processo de construcao do sensor nanoestruturado [5].

Afigura2.A mostra que o par redox exibiu comportamento reversivel sobre o eletrodo de ouro sem modificagdo (EL).
Ap6s a formagdo da camada de silica gel a cinética de transferéncia de elétrons foi pertubada e a resposta voltamétrica
do [Fe(CN),]?"* diminuiu. Observa-se que houve a diminuigdo dos picos anddico-catédico e um deslocamento nos
potenciais de pico, pois a modificagdo da superficie do eletrodo com a camada de silica gel pode agir como uma
camada de bloqueio para a difusdo da espécie eletroativa até a superficie do eletrodo [1,2]. Apés a automontagem
de AuNPs, a resposta voltamétrica do par redox foi restaurada parcialmente, pois as AuNPs agem como mintusculos
centros de conducgdo, facilitando a transferéncia de elétrons [2]. A imobilizagdo do antigeno AgTB ¢ indicada pela
nova dimuig@o dos picos anddico/catodico e deslocamento nos potenciais de pico. Na presenca de anticopos contra
tuberculose bovina, ocorre novamente dimui¢ao dos picos anddico/catddico e deslocamento nos potenciais de pico,
indicando a interacdo AgTB-AcTB. O comportamento observado pela VC foi confirmado por EIE. Na figura 2.B, os
graficos de Nyquist mostram que a formagdo da camada de silica-gel e a interacdo AgTB-AcTB sdo evidenciadas
pelo aumento da parcela semicirculo do espectro de impedancia, enquanto a automontagem de AuNPs provoca uma
dimunui¢do da resiténcia a transferéncia eletronica, obtendo-se um grafico de Nyquist semelhante ao eletrodo sem
modificagdo. Observa-se claramente que a interagdo AgTB-AcTB pode ser detectada por EIE, que ¢ uma técnica
sensivel a fendmenos interfaciais, visto que a interag@o antigeno-anticorpo ndo envolve a transferéncia de elétrons, que
seria um requisito indispensavel na detec¢do eletroquimica usual.

Figura 2: Voltamogramas ciclicos (A) e graficos de Nyquist (B) obtidos para o eletrodo de ouro em diferentes etapas
do processo de montagem, em solugao 2,5 mmol L' de [Fe(CN),]***em PBS pH 7,2 ¢ KC1 0,1 mol L"'.

A aplicagdo do sensor nanoestruturado como imunossensor resultou na detecg@o especifica de anticorpos contra
tuberculose bovina (AcTB) presentes em soro reconhecidamente positivo utilizando a EIE. A especificidade do
immunossensor foi testada utilizando soro reconhecidamente negativo (auséncia de AcTB). O circuito equivalente
[R(IRW]Q)(RQ)], utilizado para ajustar as curvas experimentais, foi baseado no trabalho de WU, et al. (2009) [3], que
explica separadamente, as propriedades elétricas da camada modificada, C_, e da interface camada modificada/solugao,
C,.. A detecgdo da formagdo de um imunocomplexo entre a proteina recombinante € os anticorpos especificos foi
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indicada pela varia¢do ou ndo (soro negativo) do parametro de avaliagdo do imunossensor, a resisténcia a transferéncia
eletronica, R .A R ¢é a soma da resisténcia relatada para a interface eletrodo modificado/solugdo, R, e a resisténcia
relatada para a camada modificada, R . Na figura 3 € evidenciada a formagdo da ligagdo antigeno-anticorpo, na presenca
de soro positivo para tuberculose bovina, pelo aumento de R , que aumentou de 12 k€ para 18 k€. A utilizacdo de
soro negativo praticamente ndo alterou a R , indicando que o imunossensor desenvolvido apresente especificidade para
tuberculose bovina.

Figura 3: Graficos de Nyquist obtidos ap6s aplicagdo do imunossensor para analise de soros reconhecidamente
positivo ou negativo para tuberculose bovina , em solugdo 2,5 mmol L' de [Fe(CN),]***em PBS pH 7,2 e KC1 0,1 mol
L. No detalhe a representagdo do circuito elétrico equivalente.

CONCLUSOES

As medidas de VC e EIE demostraram que a rede de silica gel formou uma camada de bloqueio sobre a superficie do
eletrodo de ouro ¢ as AuNPs exerceram um importante papel na transferéncia de elétrons. A EIE mostrou-se adequada
para acompanhar as etapas de modificacdo e também como método de detecgdo da reagdo antigeno-anticorpo. Além
disso, os resultados indicaram que a atividade bioldgica das proteinas recombinantes foi mantida, caracteristica
essencial para a imunodetec¢do. Assim, demonstrou-se que o imunossensor construido apresenta potencial para
aplicagdes futuras em diagnostico laboratorial de tuberculose bovina. A metodologia proposta pode ser estendida para
a imobilizacdo de outras biomoléculas, proporcionando assim uma plataforma promissora para o desenvolvimento de
diversos imunossensores.
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RESUMO: Neste trabalho foi preparado um material hibrido adsorvente organicamente modificado com NI-[3-
(trimetoxisilano)propil]dietilenotriamina e impresso ionicamente com Cu(ll). O material hibrido foi investigado
usando um eletrodo de pasta de carbono por Voltametria de Redissolu¢do Anodica de Pulso Diferencial (DPASYV). Em
DPASY a resposta linear para o cobre(Il) foi observado no intervalo de concentragdo de 6,0 x 10 - 5,4 x 107 mmol. L™
(R =0,999; n = 9), tempo de pré-concentragio (Tp C) de 1800 s no potencial de reducdo (Ere d) de -0,51 Vvs. ECSev
=20 mV.s!, com limite de detec¢do de 1,82 x 107 mmol.L". DPASV foi utilizado para determinagdo de cobre (II) em
amostras de agua da torneira e os resultados foram comparados com os dados de espectrometria de absor¢do atomica
em chama (FAAS), de acordo com uma avaliagdo estatistica do nivel de 95%, usando t-teste. Andlises das amostras
mostraram valores entre 274,74 a 28,42 ng.L™.

Palavras-chave: cobre(ll), silica, pulso diferencial, pasta carbono, dgua de torneira.

INTRODUCAO

Polimeros impressos quimicamente sdo materiais sintéticos que possuem sitios de reconhecimento quimico, com
acdo semelhante a interagdo antigeno-anticorpo. De fato, o conceito de impressdo quimica foi desenvolvido a partir
da teoria de Linus Pauling sobre a formagdo de anticorpos, a partir da qual os trabalhos pioneiros de Wulff e Sarhan
[1] e Nishide [2] na década de 1970 estabeleceram os conceitos atualmente conhecidos como polimeros impressos
molecularmente e polimeros impressos ionicamente, respectivamente. A sintese do material consiste basicamente em
uma reagdo de polimerizacdo, na qual um template é utilizado para orientar a formacao de uma estrutura tridimensional
a partir dos mondémeros. Com a remogao do template, a estrutura tridimensional formada é responsavel pela capacidade
de reconhecimento do template especifico em uma mistura de compostos quimicos com estruturas e fungdes quimicas
semelhantes [3].

Atualmente, o método de impressdo quimica em superficies de suportes solidos tem sido amplamente estudado,
pois além de apresentar maior seletividade, os sitios de reconhecimento sdo mais acessiveis e a transferéncia de massa
¢ mais rapida, o que favorece a interagdo com o template. [5]

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo a sintese de um polimero impresso com ions, constituido
de uma estrutura de silica funcionalizado com grupos dietilenotriamina, utilizando como template os ions Cu(Il). E
proposta a aplicagdo do material sintetizado no preparo de eletrodos de pasta de carbono para a quantificagdo de ions
Cu(II) em amostras de aguas de torneira, empregando-se a técnica de voltametria de redissolug@o anodica. A escolha
dos ions Cu(II) se justifica pela sua importancia em sistemas bioldgicos, ambientais e monitoramento de processos em
aguas naturais e residuais.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O material hibrido a base de silica foi sintetizado com o precursor organico (MeO),Si(CH,),NH(CH,),NH, na propor¢ao
1:6,6 (SiO,/precursor; mmol) em meio alcodlico, numa reagdo tipo template. Foram necessarias trés etapas para a
sintese do material hibrido, conforme mostra a Esquema 1.

Etapa 1: Ativacao da silica gel;

Etapa 2: Complexacdo de ions Cu(Il)

Etapa 3: Cu(Il) - N1-[3-(trimetoxisilano)propil]dietilenotriamina impresso ionicamente

HA
o CH,—CH CH
Etanol Absoluto 0\ 7V )
OH + [(Me0)38i(CH2)3NH(CHZ)ZNH(CHZ)ZNHZ]ZQJZ* » 0—SCh, CHCH M M—Ch,
1. Refluxo 24hs . /
o 2. Remogdo Cu? emHCI 1M
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O eletrodo de trabalho material hibrido SiO,/Sidien foi preparado pela mistura mecénica de grafite e do material
obtido, conforme a Tabela 1. Em seguida, 22,0 mg desta mistura foram misturadas com 2uL de Nujol e acondicionados
numa cavidade de um tubo de vidro com profundidade de 0,10 cm, que possui internamente um disco de platina de 5
mm de didmetro em contato elétrico com um fio de cobre.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O material SiO,/Sidien foi caracterizado por diversas técnicas espectroscopicas, confirmando a formagdo de um
material hibrido. Dados do material hibrido SiO,/Sidien: I.V.: 5(Si-O) 470 cm'; v (Si-O-Si) 1100 cm™; (Si-OH) 3448
cm; PC RMN: C, 10,0 ppm; C, 17,0 ppm; C, 22,0 ppm; *Si RMN: -99,0 ppm (Q%); -59,0 ppm (T?); -68,0 ppm (T°);
-108,0 ppm (Q*). Estes resultados confirmam a imobilizagdo do grupo orginico na rede de silica no material hibrido.

Na Tabela 1 estdo reunidos os pardmetros otimizados das condigdes de trabalho na determinacdo de ions Cu(Il) nas
medidas voltamétricas de redissolugdo anddica.

Tabela 1. Otimizacido dos parimetros na determinacio de cobre(Il) usando eletrodo de pasta de carbono

SiO_/Sidien.
Parametros Dados Otimizados
Velocidade de varredura e Amplitude pulso 20 mVs'! e 50 mV
Potencial de pré-concentraciio -0,51 V vs. ECS

Figura la: 600 s
Figura 1b: 1800 s
Tempo de equilibrio 5s
Potencial inicial e final -0,8Va08V
Propor¢do 1:1 (m/m; material/grafite) e
6leo mineral (Nujol)

Tempo de pré-concentracio

Composi¢iao do eletrodo

Eletrolito suporte e pH Solugdo Tampao Sorensen 0,5 mol L' e pH 5,28

A Figura 1 apresenta os voltamogramas por VRAPD na presenga de diferentes concentragdes de ions Cu(Il) em dois
tempo de pré-concentragdo, (a) t,=600e¢ (b) t.=1800s.

Figura 1. VRAPD o eletrodo de SiO,/Sidien na presenga de diferentes concentragdes de ions Cu(Il): a) t.=600se b)
t.=1800s. Desvio Padrdo em triplicata.

Na presenga de ions cobre em solugdo, em concentragdes inferiores a 0,6 umol.L!, observa-se os picos (ia) e (ib),
que estdo relacionados a quelagdo dos ions metalicos Cu(II) com o grupo trietilenodiamina do eletrodo. Acima desta
concentragdo observa-se o surgimento de um segundo pico (iia) e (iib) que podem ser atribuidos ao processo de
oxidagdo do Cu(0) adsorvidos na superficie do material. Na Figura la, no intervalo de concentragdo de 4,0 a 20,0
umol.L! o limite de detecgdo (L.D.) foi de 1,35 x 10! umol.L! e no intervalo de 39,8 a 157,0 umol.L"! foi de 1,78 x
10! umol.L!. Na Figura 1b, no intervalo de concentragéo de 0,6 a 5,4 umol.L"!' o L.D. foi de 1,82.10* umol.L"!. Através
destes resultados percebe-se que o t . ¢uma variavel a ser considerada, dependendo do intervalo de concentragdo dos
ions Cu(Il).

A VRAPD foi utilizada para a determinacdo de ions Cu(Il) em amostras de aguas de torneira (ICEx — Laboratorio
LABq — Unifal-MG) e os resultados obtidos foram comparados com os dados obtidos por FAAS, de acordo com a
avaliag@o estatistica a um nivel de confianca de 95% (Tabela 2).
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Tabela 2. Analise das amostras de dgua da torneira utilizando a VRAPD e a FAAS.

. (Cu(Il)/pg L )P4 Erro Relativo®(%)
Amostra VRAPD FAAS

A 197,25 £0,75 197,37 £2,45 -0,06

A, 274,74 £2,03 275,45 +£0,56 -0,25

B, 37,36 £0,40 38,33 £1,06 2,53

B, 53,27 £2,36 54,63 +2.92 -2,48

B 28,42 £0,50 28,33 +0,56 -0,31
“(A,)t,=600se(B, )t =1800s
n=3

°FAAS vs. VRAPD (FAAS — VRAPD/FAAS) x 100%
4t =230 (P=0,05com 8 graus de liberdade, Stat t = 0,008)

critico

Os resultados obtidos mostraram boa concordancia entre a VRAPD e FAAS. A legislacdo brasileira permite o
maximo de 2,0 mg.L"! de cobre na agua potavel. [6]

CONCLUSOES

O eletrodo de pasta de carbono do material SiO,/Sidien pode ser empregado na preparacdo de sensores eletroquimicos
para a determinacao de ions Cu(Il) presente em meio aquoso com diferentes tempos de pré-concentragdo, empregando-
se a VRAPD . Os resultados encontrados confirmam que ndo existem diferencas significativas entre os resultados
obtidos pelos dois métodos, VRAPD e FAAS.
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O EFEITO DO pH NA ELETROOXIDACAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS USANDO ELETRODOS DE DNDB
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RESUMO: A resposta eletroquimica de filmes de diamante nanocristalino dopado com boro (DNDB) foi investigada
em a oxidagdo de 1 mmol L-1 de fenol, 4-clorofenol e 4-nitrofenol. Os filmes foram crescidos sobre substrato de silicio
usando a técnica de filamento quente com uma mistura gasosa contendo CH4/H2/Ar. Na superficie do filme DNDB foi
realizado um preé-tratamento por polariza¢do anddica seguido por polarizagdo catodica antes de cada medida a fim
de manter a superficie do eletrodo ativa e sem adsorg¢do de produtos provenientes da oxidacdo. Foram utilizados dois
meios com diferentes pH: NaOH e H2SO4. A eletrooxidagdo de todos os compostos ocorreu em ambos os meios, sendo
que os valores dos potencias do pico de oxidacdo foram menores em NaOH do que H2SO4. Além disso, os valores da
corrente de oxidag¢do dos compostos também foram maiores NaOH, exceto para o 4-nitrofenol, o que precisa ainda
ser melhor esclarecido.

Palavras-chave: diamante, nanocristalino, dopagem, compostos fenolicos, eletrooxidacdo

INTRODUCAO

Os compostos fenolicos sdo poluentes comumente descartados em efluentes de diversas industrias do setor
quimico. Os fenois constituem um grupo amplo de poluentes organicos devido a sua baixa degradacdo, bioacumulacdo
e toxicidade [1]. Neste contexto, os sensores eletroquimicos também podem atender a necessidade de analise continua
e em tempo real para substituir as técnicas analiticas empregadas nas industrias com um custo bem menor. Entretanto,
quando o eletrodo de diamante é usado como sensor, a adi¢do de compostos fenodlicos pode inativar a sua superficie,
devido a adsor¢do de um filme polimérico. Neste caso, a superficie do eletrodo pode ser restaurada a sua atividade
inicial, por uma polarizacdo anddica (PA), seguida por uma polarizacdo catédica (PC) no mesmo eletrdlito e na
mesma regido de potencial de decomposig@o da dgua [2]. Além disso, a desativag@o da superficie do eletrodo também
pode estar relacionada com o pH do eletrolito utilizado [3]. Deste modo, neste trabalho sera apresentado um estudo
preliminar da caracterizagdo eletroquimica do eletrodo de diamante nanocristalino dopado com boro (DNDB) ¢ do seu
comportamento na eletrooxidagdo do fenol, 4-clorofenol e 4-nitrofenol num meio acido e basico.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os filmes de DNDB foram obtidos num reator de filamento quente usando os seguintes pardmetros de crescimento:
900K, 6,7 KPa, 6 hs de deposigdo e uma mistura gasosa contendo CH,/H,/Ar com fluxo de 1/19/80 scem (“standard
cubic centimeter per minute”). O dopante boro foi obtido pela passagem do gés hidrogénio num reservatério contendo
B,0, dissolvido em metanol. O nivel de dopagem corresponde a 10* cm™ atoms B/C, calculado a partir das anélises
de Mott-Schottky plot. Os filmes de DNDB foram depositados sobre substratos de silicio (100) com uma area de 1x1
cm? preparados previamente num banho de ultrassom contendo uma solugdo de p6 de diamante de 0,25 mm e hexano
por 1 h. A morfologia e a estrutura dos filmes foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) usando
um equipamento modelo JEOL JSM-5310 e por espectroscopia de espalhamento micro-Raman (sistema microscopico
Renishaw 2000) usando 1=514.5 nm numa faixa espectral de 300 a 3500 cm™'. As medidas eletroquimicas foram feitas
usando um equipamento Autolab PGSTAT 302 com os eletrodos de diamante, platina e Ag/AgCl como eletrodos de
trabalho, contra-eletrodo e de referéncia, respectivamente. Os eletrolitos de suporte utilizados foram H,SO,e NaOH na
concentragdo de 0,5 mol L' cada e 4-clorofenol, 4-nitrofenol e fenol na concentragdo de 1 mmol L' cada. A superficie
dos eletrodos de DNDB foram tratadas, antes de cada medida, por PA (2.8V vs. Ag/AgCl) durante 10s seguida pela PC
(- 2.8V vs. Ag/AgCl) por 10s.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A imagem da superficie do filme de DNDB e seu respectivo espectro Raman sdo mostrados na Fig.1(a,b). A
morfologia deste filme é bem suave, homogénea e com a presenga de pequenos aglomerados de graos nanocristalinos.
Este tipo de filme tem uma grande quantidade de carbono sp? presente nos contornos dos graos e que foi confirmado
pela analise do espectro Raman. No espectro Raman ¢ possivel identificar oito modos vibracionais. O pico do diamante
esta um pouco deslocado para um comprimento de onda menor (1300 cm™) devido as impurezas formadas em filmes
altamente dopados. As bandas D (1350 cm™) e G (1550 cm™!) estéo relacionadas com a grande presenca do carbono sp?
neste filme, confirmada também pelo espectro de segunda ordem (~ 2700 cm™). Também ¢é bem nitido neste espectro
um ombro em 1150 cm™ e um pico em 1490 cm! referente ao transpoliacetileno (TPA) existente nos contornos dos
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graos de diamante nanocristalino da superficie. As bandas em 500 e 1220 cm™ sdo assunto de debate, mas basicamente
estdo associadas a incorporacdo de boro na rede cristalina do filme de diamante. A presenca da banda em 500 cm™! é
atribuida ao aumento da concentragdo dos pares de boro e a banda centrada em 1220 cm™ ¢ atribuida a interferéncia
Fano entre o estado discreto do fonon e o estado continuo eletronico [4].
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Figura 1: Imagem MEV e Espectro Raman do filme de DNDB, respectivamente.

Na Figs.2(a,b) sdo mostrados os voltamogramas ciclicos da eletrooxidagdo dos compostos fendlicos nos meios
acido e basico, respectivamente. Os potenciais de pico de oxidagdo do 4-clorofenol, fenol e 4-nitrofenol numa
velocidade de varredura de 50 mV.s™' foram 1,16, 1,22 ¢ 1,52 V vs. Ag/AgClem H,SO, ¢; 0,56, 0,57 € -0,08 V vs. Ag/
AgCl em NaOH. Estes resultados mostraram que € possivel a eletrooxidagdo dos compostos fendlicos no eletrodo
de DNDB independente do meio utilizado, sendo que os valores do potencial de pico de oxidagdo dos compostos
fenolicos em NaOH sdo bem menores do que em H,SO,. Além disso, os valores de corrente dos picos de oxidagdo
do 4-clorofenol e do fenol sio maiores em NaOH do que em H,SO,. Com relagdo ao 4-nitrofenol, mais analises € um
melhor conhecimento do seu mecanismo de oxidagdo precisam ser feitas para entender seu comportamento em relagdo
aos valores de corrente de oxidagdo nestes meios estudados.

Figura 2: Curvas de VC dos compostos fenolicos em (a) H2SO4 e (b) NaOH usando o eletrodo DNDB (v=50 mV.s™).

As Figs.3 mostram os graficos contendo informagdes sobre os potenciais do pico de oxidagdo dos compostos
fenolicos e da corrente de pico de oxidagdo em funcdo de diferentes valores da raiz quadrada da velocidades de varredura
(g”).Tanto o potencial como a corrente de pico de oxidagdo dos trés compostos, nos dois meios, variaram com a
velocidade de varredura. A corrente de pico variou linearmente em funggo da g”, mostrando um comportamento quase-
reversivel destes eletrodos. Estes resultados justificam continuar as investigacdes usando diferentes concentragdes dos
compostos fendlicos em meio basico para uma futura aplicabilidade dos eletrodos de DNDB como nanosensores.
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Figura 3: Graficos do potencial e corrente de pico de oxidagdo em fung@o da raiz quadrada da velocidade de varredura
em H2S0O4 e NaOH usando o eletrodo DNDB.
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RESUMO: O presente trabalho propde o desenvolvimento de um sensor eletroquimico baseado na modifica¢do
do eletrodo de ouro com um peptideo derivado da proteina prion, acrescido quimicamente de um grupo sulfidrila
(H-CVNITKQHTVTTTI-NH,), para a determinagdo de Cu(ll) empregando a voltametria de pulso diferencial. Foram
otimizados os pardmetros voltamétricos e as condi¢bes experimentais: tempo de imobiliza¢do do peptideo, tempo de
acumulagdo do Cu(ll), eletrolito suporte e pH ,amplitude de pulso e velocidade de varredura. A curva analitica, obtida
pelo método de adicdo de padrdo, apresentou a equagdo IpC (ud) = 0,83 + 1,0x 10° [Cu(I])] (v = 0,999) e linearidade
entre 5,0 x 107 a 6,5 x 10° mol L', com limite de detec¢do 7,1 x 10° mol L e limite de quantificagdo 2,4 x 10 mol L.
Estes resultados mostram que o sensor eletroquimico desenvolvido poderd ser utilizado na detecg¢do e quantificacdo
de Cu(ll) em diversas matrizes.

Palavras-chave: Peptideo derivado da proteina prion, Eletrodo de ouro, Voltametria de pulso diferencial, Cu(Il)

INTRODUCAO

Os metais toxicos sdo absorvidos pelas plantas através do solo e do ar, sdo ingeridos pelos animais e entram na
alimentag¢@o humana por meio do consumo de carnes, leite, verduras e frutas, causando sérios problemas a satde [1,2].
Além disso, estudos toxicoldgicos também demonstraram que até mesmo os ions metalicos ditos essenciais para os
processos biologicos podem ser toxicos quando estes estdo em concentragdes elevadas. Por exemplo: o cobre é um ion
metalico essencial, com uma dose diaria recomendada de 2 a 3 mg; no entanto, em concentragdes elevadas este ion
poderé ser pré-oxidante e portanto toxico [3]. Consequentemente, as metodologias para monitorar as concentragdes
dos metais tornam-se importantes meios de avaliar os niveis de toxicidade.

Atualmente, a determinag@o de ions metalicos ¢ feita rotineiramente utilizando-se as técnicas de espectroscopia de
absor¢do atdmica (AAS) e de espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). As metodologias
analiticas baseadas nestas técnicas possibilitam medidas precisas e exatas da concentrag@o total dos ions metalicos.
Além disso, na técnica de ICP-MS, a concentragao de diferentes metais é medida em uma tinica analise [4,5]. Entretanto,
as principais desvantagens dessas técnicas sdo o alto custo para a aquisi¢do e manutencdo dos equipamentos ¢ o fato
delas serem de grande porte, ou seja, para uso em laboratdrio e dificeis de serem adaptadas ao campo. Os eletrodos
modificados sdo uma solu¢do possivel para atender a necessidade de medidas analiticas no campo, tdo importantes
para a aplicagdo em agricultura; pois, além de serem portateis, possuem a capacidade de fornecer uma estimativa da
biodisponibilidade dos fons metalicos, ao contrario das técnicas de AAS e ICP-MS que determinam a concentragido
total dos metais [6,7].

Os peptideos sdo excelentes elementos biologicos de reconhecimento para o desenvolvimento de eletrodos
modificados para a determinagdo de metais, uma vez que eles possuem uma variedade de atomos doadores de
elétrons, situados no esqueleto peptidico e nas cadeias laterais dos residuos de aminoacidos, que podem ligar-se
seletivamente aos ions metalicos [8,9]. Estudos recentes mostraram que o peptideo VNITKQHTVTTTT faz parte do
sitio de reconhecimento a Cu(Il) do prion e esta envolvido em seu mecanismo de infectividade [10]. Por meio de uma
modificagdo quimica simples, é possivel adicionar um grupamento sulfidrila a esta cadeia peptidica e construir uma
camada automontada sobre uma superficie metalica como o ouro (Au). Este material nanoestruturado com afinidade e
seletividade para o Cu(II) podera ser entdo um prototipo de um sensor e ser utilizado para determinar esse ion metalico
em diversas matrizes, por exemplo, as alimentares e ambientais. E surpreendente que poucos estudos tenham sido
conduzidos até o momento para o desenvolvimento de eletrodos sélidos modificados baseados em peptideos para
a determinagdo de metais. Neste contexto o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um sensor
eletroquimico baseado na modificagdo do eletrodo de Au com um analogo de um peptideo oriundo do prion, acrescido
quimicamente de um grupo sulfidrila (H-CVNITKQHTVTTTT-NH,), para a determinagdo de Cu(II) empregando a
voltametria de pulso diferencial (DPV).
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O peptideo H-CVNITKQHTVTTTT-NH, foi obtido pelo método de sintese em fase solida e purificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa utilizando-se o cromatografo liquido LC-10 (Shimadzu) e uma
coluna semipreparativa (Zorbax Agilen, 250 x 10 mm, Spum). As fragdes cromatograficas atribuidas ao peptideo foram
verificadas por espectrometria de massa em modalidade MALDI-ToF, utilizando-se o espectrometro de massa Ultraflex
IIT (Bruker Daltonics). A solu¢do aquosa do peptideo foi padronizada utilizando o espectrofotometro UV-mini 1240
(Shimadzu) e o método de Murphy e Kies [11]. As medidas voltamétricas foram realizadas em triplicata, utilizando-
se o analisador voltamétrico 797 VA Computrace (Metrohm) e uma célula eletroquimica composta pelos eletrodos:
Au (® 2mm) (trabalho), Ag/AgCl (referéncia) e platina (auxiliar). Foi utilizada solugdo padrdo de cobre 1000 mg L
(Fluka). Para a limpeza e ativa¢do do eletrodo de Au, foi utilizado o tratamento quimico com uma solu¢do “piranha”
(3H,SO,:1H,0,), em seguida um tratamento eletroquimico, em H,SO, 1 mol L, por 10 ciclos no intervalo de potencial
de -0,3 V (potencial inicial, E,) e 1,50 V (potencial de inversdo, E ) e velocidade de varredura (v) =100 mV s™'. Apos
a limpeza e ativagdo, o eletrodo foi transferido para uma célula eletroquimica contendo 1,0 x 10 mol L' do peptideo
derivado da proteina prion em tampao fosfato, sem agitacdo. A acumulagdo do Cu(Il), no eletrodo modificado, foi
realizada em 10 mL de tampao fosfato, sob agitacdo. A regeneragdo do eletrodo modificado foi realizada em solucao
de acido perclorico 1,0 x 10" mol L', durante 30 s, e potencial de 0,5 V, sob agita¢do. Primeiramente foram otimizados
os parametros voltamétricos e condi¢gdes experimentais: tempo de imobilizacdo do peptideo, tempo de acumulacao
do Cu(Il), eletrdlito suporte e pH, amplitude de pulso e velocidade de varredura. Posteriormente, foi obtida a curva
analitica, pelo método da adi¢@o de padrao, para o Cu(Il).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros voltamétricos e as condi¢des experimentais otimizadas, em ensaios prévios, para a determinagao de
ions Cu(Il) utilizando a DPV ¢ o eletrodo de ouro modificado com o peptideo derivado da proteina prion sdo mostrados
na Tabela 1. O estudo da repetibilidade de resposta do eletrodo de ouro modificado para a quantificacdo de Cu(Il)
apresentou RSD de 3,2% (n=10).

Tabela 1. Parametros voltamétricos e condi¢des experimentais otimizadas para a determinagdo de Cu(II) utilizando-se
a DPV e o eletrodo de ouro modificado com o peptideo derivado da proteina prion.

Parametros
imobilizagdo do peptideo / min 15 min
ac do Cu(Il) / § 60
Eletrolito suporte ¢ pH Tampao fosfato pH 7,0
Amplitude de pulso / mV 50
v/mVs' 50

Nos voltamogramas de pulso diferencial (Fig. 1) obtidos para o Cu(Il), em tampao fosfato pH 7,0, observa-se um
sinal em 0,20 V, correspondente a sua redugdo no eletrodo de ouro modificado com o peptideo da proteina prion. Este
sinal pode ser utilizado na detecgdo e quantificagdo de Cu(Il) em diferentes matrizes.
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Figura 1: Voltamogramas de pulso diferencial em 10 mL de tampao fosfato pH 7,0 com adi¢des sucessivas de solucao
padrdo de Cu(II) 1,0 x 10° mol L. E, = 0,60 V; E, = -0,10 V, amplitude de pulso = 50 mV, v = 50 mV s, Eletrodo de
trabalho: Eletrodo de ouro modificado com o peptideo derivado da proteina prion, Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl (3
mol L),

A curva analitica apresentou a equagao Ipc (nA)=0,83 + 1,0 x 106 [Cu(ID)] (r=0,999) ¢ linearidade entre 5,0 x 107 a 6,5
x 10 mol L' com limite de detec¢do 7,1 x 10 mol L™ e limite de quantificagéo 2,4 x 10 mol L*, calculados a partir
de: LD = 3Sb/b; LQ = 10Sb/b, onde Sb ¢ o desvio padrao das medidas do branco e b a inclinagdo da curva analitica.
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CONCLUSOES

O método voltamétrico desenvolvido para a determinag@o de Cu(Il), utilizando o eletrodo de ouro modificado com o
peptideo derivado da proteina prion, acrescido quimicamente de um grupo sulfidrila (H-CVNITKQHTVTTTT-NH,),
e a DPV, apresentou boa sensibilidade e repetibilidade e baixos limites de detecc¢do e quantificago, possibilitando a
sua aplicacdo em diversas matrizes quanto a deteccdo e quantificagdo de Cu(Il). As proximas etapas desse estudo sdo:
caracterizagdo da superficie do eletrodo de ouro modificado com o peptideo H-CVNITKQHTVTTTT-NH, utilizando
a microscopia de forca atdmica; determinagdo do ion metalico Cu(Il) em amostras hipotéticas utilizando o sensor
desenvolvido; avaliagdo do desempenho do sensor de peptideo para a determinagdo dos ions Cu(Il) em cultivares de
café da embrapa.
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RESUMO: Descreve-se a construgdo de um biossensor amperométrico para a detec¢do de antibidticos derivados
da penicilina, empregando pasta de carbono funcionalizada com carbodiimida, na qual a enzima penicilinase
(B-lactamase) foi covalentemente ligada. A preparagdo da pasta assim como as condigoes de andlise foram otimizadas
em relagdo a quantidade de enzima, mediador de elétrons, eletrolito, pH e potencial aplicado. Os resultados obtidos
demonstraram que o biossensor proposto mostra-se promissor na detec¢do dessa classe de antibioticos propostos.
Palavras-chave: biossensores, antibioticos, leite, penicilinase.

INTRODUCAO

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou em 2002, a Instrugdo Normativa 51 (IN
51) que estabelece padrdes de qualidade para produtos lacteos processados no Brasil. Além da IN 51, o Programa
Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNQL) foi criado para que a populagdo possa consumir produtos
lacteos mais nutritivos, saborosos, seguros ¢ também para favorecer situagdes em que o rendimento dos produtores
seja aumentado [1]. Os pardmetros determinados pelo MAPA para que o leite seja considerado de boa qualidade
sdo: Contagem Bacteriana Total (CBT), Contagem de Células Somaticas (CCS), teores de gordura, lactose, proteina,
solidos totais, solidos desengordurados e pesquisa de residuos de antibidticos. Dentre os parametros supracitados, a
alta Contagem de Células Somaticas (CCS) pode ser um indicador de que a vaca esteja com uma doenga conhecida
como Mastite ou Mamite. A doenga ¢ caracterizada por um processo inflamatério da glandula mamaria, causada
principalmente por bactérias e fungos, podendo também ser decorrente de problemas traumaticos, metabolicos,
fisiologicos e alérgicos. A Mastite pode manifestar-se de duas diferentes formas: a clinica e a subclinica. No caso da
Mastite clinica, o ibere da vaca apresenta-se inchado, avermelhado e quente. A composigdo do leite é alterada, com
a presen¢a de grumos, pus ¢ sangue. Quando a vaca esta com a Mastite subclinica, o leite e o Uibere ndo apresentam
alteragdes visiveis, sendo necessario realizar a analise do leite para a detecgdo [2]. Para o tratamento da Mastite sdo
usados medicamentos antimicrobianos (antibidticos) o que implica em um importante fator a ser controlado para
a produgdo de leite com qualidade. Quando se aplica um medicamento antibidtico em uma vaca, o leite por esta
produzido passa a conter residuos do medicamento durante um determinado tempo. Enquanto existir residuos de
antibidtico no leite, este ndo deve ser aproveitado ou comercializado. O leite com residuos de antibidticos pode causar
alergia em quem o beber; desenvolver resisténcia em bactérias causadoras de doengas e prejudicar o crescimento dos
fermentos usados na fabricaggo de queijos e iogurtes, trazendo prejuizos a industria e ao produtor. Devido aos prejuizos
provocados a produgdo e aos riscos oferecidos para a satide do consumidor, as indistrias de lacticinios realizam um
rigoroso controle durante a captagdo de leite para evitar seu uso com residuos de antibidticos. Para este controle
sdo empregados kits analiticos, que apesar de oferecerem um procedimento de analise simples, apresentam como
desvantagens, longo tempo de espera para a obteng@o dos resultados.

Na busca pela otimiza¢do do procedimento de analise de residuos de antibidticos no leite cru, é proposto o
desenvolvimento de um biossensor capaz de detectar penicilinas comumente utilizadas por produtores para o tratamento
de rebanhos com mastite. A benzilpenicilina também conhecida como Penicilina G (Figura 1), foi a substancia adotada
para o desenvolvimento desta pesquisa.

Figura 1: Estrutura da benzilpenicilina (Penicilina G)

(0]

Na constru¢do do biossensor serd empregada a enzima penicilinase, também conhecida como B-lactamase, cujo
ciclo catalitico baseia-se no ataque ao anel B-lactamico da Penicilina G, formando o acido penicilinoico, segundo a
sequéncia de rea¢des mostrada na Figura 2 [3].
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Figura 2: Mecanismo de acdo da enzima penicilinase sobre uma penicilina.
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Imobiliza¢do da enzima B-lactamase por ligacio covalente em grafite funcionalizado com carbodiimida.

Para isto, foi seguido o procedimento descrito por Sotomayor et al [4]. Misturou-se 100 mg de p6 de grafite com 1,1
mg de met-p-toluenesulfonato de N-Ciclohexil-N"-(2-morfolinoetil)carbodiimida (CDI) e 300 puL de solugdo tampao
acetato 0,05 mol L' (pH 4,8) mantendo-se a mistura sob agita¢do durante 2 horas e 25 °C. A seguir a mistura foi lavada
com agua destilada e deixada secar por 4 horas a temperatura ambiente. A imobilizacdo da enzima foi realizada pela
mistura de 100 mg de grafite previamente ativado com CDI, 20 U de penicilinase (Sigma) dissolvida em solugao
tampdo fosfato, 325 pL de solugdo tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) e 30 mg de mediador de elétrons. A mistura foi
deixada reagir por 16 horas a 4 °C, para permitir que a reagdo procede-se. Apos este tempo foi obtido um material seco,
pronto para ser misturado com 40 pL de 6leo mineral (Nujol®) para obtengdo da pasta de carbono, a qual foi colocada
na extremidade de um tubo de vidro de 4 mm de didmetro interno ¢ 1 mm de profundidade, para obter o respectivo
biossensor.

Nestetrabalho, foram avaliados os mediadores; bis(ciclo-pentadienil)ferroceno (ferroceno), tetracianoquinodimetano
(TCNQ) e ftalocianina de cobalto (CoPc).

Pastas de carbono contendo grafite funcionalizado com CDI sem enzima e sem mediador, também foram preparadas
para efeitos de comparagao.

Medidas eletroquimicas.

As medidas eletroquimicas foram realizadas com o auxilio de um potenciostato Palm—Sense® da Palm
Instruments BV (Holanda) utilizando—se cela eletroquimica convencional de trés eletrodos empregando como
eletrodo de referéncia o de AglAgCLKCI , um anel de Pt como eletrodo auxiliar € o biossensor a base de
penicilinase como trabalho. Foram empregadas as técnicas de voltametria ciclica, no intervalo de potencial de
- 0,3 a 0,5V e velocidade de varredura de 0,02 V s'; e, a amperometria em potencial de -100 mV vs Ag|AgCl, com
adigdes sucessivas de aliquotas de uma solugdo padrao 0,01 mol L' de penicilina G no eletrdlito suporte.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estagio da pesquisa foram otimizadas as condi¢des de preparagdo da pasta em relacdo a quantidade de
enzima e as condi¢des de analise em relacdo ao potencial aplicado e ao tipo de tampao e pH do eletrdlito suporte. As
condig¢des que permitiram obter melhores resultados até o0 momento foram para a preparagdo da pasta o uso de 20 U de
enzima/100 mg de grafite-CDI e do CoPc como mediador de elétrons. Para a realizagdo das medidas o uso de tampao
fosfato 0,1 mol L' em pH 7,0 como eletrolito, aplicando potencial de -215 mV foram as mais adequadas.

A Figura 3A mostra o perfil voltamétrico comparativo de: (a) uma pasta modificada apenas com o mediador CoPc
e (b) do biossensor em eletrolito suporte; € (¢) do biossensor na presenca de 2,0 x 102 mol L' de benzilpenicilina
(Penicilina G). Observa-se que no biossensor, ocorre um aumento da corrente de reducao a partir de -50 mV, o qual foi
aproveitado para otimizar a quantificagdo de penicilina G, através de amperometria. Cabe ressaltar que, este perfil ndo
foi observado quando foram preparadas as pasta com ferroceno e TCNQ; quando o grafite ndo foi funcionalizado com
CDI; nem quando foram preparados biossensores usando a ligacdo covalente cruzada com glutaraldeido. Mostrando
que ocorre um efeito sinérgico quando usados na preparagdo da pasta CoPc como mediador de elétrons e a enzima
ligada ao grafite funcionalizado com CDIL.
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Figura 3: (A) Voltamogramas obtidos para o biossensor com f-lactamase imobilizada por ligacdo covalente (b,c) e pasta
de carbono modificada apenas com mediador (a), medidas realizadas no eletrélito suporte de solugdo tampao fosfato
0,1 mol L' (pH 7,0) e velocidade de varredura de 20 mV s'. (B) Curva analitica e inserido o perfil amperométrico do
biossensor.
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Na Figura 3B mostra-se a curva analitica obtida em -100 mV para o biossensor, mostrando seu correspondente
amperograma inserido na mesma figura. O biossensor mostrou resposta linear na faixa entre 3,0 x10* ¢ 7,0 x 10-* mol
L. A equagdo que ajustou os dados (R =0,9989 e n = 5) foi a seguinte:

Ai/H =106(3)+2,4x0 *(+6,6x0 *)[Penicilinal/mol L (1)

Sob as condigdes otimizadas o sensor mostrou limite de detecgdo e quantificagdo de 3,8 x 10° mol L' e 1,2 x 10*
mol L, respectivamente. Adicionalmente, visando a diminui¢ao do limite de detecgdo do sensor, sera utilizada na
preparagdo da pasta nanotubos de carbono.

CONCLUSOES

O sensor desenvolvido a base de pasta de carbono modificada com grafite funcionalizado com CDI, no qual a enzima
com P-lactamase foi covalentemente imobilizada mostrou-se promissor na detecgdo de benzilpenicilina. Entretanto,
apesar dos resultados obtidos para uma aplicagdo em leite, a detectabilidade do método devera ser melhorada. Pensando
nisto, estudos deverdo ser realizados empregando nanotubos de carbono.
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RESUMO: No presente trabalho, sdo obtidos filmes eletrodepositados de polipirrol (Ppy) e glicose oxidase (GOx)
e caracterizados por Cronoamperometria (CA), Voltametria Ciclica (VC) e Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEYV). A caracterizagdo por VC evidenciou que os processos eletroquimicos na superficie do filme sdo irreversiveis
e controlados pela difusdo das espécies até o eletrodo, para os quais os valores de corrente de pico apresentam uma
dependéncia linear com v*, enquanto os potenciais associados aos mesmos variam linearmente com v.
Palavras-chave: biossensores, eletropolimerizagdo, voltametria ciclica.

INTRODUCAO

A detecglo e quantificagdo de substancias como colesterol e glicose no organismo é de grande importancia em
analises clinicas, uma vez que a concentragdo destas substancias, entre outras, pode ser utilizada como parametro de
diagnostico na prevengdo e tratamento de intimeras patologias [1]. Desde 1957 [2], técnicas espectrofotométricas
tém sido empregadas na quantificacdo de substancias em fluidos fisiologicos e ha, atualmente, diversas metodologias
para estas determinagdes analiticas. Em comparagdo as técnicas frequentemente empregadas, a utilizagdo de métodos
eletroquimicos na quantifica¢do de analitos de origem bioldgica pode apresentar vantagens em relag@o a velocidade e
ao custo de execugdo da determinagdo [3].

Os trabalhos descritos na literatura sobre o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos utilizando polimeros
condutores envolve a sintese quimica ou eletroquimica do polimero com a imobilizagdo de enzimas especificas durante
este processo. Esta imobiliza¢do pode ser covalente [4] ou via interagdes intermoleculares entre a enzima e a matriz
do polimero [5]. Diferentes métodos de imobiliza¢do sdo descritos na literatura, envolvendo a modificagdo quimica
de superficies de filmes poliméricos [6], o encapsulamento de enzimas com revestimento de polimero condutor [7] e a
imobilizagdo de enzimas durante eletropolimerizagdo [8], dentre outros. Alguns biossensores tém limite de detecc¢do
da ordem de 10® mol.L!' [9] e, em geral, a especificidade da detec¢ao permite a utilizagdo do dispositivo diretamente
em fluidos e amostras reais.

No presente trabalho, foram obtidos eletroquimicamente biossensores baseados em polipirrol (Ppy) e glicose
oxidase (GOx) e caracterizados por técnicas eletroquimicas e microscopia eletronica de varredura (MEV).

PARTE EXPERIMENTAL

Todas as sinteses e caracterizagdes eletroquimicas foram realizadas em célula de trés eletrodos na qual foram
utilizados Pt (como eletrodo de trabalho e contra-eletrodo) e ECS (como referéncia). Filmes dos sistemas Ppy/GOx
foram obtidos por polimerizagdo galvanostatica a partir de solugdes aquosas contendo pirrol, KCI como eletrélito
suporte ¢ GOx em meio tamponado (tampao fosfato equimolar). As sinteses foram realizadas aplicando-se uma
corrente de 0,5 mA durante 1000 s. Apos as sinteses, os filmes foram lavados com agua deionizada e imediatamente
submetidos as caracterizacdes eletroquimicas.

Os filmes obtidos foram caracterizados por cronoamperometria (CA), voltametria ciclica (VC) e microscopia
eletronica de varredura (MEV). Em todas as sinteses e caracterizagdes eletroquimicas foi utilizado um potenciostato
Autolab PGSTAT30/FRA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra a curva Ext obtida durante a sintese de um filme Ppy/GOx utilizando [Py] = 0,1 M; [KC1] = 1,0
M, [GOx] = 1 mg/mL e tampao fosfato equimolar, evidenciando uma etapa rapida de nucleag@o seguida de uma etapa
mais lenta de crescimento do filme.

A curva mostrada na Figura 1 ¢ representativa das sinteses dos filmes Ppy/GOx e evidencia a deposicdo de material
eletroativo na superficie do eletrodo de trabalho. Entre A e B ocorre a oxidacdo dos monomeros em solugo, préximos
a superficie do eletrodo, em um processo controlado pela difusdo dos mesmos, e o inicio da formacao de oligdmeros.
Entre B e C, ocorre o inicio da nucleacdo destes oligdmeros e sua deposi¢do na superficie do eletrodo, em um processo
controlado pela difusdo dos oligdmeros. A partir de C até D, ocorre o crescimento destas estruturas recém nucleadas,
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dando origem a um filme continuo na superficie do eletrodo. Esse tipo de deposi¢do foi observado para filmes de
polipirrol obtidos anteriormente empregando dnions complexos contra ions [10].

Figura 1. Evolugdo do potencial (E) em fungdo do tempo durante a sintese de filmes Ppy/GOx.

Na Figura 2 sdo mostrados os voltamogramas ciclicos para os filmes Ppy/GOx, nos quais sdo observados um
processo anodico e um catddico, associados a oxidagdo e a reducdo da glicose, respectivamente. Os processos
caracteristicos do Ppy provavelmente ocorrem na mesma faixa de potencial dos processos observados, sendo as ondas
catodicas e anodicas detectadas, uma soma dos processos do polimero e do substrato.

1x10°

Figura 2. Voltamogramas ciclicos de filmes Ppy/GOx obtidos utilizando [Py] = 0,1 M; [KCI] = 1,0 M, tampao fosfato
equimolar e [GOx] = 1 mg/mL. Potencial aplicado vs ECS.

Os voltamogramas ciclicos evidenciam um par redox com potenciais entre -0,3608 e -0,3217 V (oxidagdo) e entre
-0,6882 ¢ -0,5834 V (reducdo). Este par redox, dado os seus valores de potencial, constitui um sistema irreversivel [11],
o que ¢ coerente com a formacgao de produtos oxidados a partir da glicose, os quais apresentam um comportamento
redox distinto. Observando-se os voltamogramas, percebe-se um aumento no valor Ip e de AEp com a velocidade de
varredura, o que indica que os processos sao dependentes de um controle difusional, associado, no presente estudo, a
difusdo da glicose até a superficie do filme. A dependéncia da corrente de pico de oxidacdo e de redugdo com a raiz
quadrada da velocidade de varredura sdo mostradas na Figura 3.

Da Figura 3, observa-se a relagdo linear entre a corrente de pico (I . € I ) € a raiz quadrada da velocidade de
varredura, o que sugere a existéncia de um controle difusional na superficie do eletrodo [12], associado, em principio,
ao processo de dopagem do polimero. Esse comportamento ¢ similar ao encontrado para outros filmes de polipirrol nos
quais ndo sdo empregadas enzimas, o que indica 0 mesmo comportamento eletroativo para o filme condutor polimérico.
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Figura 3. Dependéncia da corrente de pico (anodico, I . e catodico, I ;) com a raiz quadrada da velocidade de
varredura para filmes Ppy/GOx.

CONCLUSOES

Filmes Ppy/GOx foram obtidos reprodutivelmente e caracterizados por técnicas eletroquimicas e morfologicas. Os
resultados sugerem que os filmes apresentam eletroatividade com a presenga da enzima na superficie, de forma similar
a outros filmes de polipirrol relatados na literatura. A caracterizagdo dos dispositivos em solugdo contendo glicose e
sem glicose sugere o reconhecimento do soluto (glicose) presente na solugdo devido & maior defini¢do dos picos de
oxidacdo e redugdo na solugdo contendo glicose.
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RESUMO: O presente trabalho descreve a obtengdo de um nanocompdosito de nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNTS) com poli(4-vinilpiridina) (PVP) e o seu emprego na construgdo de uma plataforma funcional para
complexagdo de ions cobre, sobre um eletrodo de carbono vitreo (ECV), para confec¢do de um sensor amperométrico
para detec¢do de cisteina. O ECV/MWCNTs- PVP/Cu’* apresentou eletrocatdlise eficiente para oxidagdo de cisteina.
A curva analitica apresentou uma faixa linear de 5 a 60 umol L. Ja os limites de detecgdo e quantificagdo foram 1,49
e 4,98 umol L, respectivamente e o tempo de resposta de apenas 0,10s.

Palavras-chave: Plataforma funcional, MWCNTs, nanocompdsito, ions cobre e cisteina.

INTRODUCAO

As propriedades ¢ aplicagdes dos nanotubos de carbono (NTCs) tém sido amplamente exploradas desde a sua
descoberta por Ijima em 1991 [1]. Devido as suas caracteristicas estruturais singulares, os NTCs apresentam grande
area superficial e propriedades quimicas, elétricas e mecénicas diferenciadas. Isto possibilita a utilizagdo destes
materiais no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Porém, o emprego dos NTCs no desenvolvimento de
sensores eletroquimicos muitas vezes implica em sua modificagdo. Esta modifica¢ao busca contornar um dos problemas
encontrados na manipulagdo dos NTCs, que ¢ a dificuldade em dispersa-los, principalmente em meio aquoso. Estas
modificagdes podem ainda facilitar a interagdo dos NTCs com moléculas organicas e biologicas e possibilitar a
imobilizagdo de complexos metalicos, biomoléculas, entre outros [2].

Os métodos tradicionais de modificagdo dos NTCs utilizam acidos e agentes oxidantes fortes, como acido sulftrico
e 4cido nitrico, que destroem a estrutura sp> dos atomos de carbono, alterando as propriedades eletrénicas dos NTCs .
Uma estratégia de modificagdo menos agressiva ¢ o método de enxertia de polimeros (do inglés, “grafting from ). Onde
o polimero € ligado a superficie dos NTCs por meio de uma reagdo de polimerizagéo in situ do mondmero na presenga
dos NTCs e iniciadores radicalares [3]. Dependendo do tipo de mondmero utilizado na rea¢do de polimerizacdo existe
a possibilidade de utilizar o nanocompésito obtido, na construg@o de plataformas para complexagdo de ions metalicos,
formando um complexo polimero-metal. O ancoramento de ions cobre nestas plataformas é de grande interesse, ja que
estes ions apresentam propriedades eletrocataliticas frente a uma vasta gama de compostos organicos [4]. Devido a
estas propriedades eles se tornam excelentes candidatos para estudos eletroquimicos e modificacdo de eletrodos.

Diante do exposto, o presente trabalho descreve a construgdo e caracterizagdo de uma plataforma funcional de
nanocompdsitos de MWCNTs contendo PVP para complexacdo de ions cobre, sobre um ECV, e o emprego desta
plataforma na detec¢do amperométrica de cisteina.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para obter o nanocompoésito de MWCNTs com PVP (MWCNTs-PVP), adaptou-se o procedimento descrito por
Qin et al [3]. Onde 50 mg de MWNTs foram adicionados em 70 mL de DMF, sob atmosfera de nitrogénio e agitacao
magnética por 20 min. Posteriormente 80 mg AIBN e 10 mL de 4-vinilpiridina foram adicionados a mistura sob
agitacdo a 70 °C, em banho termostatizado de 6leo, por 48h. Apods este periodo, a mistura obtida foi resfriada a
temperatura ambiente e diluida a 300 mL de DMF, sendo em seguida centrifugada por 6 horas e filtrada em um sistema
a vacuo, através de uma membrana PTFE de didmetro de poro 0,20 pm.

Antes de realizar a modificagdo sobre o ECV, este foi polido com alumina 1,0; 0,5 e 0,3 um. Logo ap6s o ECV
foi levado ao ultrassom em uma solugdo 1:1 (v/v) etanol/agua por 5 minutos. Em seguida, a superficie do eletrodo foi
lavada com agua e seca a temperatura ambiente.

Para realizar a modificacdo do ECV, inicialmente foi preparada uma dispersao contendo 6,00 mg de MWCNTs-
PVP e 1 mL DMF, utilizando um banho de ultrassom por 2 h. Uma aliquota de 2,5 pL desta dispersao foi adicionada
ao ECV limpo e em seguida aguardou-se o eletrodo secar a temperatura ambiente. Posteriormente o eletrodo foi imerso
por 83 minutos em uma solugio aquosa de cloreto de cobre (IT) 50,00 mmol L', visando a complexagdo dos ions cobre
na superficie do ECV modificado. Os parametros concentracdo da dispersdo de MWCNTs-PVP e da solugdo de cloreto
de cobre (II) e tempo de complexagdo dos ions cobre, foram previamente otimizados a partir de um planejamento
composto central de face centrada.
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As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato modelo PGSTAT 30 da Autolab. Uma célula
eletroquimica composta por trés eletrodos foi empregada, sendo o eletrodo de trabalho o ECV modificado, o de
referéncia um eletrodo de calomelano saturado (ECS) e o auxiliar um fio de platina helicoidal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da reacdo de polimerizacdo in situ via radical livre, foi possivel obter o desmembramento e funcionalizag@o
dos MWCNTs em uma unica etapa, sendo ainda que, a PVP formou uma rede polimérica em torno dos MWCNTs,
funcionalizando-os com grupos piridinicos, que possibilitou o ancoramento dos ions cobre.
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Figura 1. Curvas termogravimétricas para MWCNTs ¢ MWCNTs-PVP. Taxa de aquecimento a 10 °C min’!, em
atmosfera inerte de argdnio (Ar (g)).

Através da andlise termogravimetria do MWCNTs-PVP, Figura 1, foi possivel realizar uma estimativa da
porcentagem de PVP no nanocomposito, sendo esta de aproximadamente 23%. Esta porcentagem ¢ suficiente para
garantir um numero significativo de sitios de coordenacdo no nanocompoésito. Além disso, uma porcentagem muito
maior de PVP na composi¢do do nanocomposito poderia dificultar a transferéncia de elétrons entre 0 MWCNTs-PVP/
Cu* ¢ 0 ECV, ja que a condutividade elétrica da PVP em temperatura ambiente é extremamente baixa, na ordem de
10# S cm.

Foram realizados alguns ensaios com o intuito de estudar as propriedades eletroquimicas do ECV modificado com
0 nanocomposito e ancorado com ions cobre (MWCNTs-PVP/Cu?"). Portanto, foram obtidos voltamogramas ciclicos
com 0 ECV/MWCNTs-PVP/Cu*, na faixa de potencial de - 450 a 450 mV vs ECS, em varias velocidades de varredura
(10 - 850 mVs™!), conforme mostrados na Figura 2.
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Figura 2. Voltamogramas ciclicos obtidos pelo ECV/MWCNTs-PVP/Cu? em varias velocidades de varredura (10-850
mV s1). Tampéo fosfato de potassio 0,1 mol L-1, pH 7,0. (A) Ip vs v. (B) Grafico de Laviron.

A Figura 2, exibe voltamogramas ciclicos com picos bem definidos e que apresentam um aumento de corrente em
fun¢do do aumento da velocidade de varredura. Ao se analisar o grafico das correntes de picos anddica (Ipa) e catodica
(Ipc) em fungdo da velocidade de varredura, Figura 2 (A), é possivel observar que estas exibem um comportamento
linear em fungdo da velocidade de varredura, indicando assim, que os ions cobre possuem um comportamento
eletroquimico caracteristico de espécies redox do que estdo confinadas na superficie do eletrodo. Com o objetivo de
caracterizar eletroquimicamente 0 ECV/MWCNTs-PVP/Cu?, obteve-se a constante de velocidade heterogénea de
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transferéncia de elétrons (ks), o coeficiente de transferéncia de elétrons (o) € o nimero de elétrons (n) a partir do grafico
de Laviron (Fig. 2 (B)). Sendo os valores encontrados de ks =5,78 s/, a =0,5en=1.

Foram avaliados o efeito do pH (5,0 — 8,0), do tipo (PIPES, TRIS, HEPES e Fosfato) e da concentragdo do
eletrolito de suporte (0,01 — 0,50 mol L), na reposta eletroquimica do ECV/MWCNTs-PVP/Cu*, por meio de
experimentos de voltametria ciclica, onde foi monitorado o valor de Ipa. A condi¢@o otimizada para trabalho com o
ECV/MWCNTs-PVP/Cu?" é em solucdo tampao fosfato de potassio, pH 7,0 a 0,1 mol L.

O ECV/MWCNTs-PVP/Cu** foi avaliado em rela¢do ao seu potencial eletrocatalitico para detec¢do de cisteina.
Neste sentido, foram obtidos voltamogramas ciclicos, Figura 3 (I), com 0o ECV/MWCNTs- PVP/Cu* na auséncia (A) e
na presenga de 0,8 mmol L' de cisteina (B). A Figura 3 (I) (A) exibe o voltamograma ciclico obtido em tampao fosfato,
0,1 mol L', pH 7,0 a 5 mV s. E possivel visualizar que o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* exibe um par redox bem definido
em uma regido de baixos sobrepotenciais, com um valor de Eo’ de 0 mV. Apds a adigdo de cisteina a solugdo, Figura
3 (I) (B), o pico de oxidag¢do aumentou significativamente para o processo redox Cu "' ¢ o pico de redugdo diminuiu
indicando assim, uma eletrocatalise eficiente. Posteriormente, apds ter sido realizada uma otimizag@o dos pardmetros
analiticos, obteve-se a resposta cronoamperométrica do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* para a oxidagao de cisteina, Figura
3 (IT), onde os estudos foram realizados em solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L', pH 7,0 e potencial aplicado (Eap)
de 150mV vs ECS. A partir da reposta cronoamperométrica obtida pelo ECV/MWCNTs-PVP/Cu?** em fungdo da
concentragdo de cisteina, confeccionou-se a curva analitica para o sensor, conforme exibido no inserte da Figura 3 (II),
onde pode ser observada uma faixa linear de 5 a 60 umol L', podendo ser expressa pela seguinte equagio:

DI (nA) = 0,0168 (£0,0039) + 0,0070 (+0,0001) [Cisteina] (umol L")  Equagéo 1
com um coeficiente de correlacao de 0,998. O sensor apresentou limite de detecgdo e quantificacdo de 1,49 ¢ 4,98

pumol L1, respectivamente, calculados seguindo as recomendagdes da IUPAC , uma sensibilidade de 7 nA L pmol 'e
um tempo de resposta extremamente baixo, de apenas 0,10 s.
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Figura 3: (I) Voltamogramas ciclicos obtidos para 0 ECV/MWCNTs-PVP/Cu*, (A) na auséncia e na presenga de
cisteina (B) 0,80 pmol L' em tampéo fosfato 0,1 mol L', pH 7,0 e v =5 mv s™'. (I) Resposta cronoamperométrica
obtida apds sucessivas adi¢des de uma solugdo estoque de cisteina 2,0x10° mol L' em 10 mL de solu¢do tampéo

fosfato 0,1 mol L' pH 7,0. Eap: 150 mV vs ECS. Inserido: curva analitica.

CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou a constru¢do de uma de uma plataforma funcional de nanocompositos de MWCNTs-
PVP, para complexagdo de ions cobre, e o emprego desta plataforma na detecgdo amperométrica de cisteina. O
ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* apresentou eletrocatalise eficiente para cisteina, com uma ampla faixa linear de resposta
amperométrica, de 5 a 60 umol L. Ja os limites de deteccdo e quantificagdo foram 1,49 ¢ 4,98 umol L', respectivamente.
Além disso 0 ECV/MWCNTs-PVP/Cu** responde de maneira muito rapida na detecgdo amperométrica de cisteina,
com um tempo de resposta de apenas 0,10 s.
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RESUMO: Os biossensores que utilizam acetilcolinesterase sdo empregados na detec¢do de pesticidas organofosforados
e carbamatos, baseados em mecanismos de inibi¢do enzimdtica. A imobilizagdo da enzima é o passo mais importante no
desenvolvimento de um biossensor, ja que a atividade da enzima tem que ser mantida. Dessa forma, o conhecimento da
cinética enzimdtica é essencial. Assim, a partir do método espectrofotométrico de Ellman calcularam-se os pardmetros
cinéticos da acetilcolinesterase, como V.eK, sendo esses 6,4 x 10°mol L s e 1,1 x 10 mol L, respectivamente.
O comportamento inibitorio de dois tipos de pesticidas, carbaril e paration, foi estudado e as constantes cinéticas
de inibi¢do calculadas. O carbaril apresentou mecanismo de inibi¢do reversivel ndo-competitivo, com diminuig¢do
de 22% e 38% na velocidade maxima aparente, quando adicionado menor e maior concentragdo deste pesticida,
mantendo o K, constante. Enquanto que o paration inibiu a agdo da enzima irreversilvemente, diminuindo V iy €M
31% e ndo alterando K|,

Palavras-chave: biossensor, cinética enzimdtica, acetilcolinesterase, pesticidas, inibigdo.

INTRODUCAO

A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima amplamente utilizada na preparagdo de biossensores para detecgdo de
pesticidas da classe dos carbamatos e organofosforados [1,2,3]. Isto se deve ao fato de que a AChE é um enzima alvo
para estudos baseados em mecanismos de inibi¢do dessa enzima. Desta forma, o conhecimento dos pardmetros da
cinética enzimatica, tais como a velocidade méaxima e a constante de Michaelis, em solugdo sdo de grande importancia
para a aplicag@o dessa enzima no desenvolvimento de biossensores.

Assim, alguns estudos mostram que apds a etapa de imobiliza¢do das enzimas sobre transdutores, como os
eletroquimicos (por exemplo, nanoestruturas de ouro, nanotubos de carbono, polimeros condutores, etc.) ocorre uma
drastica diminuigdo da atividade da enzima, principalmente em fungdo da estratégia de imobilizagdo utilizada (ligacdo
covalente cruzada, ligacdo covalente, oclusdo em gel, adsorcdo fisica) [4,5]. Essa altera¢do na conformagéo da enzima
afeta a velocidade de reacdo da enzima, podendo até alterar o seu mecanismo de agdo na presenga de inibidores. Desta
maneira, tendo conhecimento a cerca dos parametros cinéticos da enzima livre em solugdo pode se alcangar um melhor
entendimento sobre o comportamento da enzima apds a sua imobilizagéo.

Assim, por meio do método espectrofotométrico proposto por Ellman [4] determinaram-se os parametros cinéticos
de velocidade méaxima (V_, ), constante de Michaelis (K,,), além das constantes relacionadas a inibicdo enzimatica
por pesticidas, como a velocidade maxima aparente (Vmapp). O préximo passo destes estudos serdo a avaliacdo dos
parametros da enzima AChE apos a sua imobilizag@o sobre eletrodos de ouro modificados com alcanotiois.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O método de Ellman foi utilizado para construcdo da curva de Michaelis-Menten e a partir do ajuste da
hipérbole observada foram extraidos os valores de V. e K,,. Este método espectrofotométrico esta baseado no fato
de que a tiocolina, que ¢ um dos produtos da hidrélise enzimatica da acetiltiocolina (ATCh) reage imediatamente,
quantitativamente e irreversivelmente com o acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB), formando um produto amarelo
(acido 5-mercapto-2-nitrobenzdico), como mostrado nas equagdes 1 e 2. A absorbancia versus tempo foi medida em
pH 7,0 (tampao BR) a temperatura constante, em 412 nm. Preparou-se uma soluc@o estoque de acetilcolinesterase de
enguia elétrica (AChEe) de 1,2.10° mol L. O intervalo de concentragdo de acetiltiocolina (substrato) foi de 5,0 x 10
mol L a 1,5 x 10 mol L'. Para os experimentos de inibi¢do enzimatica, foram preparadas uma solugdo estoque de
carbaril 3,0 x 10° mol L' em 4gua e uma de paration 2,0 x 10~ mol L' em 3% de butanol, para ndo haver influéncia
na atividade enzimatica. O tempo de incubacao do carbaril com a enzima foi de 10 min, e com o paration foi de 5 min.
Para todos os experimentos, foram adicionados 25 uL da solugdo da enzima na cubeta, com volume final igual a 3mL.
As constantes relacionadas com a inibi¢do enzimatica foram calculadas e o tipo de inibi¢do enzimatica foi determinado

para cada pesticida.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos de cinética de inibi¢do enzimatica foram realizados utilizando concentragdes de carbaril de 1,0
%107 mol L' ¢ 5,0 x107 mol L', e 1,0 x10*mol L' de paration. Os parametros cinéticos da AChE livre de inibidores
foramV . =6,4 x10°mol L's" e K = 1,1x 10 mol L"'. A velocidade maxima aparente (V app) @PrEsentou diminuigio
de 22% para enzima inibida com carbaril 1,0 x107mol L' e de 38% com carbaril 5,0 x 107mol L-!. No caso do paration
1,0 x10* mol L™, houve diminuigdo de 31%. Os valores de K, da enzima inibida ndo sofreram alteragdo, como pode
ser visto na Tabela 1. O tipo de inibi¢do foi determinado analisando-se as constantes calculadas. Verificou-se que o
carbaril inibe a AChE de forma reversivel ndo-competitiva [6] ¢ que o paration inibe a enzima irreversivelmente [7]

(Figura 1).

Tabela 1: Constantes cinéticas da acetilcolinesterase inibida por pesticidas da classe dos carbamatos e organofosforados

Pesticida A K K
Carbaril -

(1,0x107mol L) 5x10°mol L''s™! 1,2x10*mol L™ 6,9x10"mol L"!
Carbaril

(5,0x107mol L) 4x10°mol L' s! 1,5x10*mol L"! 2,8x107mol L!
Paration

(1x10* mol L) 4,4x10°mol L' s™! 1,0x10*mol L-! 2,5x107"mol L-!

N ®w » o o N
! ! 1 i !
=N
1

velocidade (umol L's™!)

1

velocidade (umol L's")

o
I

T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 02 04 0.6 0.8 1.0 02 00 02 04 06 08 10 12 14 16

A [ATCh] (mmol L") B [ATCh] (mmol L")

Figura 1:Curva de Michaelis-MentenA)para enzima acetilcolinesterase () livre de inibidores, na presenga de carbaril
(9)1x107 mol L' e () 5x107 mol L', B) para enzima acetilcolinesterase () livre de inibidores, na presenga de paration
(*)1x10* mol L.
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CONCLUSOES

A atividade da AChE diminui quando ¢ inibida por pesticidas da classe dos organofosforados e carbamatos, paration
e carbaril, respectivamente. O carbaril inibe a enzima de modo reversivel ndo-competitivo, no qual a velocidade
méxima diminui e o K|, ndo € alterado. Ja o paration inibe a AChE de forma irreversivel, apresentando diminuigdo da
velocidade méxima e mantendo o K|, constante. A constante de inibigdo Ki foi determinada, mostrando que o aumento
na concentragdo de inibidor, leva ao aumento de K, ou seja, a forga inibidora do reagente aumenta, com o aumento de
concentragao.

Com base nos resultados obtidos a proxima avaliacdo da acdo inibitoria destes compostos sera observada apods a
imobilizagdo da enzima AChEe sobre eletrodos de ouro modificados com alcanotidis para fins de comparacdo dos
parametros cinéticos obtidos com a enzima livre em solucdo. Além disso, tendo em vista o perfil das curvas cinéticas
apresentadas apos a imobilizagdo da enzima e com os valores de K, podem ser realizadas correlagdes com a menor
quantidade de pesticida mensurdvel em uma amostra contaminada com carbaril ou paration.
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RESUMO: Um sensor biomimético para monitoramento do herbicida 2,4-D foi desenvolvido a partir de um eletrodo de
pasta de carbono modificado com complexo derivado de porfirina de ferro (Ill). A detec¢do e a quantificagdo do 2,4-D
ocorreram com a voltametria ciclica e cronoamperometria. Os melhores resultados foram obtidos aplicando potencial
de -0,100 V vs Ag/AgCl (KCI ) em tampao fosfato 0,1 mol L' e pH 6.0. A faixa linear de resposta obtida foi entre
9,9-65,4umol L, com um limite de detecdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) de 0,39 e 1,29umol L, respectivamente.
O sensor biomimético apresentou alta sensibilidade e seletividade possibilitando utilizar esse dispositivo em varias
matrizes.

Palavras-chave: sensor biomimético, 2,4-D, amperometria, herbicida, enzima P450.

INTRODUCAO

Os agrotoxicos tém gerado preocupagdes, devido o seu uso indiscriminado e langamento inadequado no meio
ambiente. Sendo os agrotoxicos toxicos ao homem e organismos vivos, devem ser tomadas precaucdes quanto a sua
aplicagdo e, principalmente, quanto aos residuos provenientes das mais diversas fontes, visando a disposi¢@o final
adequada, sem comprometimento do meio ambiente como um todo e do solo em particular. O 2,4-D e varios outros
POPs (poluentes organicos persistentes) em geral sdo exemplos de agrotoxicos bastante estaveis que apresentam uma
degradacg@o lenta e por isso, sdo encontrados no ambiente natural. O 2,4-D (acido 2,4-diclorofendxiacético) pertence
a classe quimica dos fenoxiacéticos sendo recomendado para pastagens, gramados e culturas gramineas (arroz, cana-
de-acucar, milho, trigo, etc). Apresenta uma toxicidade moderada para mamiferos, é absorvido pela pele, via digestiva
e por inalagdo, promovendo agudamente, alteragdes da glicemia de forma transitoria, simulando um quadro clinico de
diabetes, alteragdes neuromusculares por neurite periférica, e a longo prazo podem causar distirbios reprodutivos e
alguns tipos de cancer como linfomas [1].

O desenvolvimento de um sensor biomimético é neste caso, uma alternativa viavel para o monitoramento do 2,4-
D no meio ambiente. Os sensores biomiméticos sdo baseados de um modo geral, em mecanismos de reconhecimento
molecular de substratos enzimaticos através de enzimas artificiais que imitam o sitio ativo de alguma enzima redox, como
a P450. As enzimas P450 sdo conhecidas também de citocromo P450 e se encontram presentes no nosso organismo,
metabolizando uma variedade de compostos de origem organica, como farmacos e xenobioéticos. Complexos a base de
porfirina e ftalocianina tém sido bastante estudados para mimetizar as enzimas P450. Estes dispositivos visam vencer
as limitagdes de biossensores enzimaticos tais como disponibilidade, custo ¢ instabilidade das enzimas; assim como
promover uma melhora na transferéncia eletronica entre eletrodo/sitio ativo (complexo redox) / substrato [2].

Desta forma, este trabalho mostra o desenvolvimento e otimizagdo de um sensor biomimético a base de pasta de
carbono modificada com um complexo derivado de porfirina de ferro (III) para detecgdo sensivel e seletiva de 2,4-D.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Reagentes e Solucdes

Foram utilizados no desenvolvimento do trabalho o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), ametrin, clorpirifos,
metribuzin, carbendazin, carbofuran, diuron, hexazinona, tebutiuron, tricloro-2-piridinol, complexo derivado de
porfirina de ferro (III), 6leo mineral e grafite em po todos provenientes da Sigma-Aldrich®; o KH,PO,, o acetato
de sodio e o hidréxido de sédio adquiridos da Synth®; o tampéao organico TRIS e o TRISMA foram fornecidos pela
Merck®.

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada (resistividade > 18 MQ cm a 25°C) obtida do sistema de
purificacdo Milli-Q (Direct-0,3).

Construc¢ao do sensor biomimético

A preparacdo da pasta de carbono para determinagdo do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foi realizada
misturando pé de grafite, o complexo derivado de porfirina de ferro (III) e tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7.0). O
material foi cuidadosamente homogeneizado com uma espatula de ago inox, e a seguir deixado secar a temperatura
ambiente. Sobre o material seco, adicionou-se o agente aglutinante, 6leo mineral (Nujol®), para a obtengéo da pasta
de carbono.

A pasta de carbono modificada foi colocada na cavidade de um eletrodo composto de um tubo de vidro e um fio de
platina incorporado nele, que esta em contato com um disco de platina de 4 mm de didmetro e colocado a profundidade
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de 1 mm de uma das extremidades do tubo, deixando uma cavidade propria para a incorporagdo da pasta no eletrodo.
Em seguida a superficie foi uniformizada com papel sulfite limpo para se obter uma superficie homogénea.

Sistema de analise para determinacio do 2,4-D

As medidas eletroquimicas em batelada foram realizadas em um micro-potenciostato da Autolab®, usando
uma célula eletroquimica convencional de 03 eletrodos, contendo um eletrodo de referéncia de Ag/AgCI(KCI_))
comercial da Analion®, um fio de platina em forma de espiral como eletrodo auxiliar e o eletrodo de pasta de carbono
modificada como eletrodo de trabalho.

Astécnicas eletroanaliticas utilizadas neste estudo foram a voltametria ciclica para caracterizagéo eletroquimica
do sensor proposto ¢ a amperometria para efetuar as analises quantitativas do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo eletroquimica do sensor através de estudo voltamétrico e o perfil de resposta do sensor
biomimético nas condi¢des otimizadas.

Pode ser observado na Figura 1A, a curva 1 corresponde ao voltamograma ciclico da soluc@o do eletrdlito suporte
na auséncia do analito. Na curva 2 temos a presenca do acido 2,4-dicloroacético(2,4-D) que sofre processo de reducao
eletroquimica, promovendo um aumento da corrente catodica em potencial -0,100 V vs Ag/AgCI (KCI_ ).

A) (B)

A =-0,11(£0,011) + 18492(+464)[2,4-D]
R =0,99843

0,8

g :
= Branco < 0.4 .
() _ 4 ;
104 [2,4-D] = 3,85.10"“mol L
-15 . ! T 0,0 ; . . :
0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,50x10°  3,00x10° 4,50x10° 6,00x10°
Potencial vs Ag|AgCI_/V [2,4-D] mol L™

Figura 1: Voltamograma ciclico para caracterizacdo eletroquimica do 2,4-D (A) e o perfil da curva analitica do 2,4-D
e seu correspondente amperograma em (B). Medidas realizadas empregando solugdo tampao fosfato 0,1 mol L' (pH
6.0) e aplicando potencial de -100 mV vs Ag/AgCI(KCI_)

A curva analitica da Figura 1B que se encontra nas condi¢des otimizadas apresentou uma faixa linear de resposta
para 2,4-D entre 9,9 ¢ 65,4 umol L', com uma sensibilidade de 18492 (+461) pA L mol' e limites de deteccdo e
quantificagdo de 3,89.107 e 1,29.10° mol L', respectivamente. O limite de deteccdo foi calculado a partir da relagdo
3S/N [3], onde S/N corresponde ao sinal/ruido da medida. Ja o limite de quantificagdo foi calculado como sendo 3,3
vezes o limite de deteccdo ou 10S/N [3]. A Tabela 1 mostra as caracteristicas analiticas obtidas com o sensor, cujos
valores sdo similares com os outros métodos analiticos que se encontram reportados na literatura [4,5].

Tabela 1: Caracteristicas analiticas obtidas pelo sensor na determinacdo de 2,4-D.

Parametro (unidade) Resposta
Faixa Linear (umol L) 9,9-654
Coeficiente de Correlagdo 0,9984 (n=7)
Limite de detec¢do (umol L) 0,39
Limite de quantificagdo (umol L) 1,29
Sensibilidade (@A Lmol ") 18492 £ 461
Tempo de vida (uso continuo) 14 dias consecutivos
Tempo de vida (armazenado a seco) 30 dias
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Estudo da seletividade

Para avaliar a seletividade do sensor biomimético foram testados diversos agrotoxicos como ametrin, clorpirifos,
metribuzin, carbendazin, carbofurano, diuron, hexazinona, terbutiuron e tricloro-2-piridinol. Observou-se que o sensor
ndo apresentou resposta analitica para os agrotoxicos estudados, tanto na voltametria ciclica como na amperometria.
Indicando o carater altamente seletivo do sensor biomimético proposto na detecgdo e quantificagdo de 2,4-D.

CONCLUSOES

O sensor proposto apresentou resultados satisfatorios em relagdo a sua sensibilidade, estabilidade e seletividade
indicando, portanto que o complexo derivado de porfirina de ferro (III), possa estar se comportando como um catalisador
biomimético da enzima P450 na detecgdo do 2,4-D.

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a versatilidade e simplicidade apresentadas com o eletrodo
de pasta de carbono modificado possibita que este método se torne uma ferramenta real para analise de 2,4-D em
diversas matrizes, sendo portanto uma alternativa mais econdmica, quando comparada aos outros métodos analiticos
ja existentes.
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RESUMO: O estudo das propriedades eletronicas de nanotubos de carbono em sensores eletroquimicos para o
monitoramento de analitos de interesse ambiental tem crescido nos ultimos anos, com destaque para os sensores
voltamétricos e amperométricos. Foi utilizado neste estudo um sensor biomimético para detecg¢do e quantificagdo
eletroquimica do acido 2,4-diclorofenoxiacético(2,4-D) em varias proporgoes de grafite/nanotubo (m/m) em eletrodo
de pasta de carbono. A partir dos resultados obtidos pode-se verificar a influéncia positiva do uso de nanotubos de
carbono na resposta analitica do sensor biomimético.

Palavras-chave: pasta de carbono, nanotubos de carbono, sensores biomiméticos, amperometria.

INTRODUCAO

Nanotubos de carbono sdo nanoestruturas Gnicas com propriedades mecanicas e eletronicas notaveis. Essas
estruturas quimicas foram identificadas pela primeira vez por lijima em 1991, sdo altamente rigidas e resistentes a
tensdes mecanicas. Desempenham simultaneamente as fungdes de condutores, tanto de calor como de eletricidade. Apos
pouco mais de uma década de sua descoberta, os conhecimentos produzidos nesta area indicavam que os nanotubos
poderiam ser utilizados em numerosas aplicagdes praticas como dispositivos emissores de elétrons, armazenagem de
energia, nanosondas e sensores [1].

A utilizagdo de nanotubos de carbono em sensores eletroquimicos para o monitoramento de analitos de interesse
ambiental tem crescido nos ultimos anos, com destaque para os sensores voltamétricos e amperométricos. Os
sensores eletroquimicos constituem uma alternativa viavel para o monitoramento de analitos de interesse sendo uma
poderosa ferramenta para os quimicos analiticos na resolugdo de seus problemas, especialmente por causa de algumas
caracteristicas vantajosas como a elevada sensibilidade das determinagdes, baixo custo e portabilidade. A versatilidade
das técnicas eletroquimicas também merece destaque visto que é possivel controlar as reagdes eletrodicas modificando
a interface eletrodo-solug@o e selecionando-se criteriosamente o potencial aplicado a célula eletroquimica. Todas
essas caracteristicas sdo adquiridas ao utilizar sensores biomiméticos que se baseiam em dispositivos mais estaveis e
duradouros que os biossensores convencionais, que possuem como base materiais bioldgicos [2,3].

Para esse estudo sera analisado o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), que é um herbicida recomendado para
pastagens, gramados e culturas gramineas (arroz, cana-de-agucar, milho, trigo, etc). No mercado brasileiro, ¢ encontrado
em diferentes formulagdes ¢ marcas comerciais e cada formulagdo pode apresentar caracteristicas fisico-quimicas
diferentes, conferindo ao produto caracteristicas diferenciais volatilidade, toxicidade e persisténcia no ambiente.
Este herbicida apresenta uma toxicidade moderada para mamiferos, ¢ absorvido pela pele, via digestiva e inala¢do
determinando, agudamente, alteragdes da glicemia de forma transitéria, simulando um quadro clinico de diabetes, além
de alteragdes neuromusculares [4].

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico e todas as solu¢des foram preparadas com adgua deionizada
(resistividade > 18 MQ cm a 25°C) obtida de um sistema de purificacdo Milli-Q (Direct-0,3).

Foram utilizados no desenvolvimento do projeto o acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) (Sigma-Aldrich);
nanotubo de carbono (NTC) (Drop-sens®); 6leo mineral e grafite em p6 provenientes da Sigma-Aldrich®; o KH,PO,, o
acetato de sodio e o hidroxido de s6dio adquiridos da Synth®.

Nanotubos de Carbono

Nanotubos de carbono (NTC) de parede multipla adquiridos comercialmente da Drop-sense® foram imobilizados
e utilizados tal como recebidos na preparagao de eletrodos de pasta de carbono, usando varias proporc¢des de grafite/
nanotubo (m/m). Foi realizado também um estudo com nanotubos funcionalizados [5], pré-tratados com solucao de
sulfonitrila na razdo (3:1). Para isto, a mistura foi submetida a agitacdo por um periodo de 12 horas. Os nanotubos
funcionalizados foram lavados com 4gua deionizada até a retirada de todo o 4cido e a seguir levado a uma estufa a
70°C para retirada de carbono amorfo.

Os nanotubos ndo funcionalizados e funcionalizados foram adicionados separadamente na composi¢@o da pasta de
carbono e os sinais analiticos avaliados a partir dos resultados obtidos.
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Construcao do sensor biomimético e analise eletroquimica

A preparagdo da pasta de carbono para determinagdo de 2,4-D foi realizada misturando complexo derivado de
porfirina de ferro (III), tampéo fosfato 0,1 mol L' (pH 7.0) e quantidades adequadas de nanotubo de carbono nio
funcionalizado e de pd de grafite, de tal forma a obter propor¢des m/m entre 9% e 50%. O material foi cuidadosamente
homogeneizado com uma espatula de aco inox, e a seguir deixado secar ao ambiente. Sobre o material seco, adicionou-
se agente aglutinante, 6leo mineral (Nujol®) para a obtengdo da pasta de carbono. Foram preparadas uma pasta sem
nanotubo de carbono (0% em NTC) e uma pasta contendo 50% (m/m) de NTC funcionalizado, para efeitos de
comparagao.

A pasta de carbono modificada foi colocada na cavidade de um eletrodo composto de um tubo de vidro e um fio de
platina incorporado nele, que esta em contato com um disco de platina de 4 mm de didmetro e colocado a profundidade
de 1 mm de uma das extremidades do tubo, deixando uma cavidade propria para a incorporagdo da pasta no eletrodo.

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um micro-potenciostato da Autolab®, usando uma célula
eletroquimica convencional de 03 eletrodos, contendo um eletrodo de referéncia de Ag/AgCI(KCI_) comercial
(Analion®), um fio de platina em forma de espiral como eletrodo auxiliar € o(s) eletrodo(s) de pasta de carbono
modificada como eletrodo(s) de trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Perfil da resposta eletroquimica do 2,4-D

Foi inicialmente desenvolvido e posteriormente otimizado um sensor biomimético para determinagdo do acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Os parametros encontrados como ideais para analise foram o potencial de -0,100
V vs Ag/AgCl (KCl),, tampéo fosfato 0,1 mol L' e pH 6.0. A Figura 1 mostra um estudo de resposta eletroquimica
utilizando nanotubos de carbono ndo funcionalizados (A) e funcionalizados (B), obtidos a partir de amperogramas.

-6,0x107 \
[2.4-D] = 9,9 umol L'

9+ -

-8,0x10”

< .
1 = ox0

-1,2x10°

135 150 165 180
Tempo /s

] (A)
1,50x10*  3,00x10* 4,50x10* 6,00x10™
-1
[2,4-D] mol L

Figura 1: Perfil da curva analitica para detec¢do do herbicida 2,4-D utilizando eletrodo de pasta modificado com
complexo derivado de porfirina de ferro (III) na auséncia (A) e presenca de nanotubos de carbono funcionalizados (B)
em tampao fosfato pH 6.0 e potencial aplicado de -100mV.

Na figura 2 encontra-se ilustrado o efeito do uso de nanotubos de carbono no sensor biomimético. Verificou-se que
com o aumento da percentagem de nanotubos na composi¢ao da pasta de carbono modificada, maior a sensibilidade do
sistema para analise do 2,4-D. Em A1 mostra-se a sensibilidade obtida com a pasta de carbono modificada com complexo
de porfirina de ferro (III). Entre A2 e A4, observa-se um aumento das sensibilidades em fungéo da percentagem de NTC
ndo funcionalizados na pasta de grafite. Verifica-se que em A5 a sensibilidade é praticamente a mesma que a obtida
em A4, concluindo que o uso de nanotubos de carbono néo funcionalizados, ndo oferece melhora da sensibilidade a
partir desta proporgdo. Ja em A6 onde a percentagem (m/m) de nanotubos na pasta ¢ a mesma que para A5, observa-se
que a sensibilidade é grandemente melhorada pelo pré-tratamento dos NTC, quando funcionalizados com solugéo de
sulfonitrila (3:1).
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Figura 2: Estudo de resposta analitica para o sensor biomimético utilizando varias propor¢des grafite/nanotubo nao-
funcionalizado (m/m) (A1-A5), e nanotubo funcionalizado (A6).

Foram realizados testes de seletividade com diversos agrotoxicos como ametrin, clorpirifos, metribuzin, carbendazin,
carbofurano, diuron, hexazinona, terbutiuron e tricloro-2-piridinol. Observou-se que o sensor ndo apresentou resposta
analitica para os agrotoxicos estudados, tanto na voltametria ciclica como na amperometria.

Adicionalmente, estdo sendo realizados estudos para avaliar possiveis interferentes e assim viabilizar o sensor
proposto para aplicagdo em amostras ambientais.

CONCLUSAO:

Neste estudo foi avaliada a contribuicdo de nanotubos de carbono na resposta analitica de um sensor biomimético
para detecgdo e quantificacdo do herbicida 2,4-D. Os resultados obtidos mostraram que com o aumento da percentagem
de nanotubos de carbono na proporg¢ao grafite/nanotubo (m/m), incorporada na pasta de carbono modificada, maior era
a sensibilidade e, portanto maior detectabilidade, principalmente para os nanotubos de carbono funcionalizados, sendo
aproximadamente de dez vezes em relagdo ao sensor a base de pasta de carbono.

AGRADECIMENTOS: CAPES e CNPq (470419/2009-1), FAPESP (2011/03008-7)

REFERENCIAS

[1] JIMA S. “Helical Microtubules of Graphitic Carbon.”, Nature, pp. 354-356, 1991.

[2] PEREIRAA.C., SANTOS A. S. and KUBOTA L.T. “Tendéncias em modificago de eletrodos amperométricos para
aplicagdes eletroanaliticas”, Quimica Nova 25(6): 787-976, 2002.

[3] SOTOMAYOR M. D. P. T. and KUBOTA L. T., “Enzymeless biosensors: uma nova area para o desenvolvimento
de sensores amperométricos”, Quimica Nova 25(1): 123-128, 2002.

[4] XIE C, GAO S., GUO Q. AND XU K., “Electrochemical sensor for 2,4-dichlorophenoxy acetic acid
using molecularly imprinted polypyrrole membrane as recognition element”, Microchim Acta 169(3-4): 145-152,
2010.

[5] CHIANG Y-C., LIN W.-H., CHANG Y.-C., “The influence of treatment duration on multi-walled carbon nanotubes
functionalized by H,SO /HNO, oxidation”, Applied Surface Science 257(6):2401-2410, 2010.

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica




SB52

DETERMINACAO DE iONS COBRE EM CACHACA UTILIZANDO
ELETRODO CARBONO CERAMICO AMINOFUNCIONALIZADO

Alzira Maria Serpa Lucho!, Aline Evangelista Aguiar', Karina Lopes Dornelas', Fabio Luiz
Pissetti!, Ariadne Missono Brondi!, Andréia de Morais?, Camila Maroneze? e Yoshitaka
Gushikem?

!Instituto de Ciéncias Exatas - Unifal, Alfenas - MG — Brasil; 2 Instituto de Quimica - Unicamp,
Campinas - SP — Brasil; lucho@unifal-mg.edu.br

RESUMO: Foi preparado um eletrodo carbono ceramico a partir da hidrdlise e condensagdo do
aminopropiltrimetoxisilano em meio dcido utilizando grafite. O eletrodo apresentou resultados que indicam a
adsorgdo de ions Cu?* no grupo amino presente na rede. Foi realizada a quantificagdo desse ion em uma amostra
comercial de cachaga utilizando voltametria de redissolu¢do anddica de pulso diferencial. Os ions Cu’™ também
foram determinados por absor¢do atémica em chama. Através das medidas eletroquimicas obteve-se 2,90 mg L' e
pela absor¢do atomica 2,48 mg L' de cobre na amostra de cachaga.
Palavras-chave:3-aminopropil-trimetoxisilano, carbono ceramico, ions cobre, cachaga

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o interesse na preparagdo de diferentes tipos de eletrodos vem crescendo devido ao grande
nimero de possiveis aplicagdes. Os com objetivo especifico de fazer o sensoriamento de diferentes espécies estdo
entre os mais estudados [1,2]. Dentre estes, os preparados via processo sol-gel tem apresentado excelentes resultados,
aliados ainda, a uma preparagdo simples e com um eficiente controle morfologico e estrutural [3,4].

Recentemente tem aumentado o interesse nos chamados eletrodos de carbono ceramico (ECC), que sdo basicamente
obtidos pela inser¢do de particulas de carbono grafite a matriz de silica obtida pelo método sol-gel, atribuindo assim,
condutividade elétrica ao material [5].

O cobre encontra-se extensamente distribuido na natureza sendo essencial ao organismo. Mas sua ingestdo em altas
concentragdes pode provocar morte, com isso € crescente o interesse em técnicas que possibilitem o seu monitoramento.
A legislagdo brasileira estabeleceu que a quantidade maxima de cobre na cachaga é de 5 mg L' [6,7].

Em geral, os métodos analiticos empregados para a determinagdo de cobre sdo: a analise de ativagdo de néutrons
(AAN), espectrometria de absor¢do atomica (EAA) e plasma acoplado a espectrometria de massa (ICP-MS). Estes sdo
métodos caros e que exigem aparelhos sofisticados. Devido a isso as técnicas eletroquimicas tém atraido o interesse dos
pesquisadores, devido ao seu baixo custo, boa sensibilidade, alta seletividade e facil operagdo [8].

O objetivo do presente trabalho foi determinar ions cobre em amostra real de cachaga utilizando um eletrodo
carbono cerdmico contendo particulas de grafite dispersas em uma rede de silica com o grupo funcional amino.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O material foi sintetizado pela hidrélise e condensagdo do 3-aminopropiltrimetoxisilano na presenga de particulas
de grafite tendo o acido cloridrico como catalisador. Adicionou-se 8,0 mL do alcoxidosilano, 2,0 g de carbono grafite,
20,0 mL de etanol, 0,60 mL de 4gua destilada e 0,10 mL de 4cido cloridrico concentrado a um baldo e manteve-se a
mistura sob refluxo durante 4h e 45min. Apds esta etapa o solvente foi lentamente evaporado e o material foi lavado
e seco. O material obtido foi denominado de SiN/Grafite e caracterizado por microscopia eletronica de varredura. O
eletrodo de trabalho, SiN/Grafite, foi preparado através da mistura mecanica de 20 mg do material e 5 mg de nujol. Esta
mistura foi pressionada em um orificio na extremidade de um tubo de vidro, no qual o contato elétrico ¢ promovido
através de platina soldada a um fio de cobre. A técnica eletroquimica utilizada neste trabalho foi a voltametria de
redissolucdo anddica de pulso diferencial (VRAPD). A técnica de absor¢do atdmica em chama foi usada como método
de referéncia.

Para os estudos eletroquimicos foi utilizado um potenciostato e uma célula eletroquimica convencional de trés
eletrodos. Como eletrodo de referéncia foi utilizado um eletrodo de calomelano saturado (ECS) e um fio de platina
como contra-eletrodo. Como eletrélito suporte utilizou-se uma solugdo de KC1 0,10 mol L. Para a construgdo da curva
analitica de Cu** utilizou-se uma solu¢do de CuSO, 0,01 mol L' com mistura de dgua/etanol 60:40 ( v/v) e a amostra
real analisada foi uma cachaga comercial.

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica




RESULTADOS E DISCUSSAO

O material sintetizado apresenta superficie porosa caracteristica do processo sol-gel, como mostrado na figura 1, abaixo.

Figura 1. Imagens de MEV do material (SiN/Grafite).

Foram realizadas medidas para estabelecer os melhores pardmetros para as medidas de VRAPD. Os parametros sdo
apresentados na tabela abaixo.

Tabela 1: Parametros utilizados durante a Voltametria de Redissolu¢do Anddica de Pulso Diferencial.

Parametros | Valor ou comentério
Potencial de deposicdo / V -0,7
Tempo de deposigdo /s 120
Agitacdo durante a deposicao Em todas as deposigdes
Eletrolito suporte KC10,10 mol L!
Tempo de equilibrio / s 5
Amplitude de pulso / mV 50
Velocidade de varredura / mV s 20
Intervalo de potencial / V -0,820,8
Tipo de varredura Anddica

A figura 2 mostra os voltamogramas obtidos (a) na presenca de apenas o eletrolito suporte, (b) apos a adi¢do de
25,0 mL de cachaca e (c) ap6s adi¢do de uma aliquota de solugdo de CuSO,, resultandona célula uma concentragdo de
1,33x10* mol L' de Cu?*. A figura 3 mostra a variagdo de corrente pico relacionada a adi¢des consecutivas de 2,0 ml

de cachaca.
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Figura 2: (a) VRAPD para o eletrodo SiN/Grafite
em 0,10 mol L' de KCI, (b) na presenga de 25
mL de cachaca e (¢) com adigdo de CuSO, na

concentragdo de 1,33x10* mol L.

Figura 3: VRAPD para o eletrodo SiN/Grafite,
com adicdo de aliquotas de cachaga, de 2,0 mL, ao
eletrélito suporte KC1 0,1 mol L.

Uma comparagdo entre os voltamogramas (a) e (b) mostrou a formagdo de trés picos de corrente apds a adicdo
da amostra de cachaca a celula eletrolitica. Quando se adiciona uma aliquota de solugdo de CuSO, as correntes de
pico em -0,26 V e 0,03 V aumentam. Estes dados mostraram que estes picos podem ser atribuidos ao processo de
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oxidacdo dos ions cobre adsorvidos na superficie do eletrodo. Durante o tempo de deposic¢do os ions Cu** da solugéo
sdo complexados pelos grupos aminos e reduzidos. Com a posterior varredura de potencial estes sdo oxidados (Cu® +
2e" > Cu?"). Na figura 3 observou-se que o perfil do voltamograma é diferente para pequenas quantidades de amostra
e que ocorreu um aumento na corrente da dupla camada elétrica. Com o aumento da quantidade de Cu?* observou-se
um aumento linear nas correntes de picos da oxidagdo dos ions, em -0,22 V.

Para se obter uma curva analitica para os ions cobre foram feitas medidas da corrente de pico em fun¢o da adi¢ao de
uma solucdo de CuSO,. Na figura 4 sdo apresentados (a) os voltamogramas e (b) a curva analitica.
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Figuras 4: (a) Voltamogramas na presenga de diferentes concentragdes de Cu** e (b) a curva analitica obtida para o
pico de corrente em -0,10 V.

A partir dos dados apresentados observou-se relagdo linear entre a concentragdo de Cu*" e a corrente de pico em
-0,10 V. A partir da equag@o da reta obtida, y=0,2792x + 1,4887E-, foi calculada a concentragdo de cobre em cachaga
obtendo-se um valor de 2,90 mg L' de Cu*" na amostra. A curva analitica da técnica de Absorgdo Atdmica em chama
foi obtida nas mesmas condi¢des, num intervalo de 0,5 a 6,5 mg L. A partir da equacdo da reta, y = 0,13516x +
0,04664, a quantidade de cobre encontrada na amostra real de cachaca foi de 2,48 mg L.

CONCLUSOES

Os resultados eletroquimicos obtidos mostraram que o material apresenta uma boa condutividade, indicando
que as particulas de grafite foram dispersas adequadamente durante o processo de condensagdo da rede de silica.
As quantidades de cobre determinadas na amostra real de cachaga pelas técnicas de VRAPD e por absor¢ido atémica
apresentaram uma boa concordancia, mostrando o potencial do eletrodo para atuar como sensor eletroquimico para
determinacédo de ions cobre em amostras de cachaca.
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RESUMO: O desenvolvimento de uma nova arquitetura de um biossensor utilizando-se a enzima tirosinase (Tyr)
imobilizada em nanoparticulas de ouro (AuNPs) sobre a superficie de um eletrodo de diamante dopado com boro
(BDD) foi realizado. A transferéncia direta de elétrons deu-se a partir da enzima Tyr diretamente ligada as AuNPs.
Voltamogramas ciclicos resultaram em um par de picos redox bem definidos, correspondente a transferéncia eletronica
direta de Tyr (par redox Cu(l)/Cu(ll) presente no centro ativo da enzima), com o potencial formal de 0,442 V [vs.
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L*)] em solugdo de tampdo fosfato (pH 7,0). Pardmetros cinéticos como o coeficiente de
transferéncia de elétrons (o) e a constante aparente de transferéncia de carga (k) foram avaliados.O biossensor
desenvolvido foi utilizado com sucesso para a determinacgdo de fenol e guaiacol em daguas naturais por voltametria de
onda quadrada.

Palavras-chave: Biossensor de terceira geragdo, tirosinase, eletrodo de diamante dopado com boro, nanoparticulas
de ouro

INTRODUCAO

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) apresentam propriedades eletronicas, opticas e quimicas muito atraentes
para varias aplicagdes tecnoldgicas nas areas de nanoeletronica, sensores, otica e catalise . A eletrodeposicdo de
nanoparticulas metalicas é uma 6tima metodologia para a modificacdo de eletrodos, pois a taxa de deposi¢do pode ser
facilmente controlada via o potencial de eletrodo ou a densidade de corrente. Para a eletrodeposicdo de nanoparticulas
com tamanho e forma controlada é importante ter conhecimento da cinética da reagdo e do correspondente mecanismo
de eletrocristalizacdo. A eletrodeposi¢@o de nanoparticulas metalicas pode ser realizada com sucesso em diversos tipos
de materiais eletrodicos . As AuNPs possuem atividade biocatalitica, sendo consideradas um material importante para
a construcdo de biossensores, pois permitem a comunicagdo entre a enzima ¢ o eletrodo; portanto, espera-se que o uso
de AuNPs possa proporcionar uma melhora no desempenho de um eletrodo enzimatico para a detecgdo de fendis em
baixas concentragdes.

Fenodis sdo importantes poluentes ambientais mesmo em baixas concentragdes. A contaminagdo de solo e agua por
fenois é preocupante porque estes sdo compostos toxicos que podem causar varias doengas, entre elas o cancer. Esses
fenois sdo extensamente usados na industria madeireira, de tecidos e pesticidas. Muitos métodos tém sido propostos
para a determinagdo de fenois e pesticidas, entre eles, os métodos eletroanaliticos empregando biossensores baseados
em tirosinase, que t€ém apresentado boa eficiéncia para esse proposito . Baixas concentragdes de fendis podem ser
detectadas por meio do aumento da corrente quando houver transferéncia direta de elétrons; portanto, a construcdo de
um biossensor ¢ imprescindivel para se obter uma resposta efetiva entre a superficie do eletrodo e a enzima.

Eletrodos a base de carbono modificados com nanoparticulas de ouro tém sido extensivamente pesquisados
como substratos para eletroanalise . Neste contexto, os eletrodos de diamante dopado com boro (BDD) apresentam
propriedades bastante interessantes, como, por exemplo, corrente de fundo relativamente baixa, alta estabilidade
eletroquimica e robustez quimica e mecanica.

Portanto, visando a determinacdo de fenol e guaiacol em amostras de adguas naturais, neste trabalho ¢ descrito
o desenvolvimento de um biossensor utilizando tirosinase (Tyr) imobilizada em AuNPs eletrodepositadas sobre a
superficie de um eletrodo de BDD.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Preparacio do biossensor Tyr-AuNPs/BDD

Inicialmente, AuNPs foram eletrodepositadas sobre o eletrodo de BDD (filme depositado por CVD sobre p-Si)
aplicando um potencial de —0,4 V por 40 s, sendo que estes dois pardmetros foram previamente otimizados por
planejamento fatorial em 2 niveis. Entdo, o eletrodo de AuNPs/BDD foi modificado por imersdo em uma solu¢do aquosa
de cistamina 10,0 mmol L' por 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente, o eletrodo foi exaustivamente lavado com
solucdo de tampao fosfato (pH 7,0). Depois disso, o eletrodo de AuNPs/BDD foi imerso em glutaraldeido (GA) 2,5%
(v/v) por 2 h e novamente lavado com tampao fosfato. Finalmente, o eletrodo foi imerso por 2 h em uma solugao
contendo 1,0 mL de uma solucdo de tampao fosfato com 0,10 mg de tirosinase 15 kU e, em seguida, cuidadosamente
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lavado com solugdo de tampao fosfato (0,1 mol L', pH 7,0). Quando ndo utilizado, o biossensor Tyr-AuNPs/BDD
foi armazenado em solugdo de tampdo fosfato (pH 7,0) a 4 °C. As medidas eletroanaliticas foram executadas com um
potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT12 (Eco Chemie) gerenciado pelo programa computacional GPES
4.9. A determinagdo do pH das solugdes foi realizada com um pHmetro digital ORION, modelo EA 940. Utilizou-se
um sistema de trés eletrodos: o biossensor como eletrodo de trabalho, uma placa de Pt como eletrodo auxiliar ¢ um
eletrodo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L") como referéncia, ao qual todos os potenciais aqui relatados estéo referidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Biossensor Tyr-AuNPs/BDD

Na Figura 1sdo mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos para os eletrodos de BDD, AuNPs/BDD e Tyr-
AuNPs/BDD em solugdo de tampdo fosfato 0,1 mol L' a uma velocidade de varredura de 50 mV s'. Observou-se
que ndo ha diferenga significativa no perfil voltamétrico apresentado pelos eletrodos de BDD (A) e AuNPs/BDD (B).
Ha apenas um pequeno aumento da resistividade para o eletrodo de AuNPs/BDD, indicando que ndo ha problemas
na transferéncia de elétrons entre as AuNPs e o eletrodo de BDD. O eletrodo de Tyr-AuNPs/BDD exibiu um perfil
voltamétrico bem definido, com os picos catddico ¢ andédico de mesma magnitude em 1 e 225 mV, respectivamente.
Esses picos redox sdo atribuidos a reagdo redox do centro ativo (d&tomos de cobre) da enzima tirosinase, apresentando
uma diferenca entre os valores dos potenciais de pico anddico e catédico de AEp =224 mV e um potencial formal redox
de 112 mV. A presenga da enzima Tyr no biossensor pode proporcionar a transferéncia de elétrons, a partir de um lado
de seus tetrameros, possivelmente ligado a AuNPs/BDD, ocorrendo entdo a transferéncia direta de elétrons .
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Fig. 1. Voltamogramas ciclicos (v = 50 mV s™) para os eletrodos de DDB (A), AuNPs/DDB (B) e Tyr-AuNPs/DDB
(C) em tampdo de fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0).

O estudo realizado empregando o biossensor Tyr-AuNPs/DDB em diferentes velocidades de varredura de potencial
mostrou que a reacdo ndo ¢é controlada por difusdo, mas sim pela superficie, como esperado para sistemas com enzimas
imobilizadas. As correntes de pico anddica e catodica sdo linearmente proporcionais a velocidade de varredura (de 20
a 400 mV s7) indicando que a reagdo do eletrodo ocorre na monocamada redox . A partir das equagdes de Laviron ,
pode-se obter informagdes como coeficiente de transferéncia ¢ constante de transferéncia heterogénea para eletrodos
com essas caracteristicas. De acordo com os correspondentes processos anodico e catddico, o valor do coeficiente
de transferéncia de elétrons (a) calculado foi de 0,45. Baseado em um grafico AEp vs. log v, obteve-se um valor de
0,032 s7! para a constante aparente de transferéncia de carga (k), valor este proximo aos encontrados na literatura para
biossensores de tirosinase com transferéncia direta de elétrons .

Determinacio de fenol e guaiacol por voltametria de onda quadrada (SWYV)

Atirosinase ¢ uma enzima que, na presenca de oxigénio, converte compostos fendlicos em quinonas correspondentes.
Assim, as quinonas geradas podem ser reduzidas eletroquimicamente em potencial relativamente baixo. Portanto, a
corrente de pico catddica obtida por SWV aumenta com a concentragdo de fenol ou guaiacol, como observado na Fig.
2. Isto confirma que o biossensor Tyr-AuNPs/BDD apresenta excelente capacidade catalisadora para realizar a redugéo
de fenol e guaiacol.
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Fig. 2. Voltamogramas de onda quadrada do biossensor Tyr-AuNPs/BDD em tampéo de fosfato 0,1 mol L e na
presenga de fenol ou guaiacol 1,0 umol L.
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A otimizago dos pardmetros experimentais da SWV foi realizada utilizando uma solug@o de fenol 1,0 mmol L™
em solugdo de tampao de fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0). Posteriormente, a relagdo entre o aumento da intensidade da
corrente do pico de reducdo e as concentragdes de fenol e guaiacol foi examinada. O aumento da corrente de pico
catddica ¢ linearmente proporcional a concentragdo de fenol em um intervalo de concentragdo de 0,1 a 11,0 umol L,
com uma equagdo correspondente a Ip / uA =-0,014 + 1,7 [¢ / (umol L1)] e um coeficiente de correlagdo de 0,994.
Para o guaiacol, a corrente de pico catodica também aumenta de forma proporcional a concentragdo no intervalo de
0,1 29,9 umol L, apresentado uma equagdo correspondente a Ip / pA=-0,19 + 1,9 [¢ / (umol L )] e um coeficiente
de correlacao de 0,993. O limite de deteccdo obtido a partir da relagdo sinal/ruido foi de 0,07 pmol L', para fenol, e
0,09 umol L', para guaiacol. O biossensor apresentou um desvio padrdo relativo (RSD) de 4,2 % para o fenol ¢ 3,8 %
para guaiacol, para cinco medidas sucessivas de fenol e guaiacol na concentragdo de 1,0 pmol L'. A estabilidade do
biossensor foi investigada durante 30 dias através da sua resposta nas mesmas concentragdes dos analitos nos estudos
anteriores; assim, ap6s um més de ensaio, a resposta do biossensor diminuiu para 85 %, para o fenol, ¢ 87 %, para
guaiacol.

CONCLUSOES

A eletrodeposi¢ao de AuNPs sobre eletrodo de BDD foi realizada com sucesso, aplicando-se potencial de eletrodo
e tempo de deposicdo obtidos com o auxilio de um planejamento fatorial. A transferéncia direta de elétrons obtida
no biossensor Tyr-AuNPs/BDD foi atribuida ao uso das AuNPs e BDD. O sensor apresentou um um pico anddico e
um pico catddico, relacionados ao centro eletroativo da Tyr (cobre): par redox Cu(II)/Cu(l). A enzima tirosinase foi
efetivamente imobilizada sobre as AuNPs, resultando em um biossensor que exibe resposta rapida, alta sensibilidade
e estabilidade para a detec¢do voltamétrica de compostos fendlicos. Os resultados obtidos permitem concluir que o
eletrodo de BDD ¢ um substrato que oferece diversas vantagens, como estabilidade quimica e eletroquimica, sendo
um bom material para aplicagdo em biossensores. O uso de AuNPs eletrodepositadas sobre o eletrodo de BDD pode
ser uma alternativa interessante para imobilizar outras biomoléculas (trabalhos futuros). Finalmente, cabe destacar
que o biossensor Tyr-AuNPs/DDB foi aplicado para a determinag@o do teor de fenol e guaiacol em amostras de aguas
naturais, pelo método de adi¢do padrao, e os resultados obtidos foram satisfatorios.
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RESUMO: O presente trabalho descreve a construgdo de dispositivos microfluidicos a base de papel para separagdo
e detecgdo eletroquimica de acido ascorbico e dopamina visando andlises simples, rapidas e com custo reduzido. Os
canais de separagdo foram criados no papel através de um processo de impressdo com cera para delimitar as regioes
do dispositivo. Os eletrodos de ouro foram formados ao final dos canais através de um processo conhecido como
sputtering. O sistema de detec¢do eletroquimico foi caracterizado eletroquimicamente e empregado na detecg¢do dos
analitos. As propriedades de separacdo da coluna de papel foram avaliadas atraveés de inje¢oes de 500 nL de uma
solugdo contendo as espécies de interesse. Variaveis experimentais como tipo de papel, pH, composi¢do do eluente,
volume de amostra, tamanho e largura da coluna de papel foram avaliados e, nas condigoes de maior resposta, foi
possivel obter limites de detecgdo na ordem de 20 pmol L.

Palavras-chave: Detecgdo eletroquimica, microfabricagdo, papel, dispositivos simples, dopamina.

INTRODUCAO

Atualmente a Quimica Analitica tem concentrado inimeros estudos visando o desenvolvimento de dispositivos de
analise simples para as mais diversas aplicagdes. Parte dessa dedicacdo desde a década de 90 foi impulsionada pelo
crescimento acentuado da venda de kits para analises de “point-of-care” (POC). Esse tipo de analise é usualmente
descrita como auxiliar, proxima do paciente, remota e descentralizada, tornando possivel realizar testes clinicos em
salas de emergéncia, no escritorio ou até mesmo em casa [1]. Assim, o ponto de partida para tornar esse tipo de analise
atrativa ¢ a escolha do material que servira como plataforma de teste.

O papel é um material que apresenta inimeras vantagens para a constru¢do de dispositivos simples, como por
exemplo: 1) o papel € barato e fabricado praticamente em todo mundo a partir de fontes renovaveis e reciclaveis; ii) o
papel tem sido utilizado por muitos anos com sucesso como filtro; iii) facilmente impresso, revestido ou impregnado
com reagentes de interesse; iv) é biodegradavel e facilmente queimado; v) a sua estrutura porosa possibilita separagdes
cromatograficas e a construgdo de dispositivos microfluidicos de baixo custo [2].

Nos tltimos trés anos o papel tem se destacado como plataforma de trabalho para dispositivos microfluidicos.
Dispositivos microfluidicos a base de papel sdo baratos, portateis, de facil manuseio e geram resultados rapidos, assim,
esses dispositivos sdo uma 6tima alternativa para analises de POC em comparagdo com dispositivos baseados em
polimero ou vidro. As vantagens desses dispositivos despertaram o interesse de inimeros pesquisadores na busca
pelo acoplamento de novos sistemas de detec¢do para analises de POC em papel, como por exemplo, a detec¢do
eletroquimica [3].

Em 2009, Dungchai et al. descreveram um sistema eletroquimico de detecgdo para dispositivos a base de papel
utilizando eletrodos de carbono e prata construidos através do processo de silk-screen [3]. A detecg@o eletroquimica
¢ uma alternativa promissora para dispositivos & base de papel devido a sua possibilidade de miniaturizagédo,
portabilidade, baixo custo e alta sensibilidade. Outra vantagem adicional da detecgdo eletroquimica é a simplicidade
da instrumentag@o resultando em um baixo consumo de eletricidade para analises em campo.

Assim, 0 objetivo desse trabalho visa o desenvolvimento de um dispositivo microfluidico de separagdo a base de
papel com detecgdo eletroquimica. Para ilustrar a aplicag@o do dispositivo foi realizada a separacdo de acido ascorbico
e dopamina em papel trocador cationico e detec¢do com eletrodos de ouro depositados sobre o papel. A dopamina
(DA) e o 4cido ascorbico (AA) sdo compostos de grande importancia bioldgica e neuroquimica e eles estdo, na maioria
das vezes, presentes juntos em sistemas bioldgicos. No entanto, ambas as espécies se oxidam em potenciais muito
proximos em eletrodos convencionais dificultando a analise [4]. Dessa forma, fica evidente que a construgdo de um
dispositivo microfluidico de baixo custo e com consumo de amostra reduzido ¢ de suma importancia para analises
clinicas rapidas desses compostos.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente, canais de 50 mm de comprimento e com largura de 1 — 5 mm foram desenhados utilizando o
programa Core]DRAW X5. Com o desenho estabelecido, folhas de papel Whatman No. 1 e trocador cationico P81
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foram colocadas em um impressora Xerox phaser que possui cera na formulagdo da tinta. Os canais foram impressos
nas folhas e em seguida tratados termicamente a 110 °C por cerca de 2 minutos em uma chapa de aquecimento.

Apos a construgdo dos canais, foi construida uma mascara em cobre com capacidade para trés eletrodos. Para a
construgdo do sistema de deteccdo eletroquimico a mascara em cobre foi posicionada sobre a superficie do papel de
modo que os contatos fossem estabelecidos na por¢ao hidrofobica e os eletrodos na porg¢ao hidrofilica. Em seguida,
um filme de ouro de aproximadamente 200 nm foi depositado sobre a superficie do papel através de um processo
conhecido como sputtering utilizando uma pressdo de base de 2x10° mbar e pressdo de deposi¢do de 4x10° mbar. A
deposi¢ao do filme foi controlada em fung¢do do tempo por uma balanga de quartzo.

As medidas eletroquimicas foram feitas em um potenciostato/galvanostato modelo PGSTAT 12 da Eco Chemie. O
dispositivo microfluidico de separagio contendo os trés eletrodos em ouro foi utilizado para as medidas eletroquimicas,
Figura 1(a). As solugdes de dopamina e acido ascorbico foram preparadas diariamente e todos os reagentes utilizados
foram de grau analitico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

AFig. 1(a) mostra uma foto destacando a regido de deteccdo eletroquimica com os trés eletrodos de ouro depositados
sobre o papel, e também, as regides hidrofobicas que delimitam o caminho da amostra e do eluente pelo dispositivo.
Apds a construcdo dos eletrodos, a técnica de voltametria ciclica foi utilizada para fazer a caracterizacdo eletroquimica
dos eletrodos de ouro. Como pode ser observado na Fig.1(b), os eletrodos de ouro apresentam um perfil eletroquimico
similar aos eletrodos convencionais desse mesmo metal, onde em ~0,1 V vs. Au pode ser observado um pico de
reducdo referente a redugdo do 6xido de ouro formado na superficie. O pseudo eletrodo de referéncia de ouro apresenta
um deslocamento catoédico de potencial de 203 e 244 mV em relagdo aos eletrodos de calomelano saturado (ECS) e
Ag/AgCl, respectivamente, Fig. 1(c). Posteriormente, foi avaliado o efeito da velocidade de varredura (v) na resposta
eletroquimica dos eletrodos. Como pode ser observado na Fig. 1(d), as correntes de pico (Ip) para ambos 0s processos
aumentaram em funcdo do aumento de v. Gréficos de Lovs. v2 foram plotados e apresentaram um comportamento
linear, indicando que o processo redox ¢ controlado pela difusdo das espécies eletroativas até a superficie do eletrodo
de ouro. A partir dos coeficientes angulares dos graficos de Lovs. v2 foram calculados os coeficientes de difusdo da
sonda redox. Os valores encontrados foram aproximadamente seis vezes menores quando comparados com resultados
obtidos em sistemas eletroquimicos convencionais. A razdo para essa diminui¢do pode ser atribuida devido a presenca
das fibras de celulose, dificultando a difusdo das espécies até a superficie dos eletrodos.

Figura 1: (a) Foto destacando o sistema de deteccdo eletroquimico com os trés eletrodos, contra eletrodo (C.E.),
eletrodo de trabalho (E.T.) e eletrodo de referéncia (E.R.). (b) Voltamograma ciclico em tampao NaH PO,/Na HPO,
0,1 mol L™'. Voltamogramas ciclicos em KCI 0,1 mol L' contendo Fe(CN)** 5 mmol L' para diferentes eletrodos de
referéncia (c) e alterando a velocidade de varredura (d).

Apos a caracterizagdo eletroquimica dos eletrodos de ouro, foram feitos estudos para verificar propriedades de
separacdo da coluna de papel. Assim, foram estudados os papéis n°.1 e P81 da WHATMAN. Apos injegdoes de uma
mistura contendo 1 mmol L' de dopamina e acido ascorbico foi observado somente um pico cromatografico utilizando
o papel no.1. Por outro lado, com o papel P81 pode ser observado um processo de separacdo em nivel de linha de base
para os analitos utilizando como eluente uma solugio tampao acetato 0,1 mol L! pH 5,0 (Fig. 2(a)).
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Figura 2: (a) Cromatograma em papel ap6s inje¢do de 500 nL de uma solugdo contendo AA e DA a 12 mm do E.T.
(b) Injegdes de 500 nL de uma solucdo padrdo contendo uma mistura DA e AA em diferentes distancias em relacdo ao
E.T., a) 3 mm, (b) 7 mm, (c) 12 mm, (d) 17 mm e (¢) 22 mm. Condi¢des: eluente tampdo acetato 0,1 mol L' pH 5,0.
E = 0,4 V vs. Au. Papel WHATMAN P81 com largura do canal de 2,0 mm. Padrdes: DA e AA 1 mmol L cada. As
setas indicam o tempo no qual foram feitas as inje¢des dos padrdes.

O papel P81 apresenta grupos trocadores catidnicos derivados de acidos fortes e fracos que interagem com a
molécula de DA fazendo com que ela apresente um tempo de retengdo maior do que o AA. O efeito desses grupos
trocadores na separag@o pode ser facilmente visualizado nos cromatogramas ilustrados na Fig. 2(b). Inje¢des mais
distantes do detector de uma solugdo contendo AA e DA favorecem o processo de separagdo. Buscando o menor tempo
de analise e uma separa¢do em nivel de linha de base a distancia de 12 mm foi selecionada. Além desses pardmetros,
pH do eluente, volume de amostra e largura dos canais foram avaliados ¢ as maiores respostas foram observadas em
pH 5,0, 500 nL e 2 mm, respectivamente. As condi¢des de maior resposta foram selecionadas e utilizadas na construgao
da curva analitica, a qual apresentou uma faixa linear de 0,05 até 2,0 mmol L' para ambos os analitos. Os limites de
detecgdo ficaram na ordem de 20 umol L. O coeficiente de variacdo (n = 3) para adi¢des de AA e DA 1 mmol L cada
foi menor que 4,0 %.

O dispositivo proposto ¢ uma ferramenta analitica simples, portatil e com baixo consumo de amostra, sendo assim, uma
alternativa muito atraente para analises rapidas em locais de necessidade.
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RESUMO: Neste trabalho, desenvolveu-se um biossensor para a detec¢do de compostos fenolicos baseado em diferentes
materiais de carbono nanoestruturados, sendo esses, amostras de xerogeis modificadas com melamina e ureia, xerogel
padrdo sem modificagdo, nanotubo de carbono e grafite. Empregou-se como material biologico, a enzima peroxidase
obtida a partir do extrato vegetal de abobrinha. A otimiza¢do do biossensor amperométrico (utilizando como matriz
nanotubo de carbono) foi avaliada através de voltametria ciclica. Foram investigados a quantidade de enzima, pH,
tampdo e concentragdo de peroxido de hidrogénio sendo possivel observar uma maior sensibilidade para o biossensor
preparado na presenca de 10 UL de extrato enzimdtico por mg de material, quando as medidas eletroquimicas eram
realizadas em meio de solu¢do tampdo fosfato pH 6,5, contendo 10 umolL™' de peroxido de hidrogénio. A utilizagdo de
fontes naturais para a extragdo de material biologico é bastante atrativa, tornando a andlise extremamente vantajosa
economicamente.

Palavras-chave: Biossensor amperométrico, nanotubo de carbono, compostos fenolicos, peroxidase.

INTRODUCAO

Atualmente devido aos graves e variados poluentes presentes no meio ambiente um crescente investimento em
pesquisa na area de desenvolvimento de dispositivos para o monitoramento ambiental vem sendo observado. Ou seja,
o desenvolvimento de metodologias de determinagdo e quantificacdo de diversas substancias com rapidez, seletividade
e sensibilidade ¢ uma tendéncia da area de pesquisa em quimica ambiental. Todas estas caracteristicas sdo encontradas
nos biossensores, que apresentam possibilidade de deteccdo de substancias em tempo real, preservando ao maximo
as condig0es reais existentes na natureza. Além disso, possuem baixo custo de constru¢do e estocagem, facilidade de
automacao com a construcdo de equipamentos simples e portateis [1].

No que tange ao aspecto ambiental, sabe-se que os compostos fenodlicos sdo amplamente distribuidos no meio
ambiente, proveniente de processos industriais como, por exemplo, plésticos, tintas, fAirmacos, pesticidas, resinas,
antioxidantes e, principalmente, papel e celulose, alem disso, pertencem a uma classe de substincias quimicas
caracteristica com diferentes e importantes implicagdes em areas distintas do conhecimento, com destaque para o
campo da medicina e ambiental. Devido aos riscos para a satide e para o meio ambiente causados pela exposi¢cdo aos
compostos fenolicos toxicos, existe um consenso universal a respeito da necessidade de monitoramento continuo
destes contaminantes nos cursos de dguas naturais e nos inimeros efluentes industriais descarregados nestes recursos
hidricos [2].

A determina¢do de compostos fendlicos é efetuada principalmente por meio de técnicas espectrofotométricas
e cromatograficas [3]. No entanto, a versatilidade das técnicas eletroquimicas e os menores limites de deteccao
comumente obtidos em relag@o as espectrométricas, bem como seus baixos custos de aquisi¢do quando comparados
as técnicas cromatograficas fazem com que sejam amplamente aplicadas na determinacdo de compostos fenolicos.
Assim, devido as suas caracteristicas Unicas, tais como: seletividade; relativo baixo custo de construg@o e estocagem;
potencial para miniaturizacdo; facilidade de automagao e constru¢do de equipamentos simples e portateis para uma
analise rapida de monitoramento “on line”, os sensores eletroquimicos representam uma ferramenta promissora para
suplementar as técnicas existentes.

O objetivo deste trabalho foi a preparagdo de um biossensor usando como suporte diferentes materiais de carbono, e
o extrato de abobrinha como fonte natural enzimatica de peroxidase para a determinacao da concentra¢do de compostos
fendlicos em amostras ambientais.

PARTE EXPERIMENTAL

1. Obtencgédo do extrato bruto

Apds lavagem e secagem, 100,0 g de abobrinha (Cucurbita pepo) descascada sdo picados e homogeneizados
em um liquidificador com 200 mL de tampao fosfato 0,1 mol.L"!' (pH 7), contendo 10,0 g de agente protetor (PVP:
polivinilpirrolidona) por 5 minutos. Em seguida, o homogenato ¢ filtrado em quatro camadas de gazes e centrifugado a
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3450 r.p.m. durante 20 min. A solugdo sobrenadante ¢ armazenada em refrigerador a 4°C e usada como fonte enzimatica
da peroxidase.

II. Caracterizacio da atividade enziméatica

I1.1 Extracao das enzimas e medida da atividade

A atividade da enzima ¢ determinada por meio de espectroscopia de UV/Visivel medindo-se a variagdo de
absorbancia (470 nm) do tetraguaiacol (molécula sonda) formado na reagdo enzimatica. O equipamento usado foi
o especfotometro Cary 50 da Varian. Nessa determinacdo sdo usados 0,2 mL da solugdo sobrenadante, 2,7 mL da
solugdo de guaiacol 0,05 mol.L! preparado em tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 7 ¢ 0,1 mL da soluc¢do de peroxido de
hidrogénio a 25°C. Uma unidade de atividade (UA) ¢ definida como a quantidade de enzima que causa o aumento de
0,001 unidades de absorbancia por minuto nas condi¢des mencionadas. Neste trabalho, os resultados da atividade do
material bruto (abobrinha) obtidos foram apresentados em Unidades/mL.

II.2 Imobilizacdo do extrato enzimatico nas amostras de carbono — atividade da enzima no eletrodo de
trabalho

Os biossensores preparados a base dos diferentes materiais carbonaceos (nanotubo de carbono, xerogéis e grafite)
foram preparados homogeneizando 10,0 mg de cada material ¢ 50 pL. de extrato enzimatico por 20 minutos. Depois
adicionou 25 pL de nujol a mistura e homogeneizou por 15 minutos. A pasta obtida foi introduzida numa cavidade
presente no eletrodo de trabalho.

Na avaliagdo da atividade da enzima imobilizada os eletrodos foram mergulhados numa cubeta com 2,5mL
de solugdo de peroxido de hidrogénio na concentragdo de 4x10° mol/L e em intervalos de cinco minutos foram
adicionados 100uL de solug¢do de Hidroquinona na concentragdo 0,202 molL"!, durante 30 minutos. Para o branco a
medida de absorbancia é realizada na auséncia do material bioldgico imobilizado. Neste método mede-se o aumento da
absorbancia a 470nm da p-quinona formada pela reag@o da hidroquinona com o perdéxido de hidrogénio catalisado pela
peroxidase imobilizada no biossensor. As medidas foram feitas em duplicata e realizadas em um espectrofotometro
UV-visivel (Cary 50 da Varian).

III1. Preparacio do eletrodo de trabalho (biossensor)

Os biossensores foram preparados homogeneizando 10,0 mg de nanotubo e 100 pL. de extrato enzimatico (6.809
unidades/mL/g) por 20 minutos. Depois adicionou 30 pL de nujol a mistura ¢ homogeneizou por 15 minutos. A pasta
obtida foi introduzida numa cavidade presente no eletrodo de trabalho.

As medidas eletroquimicas foram realizadas num potenciostato modelo PGSTAT302N com o emprego de uma
célula eletroquimica de 3 eletrodos. O eletrodo Ag/AgCl foi empregado como referéncia, e uma espiral de platina como
o eletrodo auxiliar.

IV. Otimizac¢ao do biossensor

Para a otimizag@o do biossensor foram realizados os seguintes estudos: Avaliagdo da sensibilidade do biossensor
preparado com pasta de diferentes materiais de carbono; Efeito da concentragdo do extrato enzimatico; Estudo da
influéncia da concentragdo do peroxido de hidrogénio; Efeito do pH e Efeito da composigdo da solugdo tampao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 8 extratos enzimaticos a partir de fonte natural (abobrinha) em meio de tampao fosfato 0,1 molL", na
presenca de agente protetor utilizado para separar compostos fendlicos naturais do extrato enzimatico. Comparando os
resultados apresentados na tabela 1, observou-se que o Extrato Enzimatico 7 apresentou maior atividade. A diferenca
entre os valores de atividade enzimatica apresentados deve-se ao fato de que as fontes naturais, apresentam origens
distintas e foram obtidas em épocas diferentes.

Tabela 1: Atividade enzimatica dos extratos brutos, obtidas por meio de medidas realizadas no espectrofotometro UV-
visivel (Cary), utilizando o comprimento de onda de 470nm.

Amostras Atividade (unidades/mlL)

Extrato enzimatico 1 553

Extrato enzimatico 2 701
Extrato enzimatico 3 540
Extrato enzimatico 4 930
Extrato enzimatico 5 1.668
Extrato enzimatico 6 824
Extrato enzimatico 8 2.044

A atividade enzimatica do extrato imobilizado foi determinada de acordo com procedimento descrito no item II.2.
Observou-se que a maior atividade enzimatica foi obtida quando o extrato enzimatico foi imobilizado sobre o nanotubo
de carbono, e isso se deve a alta capacidade de adsorcdo apresentada por este material, por moléculas grandes como
as enzimas.
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Outro ponto importante no desenvolvimento de um biossensor € o conhecimento da melhor quantidade de
material biologico a ser utilizada. Foram preparadas varias pastas de NTC com diferentes quantidades de extrato
enzimatico (uL de extrato por mg de pasta de NTC) no intervalo de 3 a 12 uL e a melhor sensibilidade foi obtida com
10 pL de extrato por mg de NTC. Acima desta concentrag@o, provavelmente ocorre lixiviagdo do material biologico
para a solugdo de trabalho, aliado a perda de estabilidade do biossensor desenvolvido.

Outros parametros estudados foram: influéncia da concentragdo de perdxido de hidrogénio, estudo de pH, e efeito
tampao.

A Figura 1 apresenta os Voltamogramas Ciclicos obtidos nas condi¢des operacionais previamente otimizadas. Para tal,
empregou-se o biossensor proposto (preparado em matriz de Nanotubo de Carbono) em solugdo tampao fosfato
0.1mol/L, pH 6,50, a qual continha solu¢des do analito (pirocatecol) no intervalo de concentragio de 6,7x107 a 6,5x10
¢ mol L.

250 4

Branco
B,7%10"moliL de Pirocatecol

200 1,3010°maliL de Piracatecol
2,061 0 maliL de Pirocatecal
2,7%10°moliL de Pirocate cal
3,2010°moliL de Pirocate cal
4,00107moliL de Piroc atecol
461107 maliL de Piracatecol
5,26 10°moliL de Pirocatecal
5,8010°moliL de Pirocatecal
6,510 maliL de Pirocatecol

150 4

100 4

-50 4

-100 4

150 . ; . ; . ; .
04 02 0.0 032 04 08

E/V (vs. Ag/AgCI)

Figura 1: Voltamogramas ciclicos obtidos com o biossensor preparado com pasta de nanotubo de carbono, em solugéo
tampao fosfato 0.1mol/L, pH 6,50 contendo 10 uL do extrato enzimatico. pE = 0,1 a 0,6 V vs. Ag/AgCl com p = 50
mV s,

O biossensor proposto apresentou uma sensibilidade excelente em um intervalo de resposta de 0,6 a 6,5 [imol
L, a qual foi ajustada pela equacdo: Aj (WA em?) = -3,5 (£0,9) + 31,9(£0,5) [pirocatecol] (umol L), =0.9993 para
n=10, limite de detec¢do em torno de 6,7x10° mol L' e o limite de quantificagdo de 2,2x10-° mol L. Estes valores sdo
superiores aos apresentados na literatura [1].

CONCLUSAO

A atividade enzimatica obtida a partir da fonte natural (abobrinha) apresentou baixa atividade e pouca estabilidade
comparada com resultados prévio da literatura, porém este extrato ainda pode ser utilizado na imobilizagdo sobre os
diferentes materiais empregados.

Na otimizagao do eletrodo de trabalho utilizando como parametro de avaliacdo a sensibilidade obtida, os melhores
resultados foram obtidos empregando nanotubo de carbono como matriz. A otimiza¢do dos pardmetros operacionais
indicou que o melhor desempenho ocorreu quando o dispositivo era preparado com 10 [JL do extrato enzimatico por
mg de NTC, além disso, o melhor eletrolito suporte foi a solugdo tampao fosfato pH 6,5, contendo 10 pmolL"' de
peroxido de hidrogénio.

Estes estudos comprovaram que a matriz de nanotubo de carbono ¢ um 6timo ambiente para imobilizacdo de
compostos bioldgicos, pois a sensibilidade e a estabilidade foram bem maiores quando comparadas com outras
matrizes (grafite em po e xerogéis de carbono). Isto justifica o emprego destes novos materiais nanoestruturados que
além de boas matrizes de suportes sdo também 6timos transdutores com excelentes perspectivas no desenvolvimento
da eletroanalise. Além disso, a utilizagdo de fontes naturais para a extracdo de material bioldgico ¢ bastante atrativa,
uma vez que, esse procedimento pode tornar a analise extremamente vantajosa do ponto de vista econdémico.
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MONOCAMADAS AUTO-ORGANIZADAS BINARIAS: UMA NOVA
ESTRATEGIA PARA AUMENTAR SENSIBILIDADE EM BIOSSENSORES
AMPEROMETRICOS

Cancino, J."?, Razzino, C.!, Zucolotto, V.2 e Machado, S.A.S.!

Tnstituto de Quimica de Sdo Carlos, Sdo Carlos - SP - Brasil; Instituto de Fisica de Sdo Carlos,
Sdo Carlos - SP - Brasil, Universidade de Sao Paulo. jucancino@igsc.usp.br

RESUMO: A proposta de um novo dispositivo bioeletroquimico enzimdtico eficiente, na qual a enzima acetilcolinesterase
imobilizada sobre monocamada auto-organizada bindria [self-assembled monolayers (SAM )] constituida dos
alcanotidis acido 11-mercaptoundecandico (AMU) e 2-mercaptoetanol (C,OH) em eletrodo de ouro foi avaliada. O
desempenho dos eletrodos modificados frente a hidrolise da acetiltiocolina foi investigado via voltametria ciclica e
medidas amperométricas, revelando um rapido aumento na corrente catodica com pico bem definido com a adigdo
de acetiltiocolina na solugdo eletrolitica. O biossensor amperométrico desenvolvido com a plataforma bindria de
alcanotidis mostrou uma linearidade frente ao pesticida carbaril na regido de concentragdo entre 0 a 1,75x10°
mol L. Os valores dos limites de detec¢do e quantificagao foram de LD=3,45x10"" mol L' e LQO=1,15x10" mol
L, respectivamente. Utilizando a equagdo cinética e Michaelis-Menten calculou-se um K, de 0,62x10° mol L,
indicando que a arquitetura empregada possui grande vantagem no desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos
para aumentar/melhorar as propriedades cataliticas de enzimas.

Palavras-chave: Alcanotiois; Biossensor Amperométrico;, Monocamadas Auto-Organizadas, Acetilcolinesterase.

INTRODUCAO

Com os avangos provenientes da nanociéncia ¢ nanotecnologia em estudos para aplicagdo em medicina e areas
correlatas, mudangas ocorreram em diversas areas da pesquisa, entre elas a eletroquimica. A fim de se adequar a essas
mudangas, surge a subarea bioeletroquimica, que se preocupa em estudar processos de transferéncia de carga entre
biomoléculas e transdutores. No entanto, o maior desafio é conseguir reproduzir efeitos bioldgicos de biomoléculas
fora do seu ambiente natural, sem que afetem propriedades importantes como: sitios cataliticos, estrutura molecular e
atividade enzimatica [1].

Com o intuito de estabelecer uma nova arquitetura na construgao de biossensores que pudesse contornar os problemas
existentes ao uso de mediadores e reticulantes, foi utilizada uma nova plataforma a base de monocamadas bindria de
alcanotidis, as quais apresentaram bom desempenho ao transporte de cargas, ainda ndo aplicado a biossensores. As
propriedades estruturas promovidas pela mistura de dois alcanotidis de diferentes tamanhos, faz com que a estrutura
em formato de ilhas seja um condutor eficiente [2]. Nesse caso, os alcanotidis de cadeia carbonica curta agem como
intermediarios da transferéncia eletronica entre a molécula da enzima e a superficie do eletrodo, enquanto o alcanotiol
de cadeia carbonica longa age como suporte enzimatico.

Para que a nova arquitetura pudesse ser aplicada, a escolha da enzima modelo foi realizada de acordo com
suas propriedades fisico-quimicas [3]. Nesse caso, a enzima acetilcolinesterase (AChE) foi escolhida devido as
suas caracteristicas de carga ja conhecidas da literatura; além de ser amplamente utilizada no desenvolvimento de
biossensores amperométricos baseado no modelo de inibi¢ao da atividade da enzima para determinacdo de pesticidas
[4]. Nesse trabalho, um arranjo de microeletrodos formados pela mistura binaria de alcanotioéis foi utilizado para
aumentar a transferéncia eletronica através dos alcanotiois de cadeia menor enquanto os alcanotidis de cadeia maior
promoviam suporte para a estrutura enzimatica AChE. As propriedades eletronicas da enzima e do eletrodo modificado
promoveram as intera¢des necessarias. Devido a simplicidade e robustez inerente do sistema enzimatico, a nova
plataforma para biossensores foi aplicada nesse sistema, a fim de avaliar se era possivel ou ndo essa nova abordagem
na construg@o de biossensores sem o uso de mediadores e/ou reticulantes quimicos.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os alcanotidis acido 11-mercaptoundecanoico e 2-mercaptoetanol, a enzima acetilcolinesterase (E.C. 3.1.1.7, tipo
VI-S, 425,94 U mg™) tipo Electrophorus electricus (enguia elétrica) e o substrato iodeto de acetiltiocolina (ATT) foram
obtidos da Sigma-Aldrich. O pesticida Carbaril com 99% de pureza, da Bayer.

Apos limpeza eletroquimica, os eletrodos eram imersos em solugéo etandlica 1.0x10 mol L do alcanotiol por 2
horas. A modificagdo da superficie de ouro com a SAM . foi conduzida pela imersdo por 2 horas do eletrodo de ouro
em solug¢do etandlica contendo uma mistura dos alcanotidis nas concentragdes 1x10-° mol L' 11-AMU e 1,2x10* mol
L' C,0H. Apos a formagio das SAM, os eletrodos foram imersos em solugdo 1mg ml* da enzima AChE deixando a
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adsorg¢ao da enzima ocorrer por aproximadamente 12 horas. Em seguida, os eletrodos foram armazenados em solugéo
tampao pH=6,5 antes da sua utilizagdo.

O desempenho do biossensor foi avaliado pelo método de inibicdo frente ao pesticida carbaril. Para isso, diferentes
concentragdes do pesticida foram utilizadas na incubag@o do biossensor em uma cela de incubag@o. Uma solucdo
estoque de carbaril em acetonitrila com concentragdo 1,0x102 mol L™ foi utilizada nas adigdes na cela de incubagio de
10 mL em PBS pH 6,5. Os experimentos amperométricos foram conduzidos em cela eletroquimica contendo solugéo
3,0x107° mol L™ de ATI preparado diretamente em 10mL de PBS pH 6.5. O biossensor Au/SAM . /AChE foi testado
pela curva amperométrica i-t em potencial de 300 mV (versus Ag/AgCIl/KCI). O limite de detec¢do foi determinado
considerando a variagdo padrdo de 10 medidas amperométricas da solu¢do do branco (S;) e a inclinagdo da curva
analitica como LD=3S_/b, de acordo com as normas da [UPAQ [5].

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nessa nova abordagem um arranjo de microeletrodos formados pela mistura binéria de alcanotitis foi utilizado para
aumentar a transferéncia eletronica através dos alcanotiois de cadeia menor enquanto os alcanotidis de cadeia maior
promoviam suporte para a estrutura enzimatica [4,11]. O método ¢ baseado na combinag@o das cargas que os grupos
da superficie do eletrodo e da estrutura enzimatica possuem. O comportamento eletroquimico do novo transdutor para
biossensor foi investigado por voltametria ciclica com os eletrodos de Au, Au/SAM . e Au/SAM . /AChE.

Figura 1. Voltamogramas ciclicos dos biossensores Au/SAM,_ . /AChE e Au/C,0OH/AChE em ATI 3,0x10~ mol L' em
PBS pH=6,5. Inset (—) biossensor construido com monocamada de C,OH e (---) biossensor com monocamada de AMU
nas mesmas condi¢Ges anteriores. Velocidade de varredura: 50 mV s

A Figura 1 mostra a diferenca no comportamento das trés arquiteturas. O voltamograma vermelho mostra o pico
de oxidagdo da tiocolina, hidrélise do produto da ATI, catalisada pela enzima AChE imobilizada sob Au/SAM . . A
corrente de pico, 1,23x107 A, é muito maior, cerca de 10 vezes, comparado aos biossensores construidos com um
alcanotiol. Além disso, o potencial de oxidagdo para o biossensor Au/SAM . /AChE desloca negativamente comparado
aos outros biossensores. Esse comportamento ¢ relacionado a presenga dos arranjos de microeletrodos que a mistura
dos alcanotidis promove, esse resultado mostra uma plataforma condutiva para a transferéncia eletronica, além de
promover a reagdo em potencial mais baixo do que as estruturas simples. Comparando os valores de correntes do
pico da oxidagdo da tiocolina quando a enzima ¢ imobilizada em uma plataforma mista de alcanotidis, tem-se um
valor de corrente de 1,23x10° A, cerca de dez vezes maior que quando a AChE ¢ imobilizado apenas em C,OH,
onde a corrente possui um valor de 1,46x10¢ A. Esta diferenca pode estar relacionada com a transferéncia de massa,
por difusdo esférica semi-infinita, caracteristico de microeletrodos, assim como com a orientagdo da enzima quando
adsorvida em um plataforma de alcanotiois de cadeia carbonica longa. Ja para a superficie totalmente recoberta com
alcanotidis de cadeia curta, normalmente a enzima fica pouco orientada devido a baixa compatibilidade geométrica
com a monocamada. Esta caracteristica ¢ bem discutida na literatura.

Utilizando o método de Lineweaver-Burk foi possivel calcular o K_* do biossensor. O valor encontrado de K *®
= 0,62x10”* mol L' para o biossensor Au/SAM . /AChE ¢ relativamente baixo, comparado a 1,74x10~* mol L' valor
encontrado na literatura [6]. Isso implica que o eletrodo apresenta uma configuragéo ideal para que a enzima catalise
eficientemente a hidrolise da AT, isto é, a enzima esta operando em alta capacidade catalitica. A imobilizagdo da enzima
AChE no eletrodo modificado pela mistura binaria de alcanotiois exibiu uma excelente atividade eletrocatalitica para a
oxidagdo da tiocolina sem adi¢@o de mediadores de elétrons. A resposta catalitica mostrou dependéncia linear para ATI
entre as concentragdes 0 a 2,5x10~* mol L. O valor da constante aparente de Michaelis-Menten calculada foi de K *°
=0,62x103 mol L', mostrando uma alta afinidade.

Uma série de experimentos foi realizada envolvendo medidas da resposta do biossensor Au/SAM . /AChE antes e
apos incubacdo na solucdo do pesticida com diferentes concentragdes. A relagdo entre a porcentagem de inibicdo, 1%,
¢ a concentragdo do pesticida com variagéo entre 0 a 1,75x10¢ mol L' ¢é apresentada na Figura 2.
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Figura 2. Curva analitica da inibigdo da AChE frente o pesticida carbaril em concentrag¢des de 0,25 a 1,75x10 mol L™!
em PBS pH =6,5.

Observa-se que a concentracdo do pesticida e a inibi¢do da resposta enzimdtica aumentam de maneira linear,
com porcentagens de inibi¢ao variando de 12,4% a 97,3%. A curva linear correspondente ¢ y = 5,73.107x - 3,62 com
coeficiente de correlagdo de 0,9678. O limite de deteccdo foi determinado considerando a variagdo padrdo de 10
medidas amperométricas da solugdo do branco (S,) e a inclinagdo da curva analitica como LD=3S_/b, de acordo com
as normas da TUPAQ [5]. O desvio padrio obtido da média aritmética das correntes de 10 brancos foi de S =6,59x10*
A. Os limites de detecgdo e quantificacdo calculados foram de LD=3,45x10"' mol L"! e LQ=1,15x10° mol L'} (b =57,3
pA pmol” L) respectivamente. Os valores encontrados para o biossensor Au/SAM . /AChE sdo menores comparado
aos descritos na literatura, indicando que a nova arquitetura proposta neste trabalho ¢ eficaz.

CONCLUSOES

Nesse trabalho foi utilizada uma estratégia simples para obter um transdutor eletroquimico eficaz para imobiliza¢ao
de enzimas, baseado em monocamadas auto-organizadas binarias produzidas a partir de dois alcanotidis em eletrodo de
ouro. Para esse estudo a enzima acetilcolinesterase foi utilizada como enzima modelo. O desempenho do eletrodo com
anova arquitetura frente a hidroélise da ATI foi investigada via voltametria ciclica e medidas amperométricas, revelando
um rapido aumento na corrente catddica com pico mais definido quando ATT foi adicionado a solugdo eletrolitica.

A hidrolise da tiocolina pode ser detectada a 310 mV (Ag/AgCl/KCl), em PBS pH 6,5, com um valor da constante
de Michaelis-Menten aparente de K, = 0,62x 10~ mol L. O valor baixo da constante sugere que a arquitetura
empregada nesse trabalho oferece um ambiente favoravel para a enzima operar com alta atividade catalitica. Os valores
de LD=3,45x10""mol L' e LQ=1,15x10? mol L"! representam a alta sensibilidade que o transdutor oferece para a reagéo
enzimatica. Assim, a principal contribui¢ao desse trabalho foi desenvolver uma nova plataforma nanoestruturada,
tendo em vista o entendimento dos processos de transporte de carga em SAMs mistas e sistemas biologicos.
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RESUMO: Eletrodos de diamante dopado com boro (DDB) modificado diretamente pelo método Sol-gel com oxido
metdlico, especificamente com PbO, foi desenvolvido para andlise de carbaril, utilizando voltametria de onda
quadrada. A caracterizagdo eletroquimica mostrou que o eletrodo DDB foi modificado com PbO, e que o pré-tratamento
favoreceu a adsor¢do de espécies envolvidas na reagdo de desprendimento de oxigénio. O limite de detec¢do para o
eletrodo PbO /DDB na andlise de carbaril foi aproximadamente duas vezes menor que o encontrado para o eletrodo
DDB sem modificag¢do, demostrando que a presenca de oxido de chumbo na superficie do eletrodo DDB apresentou
vantagens no sinal analitico do carbaril.

Palavras-chave: Diamante Dopado com Boro, PbOz, Sol-gel, Carbaril.

INTRODUCAO

Os filmes de diamante dopado com boro (DDB) tém sido largamente utilizados como material eletrodico em estudos
eletroanaliticos [1-3], uma vez que possuem uma extraordinaria estabilidade quimica, baixas correntes capacitivas
em um extenso intervalo de potencial e boa reprodutibilidade dos resultados, se devidamente pré- tratados [4,5].
Aproveitando-se dessas qualidades, varios autores utilizam eletrodos DDB para estudar a oxidagdo ou combustdo
eletroquimica de compostos organicos especialmente para o tratamento de aguas residuais [6,7].

O método Sol-gel permite a sintese de uma ampla gama de composi¢des ¢ propriedades que podem ser facilmente
obtidas variando os precursores, os parametros de deposicdo ¢ as condigdes do tratamento térmico de densificacdo
(temperatura, tempo ¢ atmosfera) [8]. Outra vantagem do método Sol-gel é a possibilidade de produzir 6xidos metalicos
multicomponentes bastante homogéneos com uma elevada pureza e a facilidade do controle da estequiometria [9], que
sdo dificeis de serem preparados por outras técnicas. O método Sol-gel tem sido utilizado no nosso grupo de pesquisa
com o intuito de produzir recobrimentos contra a corrosdo [9] e de materiais eletrocataliticos para as reacdes de
decomposigdo da agua [10]. A possibilidade de utilizagdo de alkdéxidos como precursores e densificados em atmosfera
isenta de oxigénio foi reportada inicialmente pelo nosso grupo [11] ¢ os depdsitos assim formados mostram excelente
qualidade e pureza, ja que estes alkoxidos contém quantidades suficientes de oxigénio para a formagdo de oxidos
metalicos. Essa metodologia permite a deposi¢do de 6xidos metalicos pelo método Sol-gel em substincias que sdo
reativas com o oxigénio.

O carbaril (1-naftil N-metilcarbamato) ¢ um inseticida usado para o controle de pragas em vérias culturas como
abacaxi, algoddo, magd, tomate, entre outras, além do uso como moluscicida e acaricida. A exposi¢do dos humanos
a este composto pode causar a inibi¢do da enzima colinesterase, originando problemas neuroldgicos. Diante da
necessidade do monitoramento de residuos deste composto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
[12] estabeleceu os limites maximos de residuos (LMRs) permitidos para o carbaril em diferentes culturas agricolas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento eletroquimico do carbaril sobre o eletrodo de diamante
dopado com boro (DDB) modificado diretamente pelo método Sol-gel com PbO, e desenvolver uma metodologia,
utilizando voltametria de onda quadrada (SWV), para sua futura aplicagdo em alimentos.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Instrumentacdo e métodos.

Experimentos de voltametria ciclica (CV) e voltametria de onda quadrada (SWV) foram realizados utilizando
um sistema eletroquimico modelo VoltaLab PGZ402 Radiometer e PGSTAT30 Autolab, respectivamente. A célula
eletroquimica foi montada com um sistema convencional de trés eletrodos: eletrodo DDB nao-modificado e modificado
com PbO, como eletrodo de trabalho, um Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L") como eletrodo de referéncia e uma placa de Pt
como eletrodo auxiliar. Todos os experimentos foram realizados a temperatura controlada (25 £ 1 °C). Os experimentos
de SWV foram realizados com frequéncia de 10 Hz, amplitude de pulso de 100 mV, incremento de potencial de 2
mV, ao longo de um intervalo relevante potencial, em solugdo tampao Britton-Robinson 0,04 mol L' (pH 6,0) e os
experimentos de CV foram realizados em solugdo H,SO, 0,1 mol L' com velocidade de varredura de 10 mVs.
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Produtos quimicos e solugaoes.

Todas as solugdes foram preparadas com agua purificada em sistema Milli-Q Millipore (resistividade > 18 Ml cm).
As solugdes Sol-gel foram preparadas com acetilacetonato de Pb(II) em uma mistura de etanol + acido acético (3:2,
v/v). A concentracdo final dessa solugdo foi de 0,01 mol L. Solu¢do Nafion® 5% em uma mistura de alcoois alifaticos
inferiores e agua foi utilizada para o revestimento dos depositos.

Preparagao dos eletrodos de trabalho.

Placas de DDB foram preparadas pelo Centro de Suisse Electronique et de Microtechnique SA (CSEM), Suiga,
utilizando a técnica deposicdo de vapor quimico assistido por filamento quente (HF-CVD) com a temperatura do
filamento no intervalo 2440-2560°C e uma mistura gasosa contendo metano, H, e trimetil-boro. O teor de boro final
foi da ordem de 8000 ppm. As placas de DDB foram utilizadas como eletrodo de trabalho e como substrato para a
modifica¢do de superficie realizada pelo método Sol-gel. Um pré-tratamento térmico em 400 °C foi aplicado por 30
min na placa de DDB antes do revestimento. A solugao de acetilacetonato de Pb(II) foi transferida para a superficie do
diamante por pincelamento, utilizando-se um pincel Tigre n° 1. Apds cada pincelada, o eletrodo era colocado em uma
mufla a 80 °C pelo tempo de 5 min para secagem. Este procedimento foi repetido por cinco vezes para preparagdo do
eletrodo PbO,/DDB. Finalmente, o eletrodo foi densificado pelo tempo de 1 h em mufla sob temperatura de 400 °C e
em atmosfera de Argonio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagio eletroquimica do eletrodo PbO,/DDB foi realizada em solugdo H,SO, 0,1 mol L' e comparada com
o eletrodo DDB sem modificagdo, como apresentado na Figura 1. O efeito do pré-tratamento anddico (3,0 V, 30 min)
seguido do pré-tratamento catddico (-3,0 V, 30 min) para ambos os eletrodos também foi realizado. Observa-se que o
pré-tratamento para os dois eletrodos DDB favorece a adsor¢éo de espécies envolvidas na reacdo de desprendimento de
oxigénio, que acontece a potenciais menos positivos. O eletrodo de DDB ndo-modificado (Figura 1A) ndo apresentou
nenhum processo redox no voltamograma ciclico. Entretanto, quando o eletrodo DDB ¢ modificado com 6xido de
chumbo (Figura 1B) observa-se um incremento nas correntes capacitivas e processos redox do PbO,. Além disso, a
mudanga do potencial associado a rea¢do de desprendimento de oxigénio, para valores menos positivos é certamente
devido a presenca do Pb na superficie do DDB.

Figura 1. Voltamogramas ciclicos em solu¢do H,SO, 0,1 mol L' para: A) eletrodo DDB e B) eletrodo PbO,/DDB com
(—) e sem (—) efeito do pré-tratamento por 30 min nos potenciais de +3,0 ¢ -3,0 V.

Parametros que afetam a corrente de pico voltamétrica foram otimizados em solugdo tampao Britton-Robinson 0,04
mol L pH 6,0 utilizando SWV, e os melhores resultados foram obtidos com os seguintes pardmetros: frequéncia de 10
Hz, amplitude de pulso de 100 mV, incremento de potencial de 2 mV, potencial e tempo de pré-tratamento -1,1 V por
10 s. Apos, curvas analiticas para carbaril foram realizadas para ambos os eletrodos e sdo apresentadas na Figura 2. O
eletrodo DDB ndo-modificado (Figura 2A) apresentou uma regido linear no intervalo de 5,0-34,9 umol L' de acordo
com a equagdo: I (nA) =10,9 (nA) + 1,3 (uA/pumol L) [carbaril], com r = 0,996 e limite de detec¢do de 2,0 umol
L. Ja para o eletrodo PbO,/DDB (Figura 2B), a corrente de pico anddico foi linearmente proporcional a concentragio
de carbaril na regido de 5,0-29,9 umol L', com limite de detec¢do de 0,9 umol L. A equagdo de regressao linear é:
I, (nA) = 15,1 (pA) + 3,3 (LA/umol L) [carbaril], r = 0,998. O limite de detec¢do para o eletrodo PbO,/DDB foi
aproximadamente duas vezes menor que o encontrado para o eletrodo DDB sem modificagdo, demostrando que a
presenca de PbO, na superficie do eletrodo DDB apresentou vantagens no sinal analitico do carbaril. Além disso,
esse limite de detecgdo ¢ baixo o suficiente em relagdo ao limite maximo de residuo permitido pela ANVISA para
determinar carbaril em culturas como abacaxi, banana, feijao, maga e repolho.
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Figura 2. Curvas analiticas para o pesticida carbaril obtidas por SWV para: A) Eletrodo DDB e B) Eletrodo PbO,/
DDB. No detalhe: dependéncia linear das concentragdes de carbaril com as correntes de pico anddico.

CONCLUSOES

A caracterizagdo eletroquimica mostrou que o eletrodo DDB foi modificado com PbO, e que o pré-tratamento
favoreceu a adsorgdo de espécies envolvidas na reagdo de desprendimento de oxigénio. O eletrodo PbO,/DDB
apresentou maior sensibilidade para analise de carbaril quando comparado com o eletrodo DDB sem modificagao,
mostrando-se promissor para analise desse pesticida em amostras de alimento.
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RESUMO: No presente trabalho sdo apresentados os principais resultados obtidos para eletrodos impressos a base
de carbono, modificados com nanoparticulas de ruténio com tamanho médio de 4,1 nm e estrutura hexagonal, obtidas
a partir de uma modificagdo no método poliol. O eletrodo proposto foi avaliado para a quantificagdo de dopamina,
os resultados obtidos apresentaram uma magnitude de corrente de pico anddica foi cerca de 150 vezes maior para
eletrodos modificados em comparagdo a eletrodos de mesma drea geométrica ndo modificados, sugerindo um ganho
significativo de drea ativa. Depois de avaliadas as melhores condi¢oes, uma curva analitica linear no intervalo de
concentra¢do de dopamina 3,98 x 10 a 3,10 x 107 mol L com um limite de detec¢do de 3,98 x 10°° mol L foi obtida.
Palavras-chave: nanoparticulas de ruténio, dopamina, sensores eletroquimicos.

INTRODUCAO

O emprego de nanoparticulas metalicas na construgao de sensores eletroquimicos tem levado ao desenvolvimento de
metodologias para a quantificagdo de diversas espécies. Em geral, o uso de materiais nanoestruturados na modificagido
de eletrodos esta ligado ao ganho em alguns processos tais como o aumento na velocidade do transporte de massa e a
maior area ativa do eletrodo, quando em comparagdo com os materiais convencionais [1].

Em relagdo a construcdo destes sensores, os métodos de modificag@o de eletrodos com nanoparticulas metalicas
(NPs) descritos na literatura geralmente envolvem a eletrodeposi¢do de um ion metalico, o que ndo garante o controle
de tamanho e forma das particulas obtidas. Dessa forma, apesar de requerer um maior tempo no processo de sintese, a
rota quimica de obtencdo de NPs garante que as propriedades da escala nanométrica sejam preservadas.

O Ruténio tem recebido grande ateng@o nos ultimos anos devido a sua grande aplicabilidade na construcdo de
sensores eletroquimicos em substitui¢ao aos eletrodos a base de carbono, com o intuito de melhorar tanto a seletividade
como a sensibilidade nos procedimentos.

A dopamina é um neurotransmissor central, precursor metabdlico da noradrenalina e da adrenalina, que atua em
receptores especificos, presentes no sistema nervoso central, nos vasos mesentéricos, renais e nas coronarias. E utilizada
para o tratamento de diversos tipos de choque e da hipotensdo grave apos infarto agudo do miocardio, dilatando os
vasos sanguineos renais e aumentando dessa forma o fluxo de sangue [2].

Desta forma, no presente trabalho descreve-se o comportamento eletroquimico de um eletrodo impresso a base
de carbono, modificado com nanoparticulas de ruténio, para a determinacgéo voltamétrica de dopamina. Os principais
parametros referentes a resposta eletroquimica do eletrodo modificado foram avaliados a fim de se obter os melhores
resultados em termos de sensibilidade e seletividade.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As nanoparticulas de ruténio (RuNPs) utilizadas neste trabalho foram sintetizadas pelo Grupo de Quimica de
Materiais (GQM) da UFPR, a partir de uma modificacdo no método poliol [3]. Uma massa de 1,0 mg de nanoparticulas
foi dispersa em 1,0 mL de agua destilada obtendo-se assim o material para a modificacdo dos eletrodos.

A modificagdo de um eletrodo impresso (BVT Technologies®, modelo AC1W4R1) composto de um eletrodo
de trabalho de grafite (A = 7,8 x 10 cm™), contra eletrodo de platina e pseudo-eletrodo de referéncia de prata foi
realizada com o auxilio de micropipeta pela adi¢ao direta de 20 pL da suspensdo de RuNPs sobre a superficie do
eletrodo de trabalho, seguida da evaporacgdo do solvente. As medidas voltamétricas foram realizadas com o auxilio de
um Potenciostato/Galvanostato pAutolab® Type III, gerenciado pelo software GPES 4.9 EcoChemie®. O eletrodo de
referéncia externo utilizado em todas as medidas foi o de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L) e um eletrodo de platina como
eletrodo auxiliar.

Estudos do volume de RuNPs adicionado a superficie do eletrodo, eletrdlito suporte, variagdo do pH e velocidade
de varredura foram realizados. A caracterizacao fisica das RuNPs foi realizada utilizando a técnica de difratometria de
raios X (DRX).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo Eletroquimica das RuNPs

As amostras foram caracterizadas pela técnica de difratometria de raios X, onde foram observados a formagdo de
nanoparticulas de ruténio hexagonal com tamanho aproximado de 4,1 nm.
Eletrodos impressos foram modificados com uma suspensdo de RuNPs e submetidos a medidas voltamétricas para
caracterizar o comportamento voltamétrico deste material. Os ciclovoltamogramas obtidos sdo mostrados na Figura
1. Nessa figura, podem ser observados picos de corrente referentes a oxidagao em 1,06 V (Epa) e aredugdo em 0,74 V
(Epc) atribuidos ao par redox Ru*”RuOx, sugerindo um processo quasi-reversivel para o sistema.
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Figura 1 - Voltamogramas obtidos utilizando um EI modificado com RuNPs (—) e ndo modificado (—) em meio de
KNO,0,1 mol L (pH 5,5), v =20 mV 5"

A Figura 2 apresenta os voltamogramas lineares obtidos para um EI ndo modificado na auséncia (A) e presenga
(B) de dopamina 7,94 x 10 mol L', assim como para o EI modificado com RuNP na auséncia (C) e presenga (D)
de dopamina 7,94 x 10 mol L', empregando como eletrdlito suporte uma solugdo de KNO, 0,1 mol L' (pH = 2,0).
Observando-se os resultados obtidos para ambos os eletrodos, ¢ possivel verificar um aumento significativo das
correntes de pico o EI modificado com RuNP, decorrente da sua maior area superficial. Comparando-se os valores de
sensibilidade obtidos para um EI modificado e ndo modificado, observa-se um valor cerca de 150 vezes maior para o
eletrodo modificado.
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Figura 2 - Voltamogramas obtidos para um EI ndo modificado na auséncia (4) e presenca (B) de dopamina 7,94 x 10
mol L', e para o EI modificado com RuNPs na auséncia (C) e presenca (D) de dopamina 7,94 x 10 mol L, em uma
solugdo de KNO, 0,1 mol L-1 (pH = 2,0).

Otimizacio dos Parimetros Experimentais

Depois de verificado o melhor desempenho para o EI modificado, foi investigada a influéncia de diversos parametros
experimentais sobre a resposta voltamétrica. Inicialmente estudou-se o efeito do volume da suspensdo contendo RuNPs
adicionado ao eletrodo de trabalho no intervalo de 5,0 a 30 pL. As correntes de pico referentes ao processo redox da
dopamina em uma solugdo de KNO, 0,1 mol L' contendo 7,94 x 10 mol L' do analito aumentaram significativamente
até 20 pL mantendo-se praticamente constante para valores maiores. Dessa forma, um volume de 20 pL foi escolhido
para estudos posteriores.

O efeito do pH foi avaliado no intervalo de 2,0 a 6,0 (ajustando-se os valores de uma solugdo de KNO, 0,1
mol L' com HNO, ou KOH). A determinagdo de dopamina em meio altamente dcido € pouco usual em fungdo da
protonacdo do grupo amino presente na molécula, que dificulta sua oxidacdo. Entretanto, os melhores resultados
utilizando-se o sensor proposto foram obtidos para uma solu¢do pH 2,0 sendo entdo este valor escolhido. Tal fato
evidencia a participacdo das RuNPs na eletro-oxidag¢@o da dopamina. Para o estudo da velocidade de varredura, foram
avaliadas velocidades no intervalo de 5 a 150 mV s™'. O melhor perfil voltamétrico foi obtido para uma velocidade de
25 mV s! que entdo foi a escolhida. A variagéo da corrente de pico tanto anddica como catédica com a raiz quadrada
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da velocidade de varredura indicou que os processos de oxidag@o e redugdo da dopamina sdo caracteristicos de um
transporte de massa controlado por difusao.

Curva analitica

Apds a otimizacdo das condigdes experimentais para o procedimento proposto, medidas voltamétricas, foram
realizadas utilizando-se solu¢des de dopamina em diferentes concentragdes a fim de se obter uma curva analitica. A
Figura 3 apresenta os voltamogramas, assim como os registros dos valores de corrente de pico anddico que geraram
uma relagdo linear com a concentra¢do de dopamina no intervalo de 3,98 x 10 a 3,10 x 102 mol L' representada pela
equacao (Ipa /pA) =-0,24153 + 2,33473C, onde C ¢ a concentragdo de dopamina em mmol L' com um coeficiente de
correlacao de 0.9977 (n = 5) e com um limite de detec¢do de 3,98 x 10° mol L' (3x o do branco / slope)

3
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Figura 3 — Voltamogramas e curva analitica para solu¢oes de dopamina, em meio de KNO, 0,1 mol L’
(pH 2,0), v=25mV s

CONCLUSOES

O uso de eletrodos impressos (EI) modificados com RuNPs mostrou ser um procedimento simples, barato e
reprodutivel quando aplicado na determinagdo de dopamina. Em comparac¢do com o EI ndo modificado, os resultados
obtidos em termos de magnitude de corrente e perfil voltamétrico sdo significativamente melhores.
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DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSOR ELETROQUIMICO A BASE DE
EXTRATO DO LICOR DE ACAI (EUTERPE OLERACEAE MART.) PARA
DETECCAO DECOMPOSTOS FENOLICOS

Maricely J.U. Toro (PG) e Maria D.P.T. Sotomayor (PQ)
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RESUMO: Descreve-se a construgdo de um biossensor para a detec¢do de compostos fendlicos, empregando pasta
de carbono modificada com extrato do licor de acai o qual contém a enzima peroxidase. A preparagdo da pasta
assim como as condigoes de andlise foram otimizadas em relagdo a quantidade de enzima, eletrdlito suporte, pH
e pardmetros relacionados a voltametria de onda quadrada, que foi a técnica eletroquimica usada para obtengdo
das medidas, usando hidroquinona (HQ) como mediador de elétrons. Os resultados mostraram que o biossensor
proposto é promissor na detec¢do sensivel de hidroquinona, e na seguinte etapa serad aplicado na andlise de amostras
ambientais e cosméticas.

Palavras-chave: biossensores, acai, peroxidase, compostos fendlicos.

INTRODUCAO

O agaizeiro é palmeira de ampla distribui¢do na Amazonia, constituindo produto de grande relevancia socio
ambiental e economico para a regido norte do Brasil. Explorado principalmente de forma extrativista, dadas as grandes
populagdes da espécie na floresta, predomina nos estados do Amapa e Para. Rico em enzimas, antocianinas e gordura
¢ muito consumido na regido Amazdnica. O agai é comercializado, principalmente, na forma de polpa utilizada na
fabricagdo de doces, sorvetes, licores e, ainda, uma bebida saborosa conhecida na regido como licor de agai. Um dos
grandes problemas do consumo do agai ¢ sua alta perecibilidade, devido a presenga das enzimas presentes no fruto [1].

Assim, aproveitando a existéncia da enzima peroxidase nesse fruto, este trabalho teve como objetivo a construgéo
de um biossensor a base de pasta de carbono modificada com licor de agai para a deteccdo de compostos fenolicos. Para
isto, foi avaliada a atividade enzimatica da peroxidase em polpa de agai do tipo A (Euterpe oleraceac Mart), congelada,
obtida no comércio local do Para.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Extracao da peroxidase da polpa de acai de acai

A enzima peroxidase foi obtida da polpa do acai segundo o procedimento a seguir: 30 g da polpa de agai foram
pesadas e homogeneizadas com 30 mL de solucdo tampao fosfato (0,1 mol L', pH 6,0) durante 5 minutos e a seguir a
mistura obtida foi filtrada sob vacuo. O filtrado obtido foi armazenado em fraco ambar a 4 °C, até seu uso.

Preparacio dos biossensores

O biossensor, nas condigdes otimizadas foi preparado misturando-se por 15 minutos, 250 mg de grafite em po com
1 mL de extrato-fosfato do licor de agai e 1 mL de glutaraldeido ao 2,5% (m/v) preparado em tampéo fosfato (0,1 mol
L, pH 6,0). A mistura foi deixada secar a temperatura ambiente por 12 horas e a pasta de carbono modificada foi obtida
pela adi¢ao de 80 mg de 6leo mineral. Uma porcdo adequada da pasta foi tomada para preencher a cavidade de 4 mm
de didmetro por 1 mm de profundidade, de um eletrodo adequado para o uso de pastas de carbono.

Medidas eletroquimicas.

As medidas eletroquimicas foram realizadas com o auxilio de um potenciostato da Autolab® utilizando—
se cela eletroquimica convencional de trés eletrodos empregando como eletrodo de referéncia o de
Ag|AgCLKCI_, uma espiral de Pt como eletrodo auxiliar € o biossensor a base de licor de acai como trabalho.
Foram empregadas as técnicas de voltametria ciclica, no intervalo de potencial de — 0,3 a 0,9 V e velocidade de
varredura de 0,02 V s7; e, voltametria de onda quadrada, nas condigdes otimizadas, em potencial de -0,2 a
0,2 V, frequéncia de 20 Hz, amplitude de 100 mV, incremento de 10 mV. Todas as medidas foram realizadas
em 10 mL de eletrdlito suporte de solugdao tampado fosfato ( 0,1 mol L' de; p H 6,0) contendo 3,92 x 103
mol L' de perdxido de hidrogénio.

Determinaciio da Atividade Enzimatica
A atividade enzimatica da peroxidase obtida da polpa de acai foi determinada medindo-se a absorvancia em
510 nm , utilizando-se a metodologia descrita Sotomayor [2] ¢ que se baseia na condensagdo que ocorre entre a
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4-aminoantipiridina (4-AAP) e o fenol, na presenga de peroxidase ¢ peroxido de hidrogénio, formando um complexo
colorido vermelho escuro como se mostra na seguinte reagdo

Hz02 0
on HaN CHs \\ 4 OG N CHag
5 ot

4 o Chig o] CH3

|y

peroxidase peroxidase

HAAP reduzida oxidada Complexo vermelho (510 nm)

Esta medida foi realizada misturando em cubeta espectrofotométrica de 3,00 mL, 1,5 mL de perdxido de hidrogénio
na faixa de concentragoes entre 2,7 x10¢ 3,3x10“*mol L"'; 1,4 mL de solugéo de fenol 0,17 mol L! com aminoantipiridina
0,0025 mol ' ¢ 100 uL do extrato fosfato do licor de agai contendo a enzima. Com os dados espectrofotométricos foi
calculada uma atividade para a peroxidase de 16 U g' de licor comercial de agai.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1A sdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada obtidos com o biossensor a base de polpa de agai.
Na Figura 1B ¢ mostrada a correspondente curva analitica obtida para hidroquinona, cuja quantificagdo foi baseada na
regeneracdo da peroxidase pela oxidacdo do composto fendlico para quinona, com a subsequente reducdo da quinona
na superficie do biossensor a 0,1 V vs Ag/AgCl (Figura 1A).

-1.0x107
| 1000
_3 9
-1.2x10 — 900
-1.4x107 800
< - <
= -1.6x10°+ ~ 7001
1 <
-1.8x10°- 600+
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-02 -0.1 0.0 0.1 0.2 40x10*  80x10*  1.2x10°  1.6x10°
E vs Ag/AgCl / V [HQ] / mol L

Figura 1. A) Voltamograma de onda quadrada obtido com o biossensor a base de agai e adi¢es crescentes de
hidroquinona. B) A correspondente curva analitica, plotada até a saturacdo.

Observa-se da Figura 1B, que o perfil de resposta do biossensor € hiperbdlico, tal como esperado, mostrando uma
regido linear na faixa de 7,5 x 107 ¢ 5,0 x 10 mol L}, que se ajusta & equagéo:

Ai/ ud =299 (+7) +950.269 (+2 .548)[@ 1/molL" (g .1)

O limite de detec¢do e de quantificagdo foram calculados sob as condi¢des otimizadas, obtendo-se os valores de 22
umol L' e 73 umol L}, respectivamente.

Foi calculada também a constante aparente de Michaelis-Menten () para o biossensor proposto, usando o grafico
do duplo reciproco (Figura 2), obtendo-se um valor de 3,1 x 10*mol L.
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Figura 2. Grafico de Lineweaver — Burk ou duplo reciproco para o biossensor a base de licor de agai.

CONCLUSOES

O biossensor desenvolvido a base de pasta de carbono modificado com enzima peroxidase extraida do licor de
acai, mostrou-se promissor na detec¢do de hidroquinona. Na seguinte etapa este biossensor sera aplicado na analise de
amostras ambientais e cosméticas.
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RESUMO: O presente trabalho propoe o desenvolvimento de um sensor para a determinag¢do potenciométrica
de cobre por redissolucdo quimica empregando um eletrodo de grafite pirolitico de plano basal modificado com
Tetrasulfonatofenil porfirina (H,TSPP) adsorvido sobre Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas (NCPM).
Os pardmetros que influenciam a resposta do eletrodo, tais como as quantidades de NCPM e de H,TSPP, pH,
concentragdo da solugdo tampdo, tempo de deposicdo e potencial aplicados foram investigados em busca de uma
maior sensibilidade para o sistema desenvolvido. Sob condi¢oes experimentais e operacionais otimizadas, o sensor
desenvolvido proporcionou resposta linear no intervalo de 3,98 a 188 umol L' (R = 0,9998), apresentando-se como
um dispositivo de potencial aplica¢do para a determinagdo de cobre em diferentes materiais.

Palavras-chave: Cobre; Sensor, Tetrasulfonatofenil porfirina;, Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas

INTRODUCAO

Oion cobre participa diretamente de varios processos biologicos, tais como respiragao, transporte de ferro, prote¢ao ao
estresseoxidativo,producdodehorméniopeptideo,crescimentodascélulassanguineas,etc. Noentanto,ocobretambémesta
envolvido com reag¢des redox que geram o radical hidroxila, reponsavel pela depreciacéo de lipidios, proteinas e DNA[1].
Consequentemente a determinagdo desse ion em diversos materiais, bem como o seu controle ambiental sdo
procedimentos de extrema importancia.

Dentre os métodos utilizados para a determinagio de cobre em diferentes amostras, merecem destaque os métodos
eletroanaliticos, principalmente os que utilizam a Potenciometria de Redissolugdo Quimica (PRQ), por possibilitarem
analises a niveis de tragos, determinagdo simultidnea, além de proporcionarem alta sensibilidade, seletividade,
simplicidade e baixo custo das analises [2].

Neste contexto, o presente trabalho descreve o desenvolvimento de um sensor potenciométrico com redissolugéo
quimica para a quantificagdo de ions cobre utilizando um Eletrodo de Grafite Pirolitico de Plano Basal (GPPB)
modificado com o ionéforo Tetrasulfonatofenil porfirina (H,TSPP), adsorvido sobre Nanotubos de Carbono de Paredes
Multiplas (NCPM), o qual foi denominado GPPB/NCPM/H, TSPP.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128 N
(Eco Chemie) e uma célula eletroquimica de 10 mL onde foram inseridos um eletrodo auxiliar de platina, um eletrodo
referéncia de Ag/AgCl, ' e um eletrodo de trabalho formado por GPPB (Area = 0,28 cm?).

O eletrodo de GPPB foi modificado com a adicdo direta sobre sua superficie de 20 pL de suspensao contendo 1 mg
de NCPM e 1 mg do iondforo dissolvidos em 500 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida, o eletrodo modificado
foi deixado para secar em estufa a 60 °C durante 10 min. O comportamento eletroquimico do eletrodo GPPB/NCPM/
H,TSPP ¢ do eletrodo GPPB ndo modificado, foi avaliado por Voltametria de Pulso Diferencial na auséncia e presenga
de ions cobre.

Os pardmetros que influenciam a resposta do eletrodo, tais como as quantidades de NCPM e de H,TSPP, pH ¢
concentragdo da solugdo tampao, tempo de deposicdo e potencial aplicados na PRQ foram investigados em busca de
melhor sensibilidade analitica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos com o eletrodo GPPB ndo modificado na auséncia (Fig. 1,
curva 1) e presenca (Fig. 1, curva 2) de ions cobre e comparados com voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo
GPPB/NCPM/H,TSPP na auséncia (Fig. 1, curva 3) e presenga (Fig. 1, curva 4) do mesmo analito. Comparando-se
os voltamogramas obtidos com o eletrodo GPPB/NCPM/H,TSPP (Fig. 1, curva 4) com o GPPB ndo modificado (Fig.
1, curva 2), verificou-se um aumento significativo na corrente de pico catddica ,) promovido pela modificacdo do
eletrodo.
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Figura 1: Voltamogramas de pulso diferencial referentes ao eletrodo GPPB ndo modificado na auséncia (1) e presenga
(2) de cobre e voltamogramas de pulso diferencial referentes ao eletrodo GPPB/NCPM/H,TSPP na auséncia (3) €
presenca (4) de cobre. [Cobre] = 0,1 mmol L. Eletrélito: 0,1 mol L' de tampao fosfato (pH 7,0). Velocidade de
varredura = 20 mV s'. Amplitude de pulso =20 mV.

A influéncia da concentracdo de NCPM no processo de modificagdo do eletrodo foi investigada preparando-se
solugdes desse composto em diferentes concentragdes (0,5, 1,0,2,0,3,0 e 4,0 mg mL"), mantendo-se a quantidade
de ion6foro em 2,0 mg mL! e utilizando-se DMSO como solvente. As melhores respostas obtidas foram alcangadas
quando se utilizou nanotubos nas concentragdes 3,0 e 4,0 mg mL™! (Tabela 1). Em concentra¢des abaixo de 3 mg mL!
observou-se uma menor resposta para o sensor provavelmente devido a imobiliza¢do de uma quantidade insuficiente de
nanotubos na superficie do eletrodo a qual proporcionou uma pequena adsor¢ao do ion6foro na superficie do mesmo.
Portanto, escolheu-se para os estudos subseqiientes uma concentragdo de 3,0 mg mL".

Tabela 1: Influéncia da concentragdo de NCPM na resposta obtida por Potenciometria de Redissolugdo Quimica.
[Cu*]= 0,1 mmol L' em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L', pH 7,0. [H,TSPP]=2,0 mg mL"".

[NCPM] (mg mL) dt/dE [NCPM] (mg mL) dt/dE
0,5 5654 3,0 8869
1,0 6112 4,0 8873
2,0 7317 - -

A influéncia da concentragdo do iondforo no processo de modificacdo do eletrodo também foi investigada
preparando-se solugdes desse composto em diferentes concentragdes (1,0, 1,5, 2,0, 2,5 ¢ 3,0 mg mL™"), utilizando-se
DMSO como solvente. A maior resposta analitica foi alcangada quando se utilizou o ion6foro na concentragéo de 2,0
mg mL! (Tabela 2) e, portanto, esse valor de concentragdo foi utilizado para os estudos posteriores.

Tabela 2: Influéncia da concentracdo de iondforo na resposta obtida por Potenciometria de Redissolucdo Quimica.
[NTCPM]=3,0 mg L. [Cu*T= 0,1 mmol L' em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7,0.

[lonéforo] (mg mL-") dt/dE [lonéforo] (mg mL-") dt/dE
1,0 3082 2,5 8044
1,5 4685 3,0 7934
2,0 8871 - -

Valores abaixo de 2,0 mg mL"! proporcionaram resultados inferiores devido a necessidade de se utilizar uma
quantidade suficiente do iondforo para suportar o analito na superficie do eletrodo. J4 em quantidades acima de 2,0 mg
mL! tem-se um excesso do iondforo responsavel pela diminuigéo do sinal analitico.

A influéncia do pH na redugdo eletroquimica de cobre foi investigada por potenciogramas de redissoluc@o obtidos
em solugdes 0,1 mol L de tampéo fosfato de diferentes valores de pH (6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ¢ 8). A melhor sensibilidade e o
melhor perfil potenciométrico foram obtidos em pH 7,0 (Tabela 3) e, portanto, esse valor foi utilizado nos experimentos
subseqiientes.

Tabela 3: Influéncia do pH da solugdo tampdo na resposta do sensor potenciométrico. [Cu?*']= 0,1 mmol L.
[NTCPM]=3,0 mg L"'; [H,TSPP]= 2,0 mg mL".

pH dt/dE pH dt/dE
6,0 4305 7,5 8530
6,5 5580 8,0 8480
7,0 8870 - -
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Em seguida estudou-se a concentragdo da solugdo tampao fosfato, pH 7,0, em concentragdes de 0,025, 0,050,
0,100, 0,150 e 0,200 mol L' as quais foram preparadas a fim de se avaliar a resposta do eletrodo modificado. As
maiores respostas foram obtidas quando foi utilizado o eletrolito em concentragdes acima de 0,150 mol L' (Tabela
4). A partir dessa concentracdo garantiu-se que a eletroneutralidade do eletrodo foi mantida, sendo, ento, esse valor
utilizado nos experimentos subsequentes.

Tabela 4: Influéncia da concentragdo da solugdo tampdo fosfato (pH 7,0) na resposta obtida por Potenciometria de
Redissolugdo Quimica.

[Tampao fosfato] (mol L) dt/dE [Tampao fosfato] (mol L) dt/dE
0,025 8089 0,150 95621
0,050 8293 0,200 95698
0,100 8872 - -

Os potenciais de deposi¢do do cobre estudados foram: -1,0, -0,6, -0,4, -0,3, -0,25, -0,20 e -0,15 V. Observou-se
que o sinal analitico aumentou significativamente de -1,0 a -0,25 V. Em potenciais entre -0,25 e -0,15 V, a resposta foi
maxima e constante. Neste sentido, foi escolhido o potencial de deposi¢do de -0,25 V. Finalmente, variou-se o tempo
de deposigao em 10, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 e 300 s e observou-se uma pré-concentragdo maxima do
cobre em 240 s. Apds esse tempo o sinal do sensor reduziu-se significativamente.

Apos a otimizagdo dos pardmetros experimentais e operacionais, o sensor desenvolvido proporcionou uma resposta
linear no intervalo de 3,98 a 188 umol L' para o cobre (n=7) e um coeficiente de correlagio linear igual a 0,9998.

CONCLUSOES

O sensor desenvolvido apresentou-se como uma promissora alternativa para a determinagdo potenciométrica de
cobre em diferentes materiais com grande simplicidade e baixo custo.
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RESUMO: Neste trabalho sdo descritos os ensaios da oxidagdo eletroquimica do metil parabeno utilizando eletrodo de
diamante dopado com boro (BDD). O efeito de diferentes densidades de corrente (2,5 a 100 mA cm) em meio aquoso
contendo Na,SO, como eletrélito suporte foi investigado. De forma geral, a taxa de remogao de COT e consumo
energético aumentaram segundo o aumento da densidade de corrente aplicada, enquanto os valores de eficiéncia de
corrente (EC) diminuiram, pois maiores densidades de corrente favorecem a reacdo de desprendimento de oxigénio.
Palavras-chave: oxidagdo eletroquimica, desregulador endocrino, eletrodo de diamante dopado com boro.

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, houve um consideravel aumento na concentragdo de substancias quimicas presentes no meio
ambiente, provocado pelo desenvolvimento de novos processos de produgdo agricola e industrial, bem como pelo
adensamento da populag@o nos centros urbanos. Muitas destas substancias sdo classificadas como poluentes emergentes,
dentre as quais, destaca-se uma classe de contaminantes ambientais potencialmente toxicos, os desreguladores
endécrinos [1]. Um desregulador enddcrino ou disruptor endécrino (do inglés endocrine disruptor) é um composto
com atividade capaz de provocar alteragdes no sistema enddcrino de um organismo [2]. Dentre estas substancias, os
parabenos formam uma classe de conservantes muito comuns e amplamente utilizados na indistria de alimentos e de
produtos de satde e cuidados pessoais (HPC: health and personal care). Com a indicagdo de que os parabenos foram,
recentemente, encontrados em tumores de mama, possivelmente procedentes de sua aplicacdo na pele pelo uso de
desodorantes, filtros solares, cremes ou sprays, varias citagdes e revisdes tém sido publicadas, classificando-os como
desreguladores endocrinos [3].

Dessa forma, de acordo com essas consideragdes, esforgos vém sendo realizados, em termos de pesquisa,
desenvolvimento e aplicagdo de processos para tratamento mais eficiente de esgotos e aguas residuais, visando o uso
de métodos relacionados a degradagdo destas substancias. Dentre estes métodos destacam-se os processos oxidativos
avancados (POAs). Esses processos envolvem a geragdo in situ de espécies altamente oxidantes, tais como o radical
hidroxila (HO*®) [4] e sdo descritos como sendo uma importante classe de tecnologias utilizadas na aceleragdo de
processos de oxidagdo (ou até mesmo na remocdo total de contaminantes) de uma ampla variedade de poluentes
organicos presentes na agua e no ar.

O radical hidroxila pode ser produzido por meio de reagdes quimicas, fotoquimicas, eletroquimicas e sonoquimicas
e pode reagir com as substancias organicas por adi¢do eletrofilica, abstracdo de hidrogénio e transferéncia de
elétrons [5]. Um dos processos mais promissores para a oxidagdo de contaminantes organicos é o eletroquimico,
pois apresentam uma série de vantagens como versatilidade, compatibilidade! ambiental® e facilidade de automagao.
Quando a eletroxidagdo das substincias orgénicas ocorre via radicais HO®, o processo ¢ denominado direto. Os
eletrodos SnO,-Sb, PbO, e BDD (diamante dopado com boro), por exemplo, sdo bons materiais para a eletroxidacdo
direta de substancias orgénicas, de acordo com as equagdes a seguir.

HO + M — M(*OH) , + H" + ¢ )
R, * xM(*OH) , — xM + produtos de mineralizagdo + y H" + ye” 2)
M(*OH),, — M +1/20, + H" + ¢ 3)

Neste trabalho ¢ apresentado o estudo de oxidagdo eletroquimica do metil parabeno (metil-p-hidroxi benzoato),
utilizando-se eletrodo de diamante dopado com boro (BDD), mediante a aplicacdo de diferentes densidades de corrente
(25-100 mA cm?) em meio de Na,SO, (0,05 mol L") como eletrdlito suporte. Investigou-se a velocidade aparente da
reagdo de degradagdo (k min™), remogao de carbono organico total (COT), eficiéncia de corrente associada ao COT
(%) e consumo energético (KW h m?).
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Reagentes e equipamentos

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se agua deionizada (Milli-Q, Millipore Inc., > 18 MQ). O metil
parabeno foi adquirido da Aldrich e o eletrolito suporte (Na,SO,) da Mallinckrodt. A concentracdo de eletrolito
foi ajustada para concentragdo de 0,05 mol L', correspondendo a forca ionica de 0,3 para todos os experimentos
realizados. As eletrolises galvanostaticas foram realizadas em célula cilindrica (400 mL) utilizando-se ECS (eletrodo
de calomelano saturado) como eletrodo de referéncia, duas placas de titdnio (2 cm™ de area cada uma) como eletrodo
auxiliar e como eletrodo de trabalho 0o BDD (9,62 cm?), mantendo-se constante a temperatura em 25 °C. A concentragdo
inicial de metil parabeno em solu¢do de Na,SO, foi de 100 mg L. As medidas eletroquimicas foram feitas em um
potenciostato Autolab (modelo PGSTAT30N).

Andlises

As medidas de absor¢do no UV-Vis foram realizadas a 25 °C em um espectrofotometro MultiSpec-1501-Shimadzu
acoplado a um modelo acessorio de controle de temperatura CPS-Controller, monitorando-se o A= 254 nm, dilui¢ao
da amostra (1:100) em H,O deionizada. Analises dos produtos de reagdo foram realizadas em um HPLC (Shimadzu
LC-10AD VP) com coluna de fase reversa (Zorbax SB-C18 250 x 4,6 mm), utilizando-se acetonitrila/ H,O como fase
movel (40:60, v/v). A concentracao de metil parabeno foi monitorada em um detector (SPD-10A VP) em 254 nm, faixa
de temperatura 30-85 °C e velocidade de fluxo 1 mL min™!. A remogdo de carbono orgénico total (COT) foi analisada

em um TOC-V_,,, Shimadzu. A eficiéncia de corrente (EC) pode ser calculada segundo a equacdo (4):

_(coT, -COT,)FV
£ = 81t “4)

onde COT, e COT,sdo as determinag¢des de COT inicial e final (g L"), respectivamente, F' é a
constante de Faraday (96487 C mol™), ¢ é o tempo (h), V é o volume de solugao (L), I é a intensidade
de corrente aplicada (A), 8 é o equivalente de massa de oxigénio (g eq?).

O consumo de energia da oxidagao eletroquimica CE (KW h m) pode ser calculado de acordo com
a equacao (5):

_Ule

v (6))

onde U ¢ a média do potencial de célula (V), I ¢ a intensidade de corrente aplicada (A), t € o tempo
(h) e V é o volume (m?).

CE

RESULTADOS E DISCUSSAO

As eletrolises galvanostaticas do metil parabeno foram realizadas durantes 2 horas, variando-se a densidade de
corrente aplicada. A Figura 1 mostra que o decaimento de concentragdo em fungdo do tempo, obedece a cinética
de primeira ordem, com constantes de velocidade aparente da ordem de 10 min™ e os melhores resultados obtidos
correspondem aos processos onde se aplicou 75 € 100 mA cm™.

-7.6 o [ ] -
- -
- H = -
P -
7.8 | . - -
v . - -
L ]
8,0 - v -
-8, N -
L J
v M a
g 824 = 25 mAcm” v -
® 50 mAcm™ .
8.4 A 75 mAcm™ . v
v 100 mAcm’ v -~
_8,6 4
v
-8.8 T T T T T T T
o 20 40 60 80 100 120

tempo (minutos)

Figura 1: Decaimento da concentragdo do metil parabeno em fungio da densidade de corrente aplicada.
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Conforme mostrado na Tabela 1, o consumo energético (KW h m?) aumenta de acordo com o aumento da
densidade de corrente, enquanto os valores de EC diminuem; indicando que o aumento de corrente favorece a reagdo de
desprendimento de oxigénio. Verificou-se um aumento taxas de remocdo de COT para densidades de corrente maiores
(30,8 € 39,41%, respectivamente para 75 ¢ 100 mA cm).

Tabela 1: Pardmetros relativos a oxidagdo galvanostatica do metil parabeno (100 mg L)

j/mAcm? E,V) CE COTremc,m EC (%) K (min™) Concentracao
(KW h m?3) (%) final (mg L)
25 8,23 11,79 21,8 3,75 2,93 73,94
50 12,09 34,76 28,4 2,44 3,85 65,46
75 15,47 66,65 30,8 1,77 6,77 44,85
100 18,99 108,79 30,4 1,69 8,51 35,84

Foi realizada também, uma eletrélise “’extensiva” a 100 mA cm? durante 5 horas e foi observado pelas analises do
decaimento da concentracdo em func¢do do tempo (Figura 3) e de UV-Vis (Figura 4) que em aproximadamente 3 horas
de eletrolise a concentragdo do parabeno aproximou-se de zero e obteve-se uma alta taxa de remocdo de TOC foi de
79,8%.

Figura 2: Variagdo da concentragdo de metil Figura 3: Espectro UV-Vis de entre 200 e 400
parabeno em fun¢ao do tempo da eletrolise a 100 |, Diluigio 1:10 em H.O
: : 0.

mAcm? durante 5 horas.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que a remogdo eletroquimica do metil parabeno é mais eficiente quando maiores
densidades de corrente sdo aplicadas e que a0 aumentar o tempo reacional, em aproximadamente, 3 horas a concentragao
do parabeno ¢ reduzida praticamente a zero.
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ABSTRACT: We report the development of a new selective and specific electrochemical biosensor for bacterial
lipolysaccharide (LPS). The impedimetric biosensor is fabricated by self-assembled CramoLL lectin on the PVM-
AuNpCys-modified gold electrode through electrostatic interaction. The measurements of cyclic voltammetry (CV)
and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) showed that K [Fe(CN) J*/K [Fe(CN) J* reactions on the gold
electrode surface were blocked due to the procedures of modified electrode with PVM-AuNpCys-CramoLL. The
binding of a specific CramoLL to LPS recognition could be detected by measurements of the impedance change. In
the majority of the experiments the lectin retained its activity as observed through their interaction with LPS from E.
coli, S. marcescens, S. enterica and K. pneumoniae. The utility of this sensor for selective discrimination of bacterial
lipopolysaccharides types with high sensitivity has been achieved.

Keywords: Impedance; cyclic voltammetry, lipopolysaccharide; lectin

INTRODUCTION

In the past few years, there is an increasingly interest to obtain new biodevices for rapid detection of
lipopolysaccharides (LPS), since they are common pathogens mainly in humans, animals and plants. LPS, also known
as an endotoxin, are the major surface-exposed structural component of the outer membrane of gram-negative bacteria
[1] and composed of three distinct regions: lipid A, core oligosaccharide, and O-specific antigen. The O-specific chain is
an antigenic polysaccharide composed of a chain of highly variable repeating oligosaccharide subunits, typically three
to six monosaccharide residues. Effects of endotoxins exposure on humans include fever, diarrhea, vomiting, septic
shock, and disseminated intravascular coagulation. In addition, detection of bacterial LPS from strains of Klebsiella
pneumonia, Serratia marcescens, Escherichia coli and Salmonella enterica have important role in research, industry,
food control, public health and biodefense.

The LPS molecule is a virulence determinant in K. preumonia and its aggregation with capsular polysaccharide
has been implicated in tissue damage that typically results from active K. pneumoniae lobar pneumonia. Klebsiella O
antigens is composed of two discrete repeat-unit structures of D-galactan. S. marcescens is an opportunistic pathogen
and its endotoxins cause endocarditis, meningitis, urinary tract infections, and bloodstream infections. LPS from S.
marcescens exhibit a linear polysaccharide composed by D-glucose-L-rhamnose disaccharide. E. coli is the most
common pathogen associated with urinary tract infections (UTIs) in women, and accounts for 70-90% of community-
acquired infections. In addition, LPS from E. coli K-235 showed that the repetitive subunit sugar residues consist
of glucosamine, galactosamine, glucose, galactose, rhamnose. S. enterica remains a major cause of food-borne
gastroenteritis worldwide. Many cases of human salmonellosis are attributed to consumption of infected poultry meat
and eggs; the vast majority of cases being the result of S. enterica serovar Enteritidis or serovar Typhimurium [2].
LPS from S. enterica contain around 20 repeats of a common main-chain trisaccharide unit consisting of D-mannose,
L-rhamnose, and D-galactose.

New methods for label-free detection of bacterial LPS with high accuracy, low cost and less processing time are
generally involved the use of lectins, a class of proteins which exhibit a specific affinity to carbohydrates moieties.
Therefore, we exploited this binding characteristic to recognize sugar residues as a basis for the biosensor design for
different bacteria. In this work we applied a self-assembly technology to develop a rapid and sensitive electrochemical
biosensor for detection of bacterial LPS from of S. enterica serovar Typhimurium, K. pneumonia, S. marcescens and
E. coli using a new lectin isolated from Cratylia mollis seeds as selective recognition element. CramoLL is a lectin
isolated from Cratylia mollis seeds of the Leguminosae family and Dioclinae subtribe that recognize Gly/Man and
glycoproteins [3]. CramoLL is involved in many biological activities, such as antitumor action, and its specificity is
correlated with the Concanavalin A lectin. CramoLL has monosaccharide binding sites with hydrogen bond interactions
between protein and methyl-o-D-mannoside (MeaMan). One molecule of MeaMan in the monosaccharide binding
site interacts through direct hydrogen bonds with Asn14, Leu99, Tyr100, Asp207, and Arg227 and through hydrophobic
contacts with the side chains of Tyr12, Leu99, and Tyr100.
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In this work we applied a self-assembly technology to develop a rapid and sensitive electrochemical biosensor for
detection of bacterial LPS from of S. enterica serovar Typhimurium, K. pneumonia, S. marcescens and E. coli using a
new lectin isolated from Cratylia mollis seeds as selective recognition element.

EXPERIMENTAL

Hybrid AuNpCys composites were obtained in according to Li et al. [4]. The preparation of AuNpCys was performed
with 25 pL L-cysteine solution (10 M) self-assembled with 450 uL of AuNp for 12 h.

Gold electrode surface was freshly polished prior to use with 0.05 pm a-Al O, paste, and rigorously rinsed with
doubly distilled water following each polish. Initially, a 5 pL of PVM (0.2%) solution was coated onto the pretreated
electrode and dried in air for Smin, then, the electrode was dipped into AuNpCys solution for 30 min. Subsequently,
it was rinsed with buffer and SuL of CramoLL solution (1.30 mg/mL) was dropped. The PVM-AuNpCys-CramoLL
modified electrode was incubated in a PBS solution containing 0.2% BSA for 20 min at 25°C in order to block the
remaining active sites. Finally, the resulting PVM-AuNpCys-CramoLL-BSA electrode was exposed to LPSs from S.
enterica, K. pneumoniae, S. marcescens and E. coli at different concentrations (200pg/mL, 150ug/mL, 100pg/mL,
50pg/mL and 25pug/mL) diluted in 10 mM pH 7.4 PBS solution at room temperature. Electrochemical measurements
were carried out on a PARSTAT 2263 potentiostat controlled by a computer.

RESULTS AND DISCUSSION

Cyclic voltammograms are shown in Fig. 1. The pretreated bare gold electrode gives a reversible cyclic voltammogram
(curve a). After electrode modification with AuNpCys (curve b) and AuNpCys-CramoLL (curve ¢) a small decrease in
the amperometric response were obtained. The formation of the PVM-AuNpCys-CramoLL system on gold electrode
is accompanied by a considerable decrease in the amperometric response of the electrode and an increase in the peak
to peak separation between the cathodic and anodic waves of the redox probe (curve d).

Figure 1 — Cyclic voltammograms of the electrode at different stages: bare gold electrode (m), AuNpCys (o), AuNpCys-
CramoLL (-), PVM-AuNpCys-CramoLL (A ), PVM-AuNpCys-CramoLL-BSA (0), PVM-AuNpCys-CramoLL-BSA-
pneumoniae ([]), PVM-AuNpCys-CramoLL-BSA-enterica (@), PVM-AuNpCys-CramoLL-BSA-coli (L) and PVM-
AuNpCys-CramoLL-BSA-marcescens (==). Supporting electrolyte 10mM K [Fe(CN) ]*/K,[Fe(CN) J*'1:1 + 0.15 M
NaCl in PBS 10 mM pH 7.4 solution; scan rate of 80 mV.s™.

After blocking the free space inside the modified gold electrode with BSA a new decrease of current response is
observed (curve f). The decrease of current response confirms that BSA molecules are indeed inserted of the PVM-
AuNpCys-CramoLL system, so that they can block the free space. Furthermore the CramoLL biological activity
in PVM-AuNpCys-CramoLL-BSA system was evaluated. Curves e and g are demonstrated the CV responses after
CramoLL response for LPS from K. pneumoniae and S. enterica respectively. However, a good response was obtained
for E. coli (curve h) and S. marcescens (curve i) that reflects specific CramoLL interaction to complex carbohydrates
as bacterial LPS.

Fig. 2 shows the results of Faradaic impedance spectroscopy on the bare gold electrode (curve a), AuNpCys-modified
gold electrode (curve b), AuNpCys-CramoLL-modified gold electrode (curve c), PVM-modified gold electrode (curve
d), PVM-AuNpCys-CramoLL-modified gold electrode (curve e¢) and PVM-AuNpCys-CramoLL-BSA-modified gold
electrode (curve f) in the presence of the K [Fe(CN) ]*/K,[Fe(CN)J*. It can be seen that the gold bare electrode
exhibits an almost straight line that is characteristic of a diffusional limiting step of the electrochemical process. When
the bare gold electrode was dipped into the AuNpCys colloidal solution, the EIS of the AuNpCys-modified electrode
was similar to that of the bare gold electrode. The PVM molecules obstructed the charge transfer of the electrochemical
probe and contribute to the increase of the semicircle diameter (Fig. 2, curve d). After being modified with the PVM-
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AuNpCys-CramoLL system, the EIS of the PVM-AuNpCys-CramoLL-modified electrode shows a higher interfacial
charge transfer resistance (Fig. 2, curve e). The impedance change of the modified process showed that the CramoLL
lectin and PVM attached to the gold electrode surface. When the PVM-AuNpCys-CramoLL-BSA was finally obtained,
the interfacial resistance increased again, which indicated the formation of the sensor layer and that introduction of
BSA hinder the electron transfer (Fig. 2, curve f).

Figure 2 — Nyquist plots for the stepwise modification process: bare gold electrode (m), AuNpCys (@), AuNpCys-
CramoLL ([7), PVM layer (+), PVM-AuNpCys-CramoLL (o) and PVM-AuNpCys-CramoLL-BSA (7). Supporting
electrolyte 10mM K [Fe(CN)]*'K,[Fe(CN),]* 1:1 +0.15 M NaCl in PBS 10 mM pH 7.4 solution; frequency range at
100mHz to 100 kHz.

CONCLUSION

CV and EIS were applied to evaluate the LPS detection in the presence of K [Fe(CN),]*/K,[Fe(CN),]* redox probe.
CramoLL interacted selectively with LPS from S. marcescens, E. coli, S. enterica and K. pneumoniae demonstrating,
this way, that CramoLL system can be used to detect the presence of complex glycoconjugates.
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ABSTRACT: In this work, we describe the preparation and characterization of a novel gold nanoparticles-polyaniline
hybrid composite (AuNpPANI) with SH-terminal groups that, due to its ability of immobilizing dengue serotype-specific
primers 1, 2 and 3 (ST1, ST2 and ST3), can be used for the development of biosensors. Electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) and cyclic voltammetry (CV) were performed. CV and EIS results demonstrated that the AuNpPANI
can immobilize ST1, ST2 and ST3, formed AuNpPANI-ST complexes. Well-defined cyclic voltammograms characteristic
of a diffusion-limited redox process were observed both for the bare gold electrode and after these electrodes have been
modified by the adsorption of AuNpPANI or AuNpPANI-ST. The AuNpPANI-ST(1-3) systems were able to recognize the
dengue serotype of different patients at picomolar concentrations. CV and EIS results showed unequivocal evidence
of an existing interaction between dengue serotype-specific primers and their complementary genomic DNA targets.
Keywords: Impedance spectroscopy; cyclic voltammetry; dengue; polyaniline.

INTRODUCTION

The dengue virus causes more illness and death than any other arbovirus diseases, particularly in developing
countries, where dengue viral infections are reaching plague proportions. Detection and classification of the dengue
virus requires 4-5 days for its isolation and cultivation. PCR methods can rapidly detect the viral RNA from the
patients’ serum in the viremis phase but their more widespread use is hindered not only due to the possibility of sample
contamination, but also their characteristic demands of high technological support. Hence there is a need for diagnostic
methods that, in a reliable manner, could identify the disease and allow the treatment of the dengue virus infection
still in its initial stage. Ideally, dengue biosensors should also be able to detect the presence of an analyte in minutes
while using small volumes of sample. Dengue virus infection may be subclinical (with no apparent symptoms), and
its symptoms are similar to those of malaria, influenza, typhus, and other virus infections. In addition, no specific
therapeutic treatment is available for preventing or curing the virus infection caused by dengue virus [1]. For dengue
diagnosis the enzyme linked immunosorbent assay and immunofluorescence assay are the gold standard serological
tests. Although, new methods for diagnosis of dengue virus employing biosensors are the current demand to prevent
the spread of the disease.

Use of DNA biosensor for the detection of nucleic sequences holds an enormous possibility for disease diagnosis,
drug screening, and forensic analysis. Many techniques including electrochemistry, surface plasmon resonance and
quartz crystal microbalance have been used for the development of DNA biosensors. Electrochemistry techniques offer
sensitivity and selectivity at low cost for the detection of selected DNA sequences associated with human disease and
electrochemical biosensors for DNA hybridization present attractive capacity for converting the hybridization event
into an analytical signal.

In the last two decades, conductive polymers have attracted much interest due to their high conductivity, ease of
preparation, good environmental stability, and large variety of possible applications in areas such as light emitting,
electronic devices, and chemical sensors. Polyaniline (PANI) has been proven particularly useful in the development
of biosensors. In especial, polymer—nanoparticle composite materials have attracted the interest of a number of
researchers, due to their synergistic and hybrid properties derived from their diverse components [2].

In this work, we describe the development a sensitive layer based on gold nanoparticles-polyaniline hybrid
composite (AuNpPANI) that can be used for monitoring the hybridization of dengue serotype virus, while requiring
the use of small volumes and low concentrations of the analyte. We have applied self-assembly techniques based on the
initial chemical adsorption of SH-terminal groups of AuNpPANI on the gold electrode surface and on the subsequent
electrostatic interaction between the (positively charged) AuNpPANI and the (negatively charged) serotype-specific
primers.
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EXPERIMENTAL

Hybrid organic-inorganic composites were obtained in according to de Melo and collaborators [3]. The AuNpPANI-
modified electrode was obtained by dropping AuNpPANI solution on the bare gold electrode surface at 25 -C for 2min.
Then, the AuNpPANI-modified electrode was rinsed with ethanol solution to remove non-adsorbed particles. The ST
immobilization was performed with the AuNpPANI-modified electrode incubated into 0.05 pM probe ST in 10mM
phosphate buffer saline (PBS) solution for Smin at room temperature. The immobilized electrode was then rinsed
with PBS solution (pH= 7.0) and stored at 4 -C for the hybridization. The hybridization experiments were carried out
by immersing the AuNpPANI-ST-modified electrode into different concentrations of genomic DNA target sequence
in 10mM PBS solution. Finally, the hybridized electrodes were rinsed with PBS. The scanning electron microscopy
images were obtained from a JSM 5900 (JEOL Instruments, Japan) at an acceleration voltage of 15 kV and a working
distance of Sum. The serotype specific base sequences (ST) for type 1, 2 and 3 are, respectively:

- Serotype 1 (ST1): 5'-CGTCTCAGTGATCCGGGGG-3'
- Serotype 2 (ST2): 5'-CGCCACAAGGGCCATGAACAG-3'
- Serotype 3 (ST3): 5'-TAACATCATGAGACAGAGC-3'

RESULTS AND DISCUSSION

Fig. 1 shows the cyclic voltammograms obtained for different systems: pure ST1 (Fig. 1a), ST2 (Fig. 1b) and
ST3 (Fig. 1¢) serotypes, measured at a scan rate of 50mVs™'. The bare gold electrode presents a pair of well-defined
redox peaks, showing the reversible process of K [Fe(CN) ]*/K,[Fe(CN) ]~ in solution phase (Fig. 1, curve a). The
assemblage of the AuNpPANI composite atop the electrode surface induced a decrease in the peak current (Fig. 1,
curve b).

Typel a Type2 b

Type 3
4. Yp! C

04 02 00 02 04 06 08
Potential (V)

Figure 1 — Cyclic voltammograms of the electrode for serotype 1 (a), serotype 2 (b) and serotype 3 (c) at different stages
of the process: bare gold electrode (m), AuNpPANI (%), AuNpPANI-ST (A), AuNpPANI-ST-DENcomplementary
() and AuNpPANI-ST-DENnon-complementary (©). Supporting electrolyte 10mM K, [Fe(CN) J*/K,[Fe(CN) J*1:1 +
0.15 M NaCl in PBS 10 mM pH 7.4 solution; scan rate of 50 mV.s™".

Finally, curve c in Fig. 1 corresponds to the electrochemical behavior of redox pair after the probe ST has modified
the electrode: here, the peak current is lower than that of curve b, in an indication that the probe ST for each dengue
serotype has been successfully immobilized on the surface of the modified electrode. The decrease in the peak current
could be assigned to the repulsion of K [Fe(CN) ]*/K [Fe(CN) J*~ by the negatively charged phosphate backbone of
probe ST(1-3). After the occurrence of the hybridization of the modified electrode with the target complementary
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DEN for ST(1-3), the peak current of redox pair was observed to suffer a further decrease (Fig. 3, curve d). The
introduction of complementary genomic DNA increases the negative charge and therefore the repellence of the redox
species. This change in charge upon hybridization induces a further increase in the resistance, in what constitutes the
basis for the sensing mechanism of the detector. The AuNpPANI-ST(1-3) system responses to a non-complementary
target (AuNpPANI-ST-DENnon-complementary (0)) can be visualized in Fig. 1, which shows no changes in the
K, [Fe(CN),]*/K,[Fe(CN), ]’ redox species when compared with the proposed system (AuNpPANI-ST (A)).

Fig. 2 shows the Nyquist plots of the differently modified electrode when the frequency was varied from 100MHz
to 100 kHz. An almost straight line was observed for the bare gold electrode (curve a), which is a characteristic of an
electron transfer process controlled by mass diffusion and a low R . (8.62x10* Q). The assemblage of the AuNpPANI
composite on the electrode surface induced an increase in the interfacial R . (curve b) as compared to the corresponding
one of the bare gold electrode, in an indication of a blockage in the electron transfer.
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Figure 2 — Nyquist plots of the electrode at different stages: Bare gold electrode (m), AuNpPANI (A), AuNpPANI-
ST1 (¢), AuNpPANI-ST1-DENcomplementary (®) and AuNpPANI-ST1-DENnon-complementary (x). Supporting
electrolyte 10mM K [Fe(CN)J*/K [Fe(CN) J* 1:1 + 0.15 M NaCl in PBS 10 mM pH 7.4 solution; frequency range at
100mHz to 100 kHz. Inset: Nyquist plots of AuNpPANI-ST(1-3)-DENcomplementary.

Results indicated that the R has its value increased to 1.51 kQ with the further assembly of the AuNpPANI
composite. The ST1 immobilization on the AuNpPANI-modified electrode results in an increase of R .. from 1.51 kQ
to 2.12 kQ (curve c), which could be ascribed to the repellence of redox probe from the approaching electrode surface
by negative-charged phosphate skeletons of ST. After the ST1 probe hybridizes with the DEN1 genome sequence
(complementary target), a new increase in the value of R . to 3.6 k€ was obtained (curve €), indicating the occurrence
of a specific biomolecular interaction. In fact, no similar results were observed for the case of the AuNpPANI-ST-
DNAnoncomplementary experiments (curve d).

The Randles model (Fig. 3) is used as an equivalent circuit to describe the data of electrochemical impedance
measurements; the fitting of the measured spectra is shown in Fig. 4a, where a good agreement can be observed over the
entire range of measured frequencies. The general equivalent electric circuit (Randles) includes the ohmic resistance of
the electrolyte solution (R ), the Warburg impedance (W) resulting from ion diffusion from the bulk electrolyte to the
electrode interface, the double layer (C ), and the charge-transfer resistance (R .;), which are admitted to exist when the
electrolyte solution contains a redox probe. In the AuNpPANI-ST-DEN(1-3) system, R and W denote, respectively,
the bulk properties of the electrolyte solution and the diffusion features of the redox probe in the solution [4].

C,

R a
—o
wW—

Rer

Figure 3 — Equivalent circuit adopted to fit the impedance data.

The best EIS parameters for this system were calculated from the data shown in Fig. 2 and are presented in Table 1.
As discussed before, the stepwise increase of the R ., for AuNpPANI, AuNpPANI-ST(1-3) and AuNpPANI-ST(1-3)-
DENcomplementary indicate the formation of insulating films of AuNpPANI and DNA on the gold electrode surface.
The C, value largely depends on the dielectric constant of the layer separating the ionic charges and the electrode
surface, on the surface area of the electrode, and on the thickness of the separation layer. A large decrease in the C
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value was observed when the AuNpPANI-TS1 system was introduced with the complementary target. Therefore, we
observed that the value of R .. depends on the insulating characteristics of the electrode/electrolyte interface.

Table 1- Values of the equivalent circuit elements from fitted impedance results.

Modified electrode R /kQ C,/uF W (x10)
Bare gold electrode 0.82 10.38 5.36
AuNpPANI 1.50 5.48 3.33
AuNpPANI-ST1 1.92 6.12 3.53
AuNpPANI-ST1-DENcomplementary 3.60 5.30 1.50
AuNpPANI-ST1-DENnon-complementary 2.14 5.51 3.08
AuNpPANI-ST2 1.83 6.73 4.40
AuNpPANI-ST2-DENcomplementary 3.13 5.11 4.25
AuNpPANI-ST2-DENnon-complementary 2.07 6.61 4.36
AuNpPANI-ST3 1.33 5.53 4.28
AuNpPANI-ST3-DENcomplementary 2.19 5.18 4.49
AuNpPANI-ST3-DENnon-complementary 1.50 5.21 4.40
CONCLUSION

EIS and CV measurements showed that redox probe reactions on the modified gold electrodes were partially blocked
due the adsorption of AuNpPANI and a progressive blockage was observed at each modification step. The AuNpPANI-
ST system exhibited was capable to interact with the complementary target of human patient’s dengue genome.
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RESUMO: Foi desenvolvida uma metodologia para a preparagdo e aplicagdo de um biossensor bienzimdtico
confeccionado com as enzimas glicose oxidase e frutose dehidrogenase, imobilizadas em camadas auto-organizadas
(self-assembled monolayers - SAMs) de cistamina para a quantificag¢do de aguicares em alimentos. Apos a modificag¢do
do eletrodo de ouro com a SAM de cistamina, biossensores foram construidos e condigoes foram otimizadas, tais
como: concentragdo do mediador de elétrons tetratiafulvaleno (TTF), porcentagem de glutaraldeido, temperatura
e tempo de vida do biossensor. A determinagdo analitica da D-glicose e da D-frutose foi realizada em eletrolito
puro pelo método da adig¢do de padrdo e os resultados foram obtidos por cronoamperometria. A corrente de pico de
oxidagdo do TTF aumentou proporcionalmente com o aumento da concentragdo e o limite de detecg¢do (LD) obtido foi
de 0,26 mg L' (1,44x10° mol L). O biossensor foi aplicado em amostras de bebidas dietéticas e ndo dietéticas, com
o proposito de verificar a influéncia de interferentes e o efeito de matriz.

Palavras-chave: glicose oxidase, frutose dehidrogenase, camadas auto-organizadas, biossensor, agiicares.

INTRODUCAO

A utilizagdo de biossensores construidos pela imobilizagdo de enzimas em superficies modificadas com camadas
auto-organizadas vem crescendo devido a algumas vantagens relacionadas a melhoria da reprodutibilidade das analises,
em fungdo da distribuicdo mais homogénea da enzima imobilizada na superficie do eletrodo [4]. Além disto, a formagdo
de biossensores em SAMs apresenta propriedades como: estabilidade, ampla faixa de potencial de trabalho e excelente
microambiente para atividade biocatalitica das enzimas, pois podem simular membranas bioldgicas, aproximando o
sistema das condi¢des conformacionais 6timas observadas em um ambiente biologico original, permitindo orientar
as enzimas sobre a superficie do eletrodo sem desnaturagdo. Sendo assim, o método de construgdo de biossensores
utilizando SAMs ¢ muito promissor [1] [2] [3].

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica para a determinagdo de
acucares em amostras de alimentos utilizando um biossensor bienzimatico a base das enzimas glicose oxidase (GOx)
e frutose dehidrogenase (FDH), construido em SAM de cistamina (CYS).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As medidas de voltametria ciclica e cronoamperometria foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT 30 (ECO CHEMIE, Holanda). O eletrodo de trabalho (biossensor) utilizado foi um eletrodo de
ouro policristalino (® = 2,0 mm) embutido em Teflon® modificado com a SAM de cistamina, mediador de elétrons
tetratiafulvaleno (TTF), enzimas glicose oxidase (GOx) e frutose dehidrogenase (FDH) e glutaraldeido (GLU) como
agente aglutinante. Como eletrodo referéncia foi utilizado Ag/AgCl em KCl 3,0 mol L e como eletrodo auxiliar uma
placa de platina com area geométrica de 0,48 cm? Como eletrélito suporte foi utilizado tampéo fosfato 0,1 mol L
(pH 6.,5).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s as otimizagdes das condi¢des de trabalho, tais como: concentragdo do mediador de elétrons tetratiafulvaleno
(TTF), quantidade das enzimas glicose oxidase (GOx) e frutose dehidrogenase (FDH), porcentagem de glutaraldeido
(GLU), temperatura, concentragdo hidrogenidnica e tempo de vida, bem como depois de conhecidos os comportamentos
dos biossensores a base de GOx e FDH separadamente, construiu-se a curva analitica para o biossensor Au-CYS-
TTF-GOx-FDH-GLU por meio da investigacdo do sinal amperométrico do biossensor com o aumento continuo da
concentragdo de D-glicose+D-frutose em solucdo de tampao fosfato 0,10 mol L' pH=6,5.

O potencial de trabalho foi determinado utilizando-se voltametria ciclica, para encontrar o pico de oxidagdo
do mediador de elétrons TTF, que ocorre somente apds a adicdo dos substratos (D-glicose ¢ D-frutose) na célula
eletroquimica. O potencial de pico da oxidagdo do TTF ¢ observado em aproximadamente 200 mV, ou seja, logo apos
a corrente limite de difusdo, garantindo que o maximo de espécies chegue a superficie do eletrodo.
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A Figura 1 apresenta o cronoamperograma da determinagdo simultdnea dos carboidratos por meio de adi¢Ges
padrdo de uma mistura equimolar de D-glicose ¢ D-frutose, mostrando a dependéncia da corrente de oxidagdo do
TTF com a adi¢do da solucdo dos agucares. Na mesma Figura 1 esta inserido o grafico que mostra a dependéncia
das correntes limite de difusdo da oxidagdo do TTF ws a concentracdo da mistura equimolar de D-glicose+
D-frutose. Os limites de deteccdo (LD = 3s/B) e quantificagdo (LQ = 10s/B) obtidos foram de 0,26 mg L’
(1,44x10°mol L") € 0,91 mg L' (5,05x10° mol L"), respectivamente.

A potencialidade da metodologia foi, entdo, testada realizando-se medidas de recuperagdo em amostras de
refrigerantes e adogantes obtidas no comércio local.

A determinacdo dos agtcares D-glicose e D-frutose, presentes em grande quantidade em alimentos, como
refrigerantes, foi realizada utilizando o biossensor bienzimatico Au-CYS-TTF-GOx-FDH-GLU em refrigerantes a
base de cola nao dietéticos, light e dietéticos. Para este estudo foi adicionado a cela eletroquimica uma aliquota de 100
uL de cada amostra em 10,0 mL de tampdo fosfato 0,10 mol L' pH=6,5 ¢ por meio de adi¢do de padrdo de mistura
equimolar de D-glicose+D-frutose foram construidas curvas analiticas, onde foram obtidos valores referentes a menor
quantidade detectada dos agticares, por meio da equagdo LD = 3s,/B . Estes resultados sdo apresentados na Figura
2, onde observa-se que os amperogramas para as amostras dos refrigerantes dietético e light apresentaram a mesma
magnitude nos valores de corrente, indicando a auséncia dos agucares. Este fato pode ser relacionado com os rotulos
dos produtos, os quais indicam que estes alimentos ndo contém quantidades significantes de carboidratos. Entretanto,
se houver uma quantidade minima de D-glicose e D-frutose na amostra de refrigerante light, esta diferenca de conteudo
em relagdo a dietética, esta abaixo do limite de detecgdo da técnica.

Ja o cronoamperograma para a amostra de refrigerante nao dietético (Figura 2), observa-se que existe uma elevada
magnitude de corrente durante a medida do branco (sem adi¢do de D-glicose), indicando a presenca de D-glicose em
uma quantidade significativa, o que demonstra a boa funcionalidade do biossensor.
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Figura 1. Cronoamperograma obtido para a adi¢do
de padrio de D-glicose e D-frutose em meio de
solu¢do tampdo fosfato 0,10 mol L' pH=6,5.
Faixa de concentragdio da mistura equimolar de
D-glicosetD-frutose: 0,98x10° a 6,89x10° mol L.
E aplicado: 0,200 V vs Ag/AgCl. T=35°C. Inserido:
Dependéncia das correntes limite de difusdo da
oxidagdo do TTF com a concentragdo da mistura
D-glicoset+D-frutose. Faixa linear de concentragdo:
0,98x107 a 4,54x10* mol L.

Figura 2. Cronoamperogramas obtidos para a adi¢do
de padrio usada na determinacdo de D-glicose e
D-frutose em meio de solugdo tampao fosfato 0,10 mol
L' pH=6,5, na presenca de refrigerante a base de cola
onde: refrigerante ndo dietético (—); refrigerante light
(—) e refrigerante dietético (—). Faixa de concentragdo
de D-glicoset+Dfrutose: 0,98x107 a 4,54x10° mol L'\ E
aplicado: 0,200 V vs Ag/AgCl. T=35°C.

A dependéncia das correntes limite de difusdo da oxidag@o do TTF em funcédo da adigdo de D-glicose+D-frutose para
as amostras de refrigerante dietético e light, esta apresentada nas Figuras 3 e 4, respectivamente. A menor quantidade
do agucares detectada para o refrigerante dietético foi de 0,25 mg L' (1,38x10° mol L!) e para o refrigerante light foi
de 0,24 mg L' (1,33x10° mol L'). Estes resultados comparados ao LD obtido na curva analitica em eletrdlito puro

indicam que praticamente ndo ha efeito de matriz.

N R=0991
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[D-glicose + D-frutose] / 10” mol L

Figura 3. Dependéncia das correntes limite de
difusdo da oxidacdo do TTF com a concentragdo de
D-glicose+D-frutose para a amostra de refrigerante a
base de cola dietético. Faixa linear de concentracdo
de D-glicoset+D-frutose: 0,98x10° a 4,54x103
mol L,

Para a amostra de refrigerante a base de cola ndo dietético obteve-se um valor inicial de D-glicose+D-frutose de

17,9 mg L' (9,95x107° mol L") de acordo com a Figura 5.
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Figura 4. Dependéncia das correntes limite de
difusdo da oxidagdo do TTF com a concentracdo de
D-glicose+D-frutose para a amostra de refrigerante
a base de cola light. Faixa linear de concentragdo de
D-glicose+D-frutose: 0,98x103 a 4,54x10 mol L.
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Figura 5. Dependéncia das correntes limite de

30 difusdo da oxida¢do do TTF com a concentragdo de
< 22 D-glicosetD-frutose para amostra de refrigerante ndo
s dietético.
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O efeito de interferentes foi investigado para alguns acidos organicos. Primeiramente, foi adicionada uma aliquota
da mistura equimolar de D-glicose e D-frutose até estabilizacdo da corrente e, por conseguinte, foram adicionados
separadamente cada um dos possiveis interferentes e finalmente mais uma aliquota da mistura equimolar de D-glicose
e D-frutose. Nao foi observado respostas de corrente para os compostos verificados, como mostrado na Figura 6.

_ Figura 6. Cronoamperograma obtido do biossensor
B A bienzimatico para adi¢des da mistura equimolar de
"T""’”"’“w D-glicose+D-frutose ~ com  concentragdo  de

0,1 umol L' e de possiveis interferentes organicos na
concentragdo de 0,25 pumol L' em meio de solucdo
tampdo fosfato 0,1 mol L' pH=6,5. E aplicado:
201 0,200 V vs Ag/AgCl. T=35°C
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A dopagem do eletrodo com mediador de elétrons aumentou a seletividade do biossensor, uma vez que a presenca
do mediador possibilita um potencial de trabalho em uma regido mais préoxima de zero volts, ou seja, mais imune
a interferéncias de outras espécies eletroativas, minimizando o efeito de interferentes e evitando a desnaturacdo da
enzima. Um exemplo do mecanismo da reagdo ¢ apresentado para a GOx:

D —glicose+ GOx, — gliconolactona + GOx,,,
GOx,, +2TTF* — GOx, +2TTF +2H"
2TTF — 2TTF* +2¢”

CONCLUSOES

O dispositivo estudado promoveu resultados consideraveis em termos dos valores das menores quantidades
detectaveis dos agucares em estudo, constituindo uma vantagem caracteristica do sistema desenvolvido neste estudo,
bem como uma contribuigdo importante na area da eletroanalise. Adicionalmente, o biossensor bienzimatico apresentou
resposta rapida com facil aplicabilidade e baixo custo, além da eliminagao do efeito de matriz.
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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de biossensor a base DNA imobilizado sobre a
superficie de nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) para a detec¢do do farmaco psicotrdpico da
classe dos azepinicos: amitriptilina. Investigou-se as variaveis que exercem influéncia no desempenho deste, tais
como: o pH de trabalho, alem da composicao e concentragdo da solugdo tampdo empregada como eletrolito suporte.
A resposta amperométrica para o analito usando o biossensor proposto apresentou intervalo de resposta linear (0,25
a 1,4 mmol L), boa sensibilidade (232,19 uA/ mmol L*), limites de detec¢do e de quantificag¢do de 0,13 mmol. L' e
0,42 mmolL™, respectivamente.

Palavras-chave: Biossensor, nanotubos de carbono, DNA, psicotropico

INTRODUCAO

Na area dos farmacos ha uma grande necessidade por novas técnicas que possam ampliar ¢ melhorar os estudos
relacionados as intera¢des entre gene, proteinas, acidos nucléicos e farmacos alvo, buscando: acelerar a descoberta de
novos remédios, aperfeicoamentos dos farmacos ja existentes e diminui¢do do tempo de regulamentagdo exigido para
que um farmaco possa ser administrado com seguranga em seres humanos.

Com relagdo aos agentes psicotropicos o grande interesse por estudos nesta area deve-se ao baixo conhecimento do
mecanismo de agdo relacionados aos distarbios psiquicos bem como da atuagdo dos farmacos disponiveis atualmente,
0s quais ndo sdo curativos mas apenas aliviam os sintomas através de mecanismos ainda ndo elucidados [1].

Neste sentido, os biossensores possibilitam o estudo destes farmacos devido as suas caracteristicas operacionais
[2,3] que estdo relacionadas fundamentalmente com sua estrutura que utiliza um elemento de reconhecimento de
origem bioldgico (receptor bioquimico), o qual estad em contato espacial direto com um elemento de transdugao.
PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
REAGENTES

Nanotubo de Carbono Multi Paredes (MWCNT) foi obtido pela CNT Corporation Ltd, Incheon, Coréia, com
diametro de 10-40nm e comprimento de 5-20pum; DNA de esperma de arenque foi obtido pela Sigma. Os demais
reagentes (acidos e bases utilizados para ajuste de pH nas solugdes) foram de grau analitico. Todas as medidas foram
realizadas sob atmosfera de gas nitrogénio e com agua deionizada.

MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas eletroquimicas foram realizadas num potenciostato modelo PGSTAT12 da Ecochemie com o emprego
de uma célula eletroquimica de 3 eletrodos. O eletrodo saturado de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) foi empregado
como referéncia, e uma espiral de platina como o eletrodo auxiliar.

O eletrodo de trabalho utilizado foi construido no préprio laboratério. Este dispositivo ¢ basicamente um tubo de
vidro de 15 cm de comprimento contendo uma cavidade inferior com 4 mm de didmetro interno e 1 mm de profundidade.
Para a imobilizacdo do DNA na superficie da matrizde MWCNT 100 mg de nanotubo de carbono foram adicionados
em 20 mL de uma solugéo de 0,5 mg / mL de DNA em tampdo fosfato 0,1 mol.L-! pH=7, permanecendo sob agita¢do
mecénica durante 3 horas. Logo apds, realizou-se a filtragdo deste material e posteriormente, este era seco por 12 h
em temperatura ambiente. Apds o processo de secagem preparou-se o eletrodo de trabalho, o qual € constituido de
uma pasta deste material utilizando 90 pL de 6leo mineral misturando bem até a sua completa homogeneizagao. Esta
pasta foi introduzida na cavidade inferior do tubo de vidro descrito acima, obtendo o eletrodo de pasta de nanotubo de
carbono modificado com DNA, a qual foi denominada de MWCNT-DNA.

De modo a avaliar o melhor desempenho obtido com o emprego de MWCNT-DNA na preparagdo do biossensor,
uma pasta contendo apenas MWCNT como material carbonaceo foi preparada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi verificado através de analises voltamétricas o monitoramento do farmaco amitriptilina na
concentragdo de 2 mmol L' utilizando eletrodos de trabalho de MWCNT e MWCNT-DNA , conforme a Figural:
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Figura 1 — Voltamogramas ciclicos de amitriptilina (AZP) livre em tampdo fosfato 0,1 mol.L"', pH=7 utilizando
eletrodo de MWCNT e MWCNT-DNA com velocidade de varredura de 10 mV.

Nos voltamogramas ciclicos pode-se identificar um pico referente a oxidag¢do do farmaco amitriptilina em potencial
de 0,94V com eletrodo de trabalho de MWCNT. Com a utilizagdo do eletrodo MWCNT-DNA foi verificado um
aumento da corrente de pico anddica do farmaco, que pode ser atribuido ao material bioldgico imobilizado na matriz
carbonacea melhorando, desta forma, a sensibilidade do eletrodo empregado para este analito.

Outro importante aspecto estudado, empregando o biossensor proposto ¢ o analito de interesse (amitriptilina)
preparada em meio de solugao tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 na concentragéo de 2,00 x10- mol L', foi a relagdo
entre a corrente de pico anoddica e a velocidade de varrredura a qual foi variada no intervalo de de 5-100 mV s'. O
comportamento apresentado é similar a processos controlados por difusdo, conforme a Figura 2, uma vez que ¢ possivel
observar uma correlacdo linear entre a intensidade corrente anddica e a raiz quadrada da velocidade de varredura.

3504 ® 2 mmol AZP Tamp. Fosfato
——— R=0,99247

50 T T T

\V2 12 / (mvs-1)112

Figura 2 — Dependéncia da corrente de pico em funcdo da raiz quadrada da velocidade obtida para Amitriptilina.
Experimento realizado em solugdo tampao fosfato 0,1 mol.L"' , pH=7.

Em seguida, foram realizados estudos para as variaveis que exercem influéncia no desempenho do biossensor a fim
de melhorar o sinal eletroquimico do eletrodo de trabalho e, para isso, foram levados em consideragdo fatores como o
pH (entre 5 a 8,5), a composic¢do da solugdo tampao (Tris, Fosfato, Pipes, Acetato e Hepes) e a concentragdo do tampao
(variando 0,1 a 0,3 mol.L!), além da velocidade de varredura empregada (5 a 100 mVs!), com os melhores valores
encontrados apresentados na Tabela 1:

Tabela 1 — Varidveis Operacionais que exercem influéncia no desempenho do biossensor (MWCNT-DNA) na
determinacdo de Amitriptilina

Veloc. de varredura Tampao Conc. Tampao pH

50 mV s Fosfato 0,2 mol.L"! 7,5
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Apds a otimizagdo de alguns parametros operacionais, empregou-se o eletrodo de trabalho (MWCNT-DNA) a
fim de determinar a faixa linear de resposta, a sensibilidade e os limite de detecgdo e de quantificacdo do biossensor
proposto. As Figuras 3A e 3B, ilustram os voltamogramas ciclicos obtidos com o biossensor proposto na presenca de
amitriptilina no intervalo de concentragdo 2,5 x 10* mol L' a 1,4 x 10 mol L' empregando velocidade de varredura
de 50 mV s e a correlagdo linear entre a corrente de pico anddica obtida e a concentragdo do analito estudado,
respectivamente.

—25X10*molL
——35X10*molL
600+ —— 45X 10" molL”’
— 55X 10" molL”’
65X10°molL’
——75X10*molL"
85X10*molL
——1.0X10° molL
——13X10°mol.L
—14X10°molL’
——Branco Tamp fosfato 0.2 moler: pHE7.5

= conc de AZP mmol L'MWCNT

i/ pA

06 09 12 02 04 06 08 10 12 14
E/V (vs. AglagCl) [AZP] / 10°mol L

B

LA

Figura 3 A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o biossensor MWCNT-DNA na presenga de amitriptilina,
empregando v =50 mV s! e B) Curva analitica obtida com o biossensor MWCNT-DNA para o fArmaco amitriptilina.

Através da Figura 3B, foi possivel determinar que o biossensor proposto apresentou uma faixa linear de resposta
para amitriptilina de 0,25 a 1,4 mmol L' expressada através da equagdo: i(nA) = -48,66 + 232,19 [amitriptilina]
(mmol L"), a qual indica uma sensibilidade de 232,19 pA/ mmol L', bastante superior a apresentada em um trabalho
reportado na literatura [4], o que sugere a viabilidade da utilizagdo do dispositivo desenvolvido como suporte para a
detecgdo de amitriptilina de forma muito simples. O limite de detecgdo, calculado como (35,/S) foi de 0,13 mmol.L".e
limite de quantificagdo de 0,42 mmol.L-".

CONCLUSOES

Através do desenvolvimento deste trabalho foi possivel obter um biossensor a base de DNA utilizando matriz
de nanotubo de carbono (MWCNT-DNA) para o monitoramento do farmaco psicotropico amitriptilina. Uma boa
sensibilidade, 232,19 pA/ mmol L, para a detec¢do do farmaco foi observada e pode ser atribuida a amplificagdo de
sinal promovida pela eficiente imobilizagdo do DNA na matrix de MWCNT. O biossensor desenvolvido (MWCNT-
DNA) apresentou intervalo de resposta linear (0,25 a 1,40 mmol L) com sensibilidade muito boa comparado a trabalho
da literatura [3], indicando viabilidade do dispositivo proposto na determinagdo da amitriptilina.
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RESUMO: O cenario atual na detecgdo de doengas infecciosas requer novas plataformas capazes de identifica-las nos
estagios iniciais de infec¢do. Matriz de poli(3-aminofenol) apresenta boa estabilidade térmica e eletroquimica com
tempo de armazenamento e funcionalizagdes que permitem interacoes com grupos fosfato do DNA. Sondas e alvos
foram obtidos de genes especificos para cancer de prostata e Hepatite C. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
foi utilizada para avaliagdo do aumento de resisténcia em solugdo contendo um mediador redox e Voltametria de Pulso
Diferencial avaliou o aumento na resposta de corrente de oxidag¢do de brometo de etidio. As imobilizacées das sondas
e detecgoes dos alvos foram possiveis e otimizagoes dos sistemas permitiram obter os melhores resultados aliados aos
baixos valores de limite de detec¢do. O trabalho mostrou a possibilidade de utilizagdo do sistema para construgdo
destes genossensores além da versatilidade da matriz para a detecg¢do de outras doencas baseadas em DNA.
Palavras-chave: Poli(3-aminofenol), DNA, biossensor, cancer de prostata, Hepatite C

INTRODUCAO

Os dados mais recentes mostram o numero de casos no Brasil de cancer de prostata de cerca de 52.350 para o ano
de 2010 [1] e de 9.794 casos de Hepatite C para o ano de 2009 [2]. Em ambos os casos, os nimeros nao refletem a
realidade, visto que as doengas sdo assintomaticas nos estagios iniciais, € uma grande parcela da populacdo pode estar
infectada e ndo ter conhecimento. O tumor da préstata é detectado exclusivamente pelo exame de toque retal e do
antigeno prostatico especifico (PSA), enquanto que para a Hepatite C, sdo normalmente utilizados exames sorologicos
como ELISA ou RIBA, utilizando antigenos para detecgdo de anticorpos anti-HCV. Embora eficientes, estes exames
ndo permitem a detec¢do em estagios iniciais das doengas, sdo testes com alta demanda de tempo, custo, mado-de-obra
especializada além da presenca de falso-positivos nas analises [3,4]. Biossensores eletroquimicos apresentam uma
solugdo para o diagnostico dessas doengas, pela simplicidade do sistema construido com alto nivel de especificidade,
baixos limites de detecgdo e de facil manuseio, podendo ser comercializado como materiais descartaveis de baixo custo
[5].

Biossensores de DNA ou genossensores utilizam oligonucleotideos, produtos de PCR ou DNA nativo como sondas
e alvos complementares na sua constru¢do. Embora PSA e peptideos sintéticos sejam importantes para deteccdo de
cancer de prostata e Hepatite C, respectivamente, outros marcadores estdo sendo estudados que envolvem os genes do
cancer expressados diferencialmente e do RNA do virus da Hepatite C [4,6]. Os testes baseados em DNA podem ser
realizados em menor tempo, pois ja estdo presentes no sistema nos estagios iniciais da doenga, enquanto que os ensaios
imunoloégicos necessitam de um tempo minimo para que o corpo desenvolva ou aumente a concentragdo de anticorpos
para combater a doenca.

Biossensores eletroquimicos utilizando matrizes poliméricas podem auxiliar na imobilizagdo das sondas biologicas
devido a presenga de funcionaliza¢des nas superficies dos eletrodos que permitem uma interagdo mais especifica entre
transdutor e camada de reconhecimento [7]. Além disso, outra vantagem de polimeros é a condutividade intrinseca.
Polimeros condutores podem aumentar o sinal de detec¢do [8] como também impedir a adsor¢dao de analitos ndo-
especificos [9].

O polimero derivado de 3-aminofenol ja foi formado sobre eletrodos de carbono grafite [10,11]. A possibilidade de
presenca de grupos funcionais na estrutura foi avaliada [12]. O estudo sugere a formacao de um material funcionalizado
com estrutura apresentando “pinholes”, o que é de interesse para o sistema, visto que pode acomodar mais facilmente
a biomolécula de DNA. Assim, o poli(3-aminofenol) foi classificado como um bom candidato como matriz para
construgdo de biossensores de DNA.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a estabilidade do polimero derivado de 3-aminofenol sobre a superficie de
grafite e utiliza-lo na construcgdo de genossensores para detec¢do de cancer de prostata e Hepatite C, utilizando produtos
de PCR de regides conservadas de DNA/RNA.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todas as vidrarias utilizadas foram deixadas em banho de 4cido nitrico P.A por 24 horas. A lavagem das vidrarias
e o preparo das solucdes foram realizadas com agua deionizada 18,18 MQ de um Mili-Q da Gehaka. Os eletrodos
de trabalho foram de carbono grafite (ECG) e como auxiliar e referéncia foram utilizados eletrodos de platina e de
Ag/AgCl, KCI (3,0 mol L'). Os sistemas foram conectados a um potenciostato da CH Instruments modelo 420A.
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) foi realizada em um Autolab PGSTAT 302N com médulo FRA-2
da Eco Chimie BV. Os produtos de PCR de cancer de prostata (277 pares de base) e de Hepatite C (257 pares de base)
foram dosados em um espectrofotometro UV-visivel da Shimadzu modelo 1650PC. A concentracdo foi estimada em
gel de agarose 0,8 % de acordo com Sambrook et al [13].

Voltamogramas ciclicos (VC) obtidos dos eletrodos modificados com o polimero em solucdo contendo acido
perclorico (0,5 mol L!) foram realizados para se obter respostas da estabilidade térmica e de tempo de vida do material.
Os produtos de PCR foram diluidos em tampao fosfato (0,1 mol L}, pH 7,4) ¢ desnaturados termicamente (5 minutos
a 98 °C) para formagao das sondas e alvos (simples fitas do DNA). As sondas foram imobilizadas sobre a superficie
dos eletrodos por adsorcao fisica (100 ng, 3 minutos a 98 °C) . Os alvos complementares foram imobilizados em
sequéncia (100 ng, 15 minutos a 42 °C). Brometo de etidio, quando usado, foi imobilizado a seguir (0,54 mmol L, 5
minutos, temperatura ambiente). Apds cada etapa de imobilizacdo, os sistemas foram lavados em tampao fosfato. Os
experimentos de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) foram realizados na faixa de oxidacdo do brometo de etidio
(+0,3a+0,7 V) a20 mV s!. Os espectros de EIE foram realizados em solugao de ferrocianeto de potassio (5 mmol L),
ferricianeto de potassio (5 mmol L") e cloreto de potassio (0,1 mol L"), e registrados em faixa de frequéncia variando
de 100 KHz a 10 mHz, amplitude de 10 mV e potencial de +0,24 V.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O polimero poli(3-aminofenol) (P3AF) foi produzido de acordo com o trabalho prévio [10]. Apos formagdo, sua
resposta eletroquimica foi avaliada em solu¢do contendo apenas acido perclorico. Estudos de tempo de vida foram
realizados deixando-os armazenados a -12 °C por 90 dias. Estudos de estabilidade térmica foram realizados deixando-
os em estufa a 98 °C por 2 horas. Observou-se, apds esse estudo, que ndo houve mudanga significativa na estrutura
e atividade do polimero através de medidas comparativas em acido perclorico. O material reteve cerca de 88 ¢ 78 %
de sua atividade inicial nos experimentos de tempo de vida e estabilidade térmica, respectivamente. Dessa maneira, o
polimero pode ser usado para esse trabalho visto que os resultados de tempo de vida do genossensor e a necessidade
de suportar temperatura alta para imobilizagdo das sondas de DNA foram satisfatorios.

EIE utilizando apenas os sistemas sonda e sonda/alvo (Figura 1A e Figura 1B) e VPD utilizando sonda/BE e sonda/
alvo/BE (Figura 1C e Figura 1D) permitiram observar diferencas significantes pelos diagramas de Nyquist observa-
se um maior semicirculo para o sistema contendo apenas o polimero, como ja esperado [11]. Com a imobilizagdo da
sonda e do alvo, houve um decréscimo e um acréscimo, respectivamente, no tamanho dos semicirculos que refletem
diretamente nas resisténcia a transferéncia de carga do material com a solugdo. De fato, os valores de R obtidos
utilizando circuito equivalente R([(R , Q, )(R,Q,,) sdo de 5,51 ¢ 5,79 kQ para as sondas ¢ 8.17 ¢ 8.51 k€2 para
sondas/alvo do cancer de prostata e Hepatite C, respectivamente. Do polimero foi de 25,91 kQ. O decréscimo inicial
pode ser explicado pela interacdo do eletrodo com a sonda, via grupos fosfato que estariam voltados diretamente
para as funcionalidades do polimero, diminuindo a resisténcia com o par redox anidnico, devido ao aumento de
transferéncia de carga proporcionado pela regido condutora da simples fita de DNA. Consequentemente, o aumento da
resisténcia com a imobilizag@o do alvo seria pelo fato da hibridizag@o ocorrer deixando os grupos fosfato direcionados
para fora do eletrodo, em diregdo a solugdo. Como ambos, grupos fosfatos e par redox, sdo carregados negativamente,
ocorre uma repulsdo e a resisténcia aumenta novamente. Isso significa que a EIE, além de permitir observar que a
imobilizagdo da sonda foi efetiva e de mostrar diferengas na deteccéo, sugere 0 modo em que ambas estao interagindo
com a matriz polimérica.

VPD mostram o aumento da resposta de oxidagdo do BE nos sistemas contendo sonda/alvo. Isso era esperado
visto que o BE ¢ considerado um intercalador de DNA, o que significa que sua interagdo com o DNA nativo ¢ muito
maior do que com DNA desnaturado (nesse caso, sistemas contendo apenas as sondas). Nas ctapas de lavagem, BE
intercalado ndo sera eliminado nos sistemas, proporcionando uma maior concentragdo na superficie do eletrodo e,
consequentemente, maior valor de corrente de oxidagdo. Apos otimizagao do sistema, a melhor concentragdo de BE foi
de 0,54 mmol L' e o melhor tempo de hibridizagdo foi de 15 minutos. Estudos de interferentes foram realizados com
alvos ndo complementares e os resultados foram muito semelhantes aos resultados obtidos contendo apenas as sondas.
Os limites de detecgdo foram de 16 e 19 ng e de quantificacdo de 54 e 64 ng para o genossensor para cancer de prostata
e de hepatite C, respectivamente. O tempo de vida dos sensores foi avaliado em dois meses nas mesmas condigdes de
armazenamento dos eletrodos modificados com o polimero.
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Figura 1: Diagramas de Nyquist realizados em (A) eletrodos de grafite modificados com P3AF (L), sonda de cancer
de prostata ([1) e sonda/alvo de cancer de prostata (L) e (B) eletrodos de grafite modificados com P3AF (L), sonda de
Hepatite C (L) e sonda/alvo de Hepatite C ([1) em 5,0 mmol.dm™ K ,Fe[CN] /K Fe[CN], contendo KCI 0,1 mol L.
Potencial aplicado de +0,24 V, amplitude 10 mV. As linhas sdo referentes aos ajustes realizados as curvas experimentais.
VPD usando BE como intercalador em tampao fosfato em eletrodos modificados com P3AF (—), contendo apenas as
sondas (—) e contendo as sondas e os alvos complementares hibridizado a 42°C por 15 minutos (—) para (C) produto de
PCR de cancer de prostata e (D) produto de PCR da Hepatite C, concentragdo de BE = 0.54 mmol.dm™, v=20 mV.s™,
amplitude = 25 mV, tempo do pulso = 60 ms. Concentracdo de sondas e alvos = 100 ng.

CONCLUSOES

Foi possivel a constru¢do de genossensores para detecgdo de cancer de prostata e hepatite C sobre poli(3-aminofenol).
O polimero apresenta-se estavel sob condigdes de alta temperatura de tempo de armazenamento. As imobilizagdes
puderam ser confirmadas através de EIE e VPD. O sistema de detecg@o permite diferenciar alvos positivos e negativos
além de um baixo limite de deteccdo e quantificagdo, mostrando ser um sistema simples e versatil, pois a mesma matriz
pode ser utilizada na constru¢do de outros dispositivos genossensores semelhantes.
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RESUMO: Este trabalho apresenta estudos da oxidagdo do dcido o-lipoico sobre um eletrodo de grafite pirolitico
modificado com ftalocianina de cobalto e da otimizagdo das condi¢ées experimentais para a sua determinagdo com
as tecnicas de voltametria e de cronoampeometria. Andlises das curvas analiticas construidas a partir de medidas
registradas sob condigoes experimentais otimizadas para diferentes adi¢oes de dcido lipoico no eletrolito resultaram
em limites de detec¢do da ordem de 8,7x10°mol L' e de 9,8 x 10 mol L' e limites de quantificagdo de 2,9x107 mol L
ede 3,2x107 mol L', para as técnicas de voltametria e de cronoamperometria, respectivamente.

Palavras-chave: dcido lipoico, eletrodo modificado, ftalocianina de cobalto.

INTRODUCAO

O 4cido a-lipoico (acido 1,2-ditiolano-3-pentanoico), também conhecido como acido tioico, ¢ um antioxidante que
possui a capacidade de reprimir radicais livres tanto em meio lipidico quanto aquoso, o que o diferencia dos demais
antioxidantes [1]. A capacidade antioxidante do acido lipoico esta localizada no grupamento tiol, que reage diretamente
com os radicais oxidantes e pode ser de valor terapéutico em patologias relacionadas a superprodugdo de radicais livres.

Entre as técnicas empregadas para a determinagdo do acido lipoico, podemos destacar a cromatografia liquida de
alta eficiéncia [2] e a eletroforese capilar [3]. Todavia, um nimero crescente de estudos vem mostrando a necessidade
de um procedimento rapido para a avaliagdo do teor de acido lipoico e neste sentido técnicas eletroquimicas podem
ser empregadas [4,5]. Assim sendo, este trabalho apresenta estudos da oxidagdo do acido lipoico (HLip) em solugdes
aquosas sobre um eletrodo de grafite pirolitico modificado com ftalocianina de cobalto e da otimizagdo das condigdes
experimentais para a sua determinagao com as técnicas de voltametria ciclica ¢ cronoamperometria.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula eletroquimica confeccionada em vidro e utilizando
platina e calomelano saturado (ECS) como eletrodos auxiliar e de referéncia, respectivamente, e um grafite pirolitico
(GP) como eletrodo base de trabalho.

A superficie do eletrodo GP foi inicialmente submetida a polimentos manuais com lixa de granulometria 2000 e
em suspensdo aquosa de alumina 0,3 um. Entre as etapas do polimento e antes da imersao na célula eletroquimica,
o eletrodo era lavado com 4gua purificada e, posteriormente, sonicado em agua, por 3 minutos, para a remo¢ao de
possiveis impurezas impregnadas na superficie do eletrodo.

A modificagdo da superficie do eletrodo GP com a ftalocianina de cobalto (CoPc) foi realizada pelo método de
adsorg@o irreversivel, por meio da imersdo do eletrodo GP durante 20 minutos em uma solugio 1x10 mol L de CoPc
em dimetilsulféxido (DMSO) sob agitacdo; valores estes estabelecidos apos analises dos resultados dos seguintes
experimentos: 1) dependéncia da corrente pico de oxidagdo do HLip em fung¢do do tempo de imersdo e 2) dependéncia
da corrente de pico em fung@o da concentragdo de CoPc em DMSO, para um tempo de imersao de 20 minutos.

As medidas eletroquimicas foram realizadas com o auxilio de um potenciostato pAutolab-2 da EcoChemie aclopado
a um microcomputador por meio de uma interface GPES.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Voltamogramas ciclicos registrados, a uma velocidade de varredura do potencial de 50 mV s™!, com o eletrodo de
grafite pirolitico (GP) em uma solugao tampao fosfato (pH 7) na auséncia (Fig. 1a) e na presenga de 1,0x10~* mol L' de
HLip (Fig. 1b) mostraram que a oxidag@o do HLip inicia-se em potenciais proximos a 0,65 V vs. ECS e que a corrente
atinge um maximo (corrente de pico, Ip) em torno de 0,8 V (potencial de pico, E). Experimentos similares realizados
com o eletrodo GP modificado com ftalocianina de cobalto (GP/CoPc) mostraram um deslocamento do inicio da
oxidagdo do HLip para potenciais, cerca de 100 mV menos positivo, com aumento significativo em I (Fig. lc). Estes
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resultados indicaram que a modificagdo do eletrodo GP com CoPc resultou num aumento na atividade eletrocatalitica
para a oxidac@o de HLip em solugdes aquosas.

1/ pA
B8 8 & 8 8

A

[-]
h

4 d5 d6 a7z a8 49 10
E/Vvs ECS

Figura 1. Voltamogramas ciclicos do eletrodo GP na auséncia (a) e dos eletrodos GP (b) e GP/CoPc (c¢) na presenga de
1,0x10° mol L' de HLip em uma solugdo tampao fosfato (pH 7) saturada com N,. v =50 mV s,

Analise dos voltamogramas ciclicos registrados a diferentes velocidades de varredura do potencial (v) no intervalo
de 10 a 200 mV s mostrou uma rela¢do diretamente proporcional entre I_e (v)"2, indicando que o comportamento
eletroquimico apresentado € caracteristico de um processo irreversivel sob controle difusional. A partir destes dados,
associados com os extraidos da dependéncia linear observada entre o potencial de pico E, com o logaritmo da velocidade
de varredura do potencial [6], foi possivel estimar o nimero de elétrons envolvidos na reagdo como sendo 2 elétrons.
Portanto, a reag@o de oxidagdo do acido a-lipoico muito provavelmente resulta na formagao de um tiosulfinato, o acido
B-lipoico [7], como principal produto:

COOH COOH
(\(\/\/ H,O
+ 2e + 2H"

s— s S—s

O

Acido alfa-Lipdico Acido beta-Lipoico

Com o proposito de estabelecer as melhores condigdes analiticas para a determinacdo de HLip utilizando o eletrodo
GP/CoPc, foram realizados experimentos em solu¢des tampao Britton Robbinson (BR) com diferentes valores de pH
(variando entre 2 e 12) na presenga de 1,0 mM de HLip e os melhores resultados foram obtidos em pH 7. Além disso,
experimentos da influéncia da natureza do tampao, realizados com 5 diferentes tipos de solugdo tampao 0,1 mol L' de
pH 7,0: 1) BR, 2) fosfato, 3) Macllvaine, 4) Sorensen e 5) ftalato acido de potassio, indicaram o tampao fosfato como
o mais indicado para a continuidade do trabalho.

Voltamogramas de varredura linear registrados numa solugdo tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) apds adigdes
consecutivas de 20 uL de uma solugdo 1,0x10- mol L' de HLip sdo apresentados na Fig. 2-Esquerda. A curva analitica
obtida a partir destes resultados (Fig. 2-Direita) apresentou uma boa linearidade, para uma faixa linear entre 2,0x10 e
9,1x10% mol L', com uma sensibilidade de 0,34 pA mol L. Os valores dos limites de detec¢do (LD) e de quantificagdo
(LQ) calculados, de acordo com a IUPAC [8], foram 8,7x10® mol L' e 2,9x107mol L.

A determinag@o de HLip utilizando o eletrodo GP/CoPc também foi avaliada com a técnica de cronoamperometria.
Sob um potencial aplicado de 0,9 V vs. ECS, as correntes também foram registradas apos adi¢des consecutivas de 20
uL de uma solugéo 1,0x10-° mol L' de HLip na solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0), e o cronoamperograma
resultante ¢ mostrado na Fig. 3-Esquerda. A partir de dados extraidos desta figura, a curva analitica resultante (Fig.
3-Direita) também apresentou uma boa linearidade entre 2,0x10¢ e 2,5x10° mol L', com uma sensibilidade de 0,30
pA mol L', e valores LD e LQ de 9,8 x 10®* mol L' e 3,2x 07 mol L, respectivamente. Estes valores sdo proximos
dos obtidos com a técnica de voltametria e apresentados acima. Além disso, os valores apresentados sdo comparaveis
aos reportados na literatura [6,7] e permitem concluir pela viabilidade da utilizagdo do eletrodo GP/CoPc para a
determinagdo de HLip em amostras reais.
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Figura 2. Esquerda: Voltamogramas de varredura linear registrados com o eletrodo GP/CoPC ap06s adi¢des sucessivas
de aliquotas de 20 puL de uma solugdo de HLip 1,0x10* mol L' em uma solugio tampao fosfato (pH 7), saturada com
N,,v=>50 mV s™. Direita: Curva analitica construida a partir das correntes de pico extraidsas dos voltamogramas.
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Figura 3. Esquerda: Cronoamperograma registrado com o eletrodo GP/CoPC para adi¢des sucessivas de aliquotas de
20 pL de uma solugdo de HLip 1,0x10° mol L' em uma solugdo tampao fosfato (pH 7), saturada com N,. Potencial
aplicado: 0,9 V vs ECS. Direita: Curva analitica construida a partir das correntes extraidas do cronoamperograma.

CONCLUSAO

O eletrodo de GP modificado com CoPc¢ apresentou propriedades eletrocataliticas para a oxidagdo de acido lipdico
em solugdes aquosas e viabilidade para aplicagdo na determinacdo deste analito em amostras reais.
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RESUMO: Neste trabalho, um eletrodo modificado com o polimero condutor poli-1-aminonaftaleno (1-PAN) foi
pesquisado para a determinagdo voltamétrica de noradrenalina (ou norepinefrina) em formulagoes farmacéuticas. O
filme de 1-PAN foi produzido eletroquimicamente sobre um eletrodo de platina numa solu¢do contendo o monémero
dissolvido em HCIO,. O eletrodo apresentou resposta linear para concentragées de noradrenalina entre 9,90 e 82,5
umol L, com limite de detecgdo de 0,85 umol L. Para avaliar a seletividade do eletrodo estudou-se o efeito do dcido
ascorbico na determinacgdo de noradrenalina.

Palavras-chave: Eletrodo modificado, polimero condutor, poli-1-aminonaftaleno, noradrenalina.

INTRODUCAO

Uma familia de polimero condutor com aceitavel potencialidade refere-se aqueles obtidos a partir de naftilaminas
substituidas, como o l-aminonaftaleno! e 1,5-diaminonaftaleno®. Poucos exemplos de aplicagdes destes polimeros
condutores sdo encontrados na literatura’, dentre estes, existem aqueles voltados para o estudo da eletrossintese € a
caracterizago de eletrodos modificados com estes materiais*. Neste sentido, o poli-1-aminonaftaleno (1-PAN) contendo
um grupamento amina, embora ainda pouco conhecido na literatura para aplica¢des analiticas, tém se mostrado como
um interessante sistema para modificag@o de eletrodos.

Paralelamente, a noradrenalina ou norepinefrina® ¢ um neurotransmissor, do sistema nervoso simpatico e sistema
nervoso central. Pertencente a familia das catecolaminas, a norepinefrina € sintetizada no cérebro, no sistema limbico e
nos o6rgdo de reproducdo. Esta molécula esta relacionada com o raciocinio € emogdes, e uma de suas fun¢des no corpo
¢ manter a tonicidade muscular nos vasos sanguineos, controlando a pressdo sanguinea. Além disso, a noradrenalina
encontra-se disponivel sob a forma de bitartarato de norepinefrina em ampolas de injegdo de uso exclusivamente
intravenoso, e ¢ comumente utilizada em unidades hospitalares com a finalidade de elevar a presséo arterial em pacientes
hipotensos, bem como durante manobras de ressuscita¢des cardiopulmonares. Este medicamento é geralmente utilizado
diluido em soro fisioldgico e a dose deve ser administrada de acordo com o efeito desejado e individualizado para cada
paciente. O uso deste farmaco em altas doses e por tempo prolongado, pode provocar graves lesdes renais, cutaneas
e mesmo cardiacas devido a vasoconstricdo excessiva. Assim sendo, é de grande importancia o controle rigoroso da
qualidade e dosagem dessas formulagdes injetaveis.

Neste contexto, este trabalho apresenta um estudo envolvendo o desenvolvimento ¢ a avaliagdo de um eletrodo
de platina modificado com poli-1-aminonaftaleno para a determinagdo voltamétrica de noradrenalina em formulagdes
farmacéuticas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As medidas voltamétricas foram realizadas em uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos. O eletrodo
de referéncia utilizado foi o de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L"), o eletrodo auxiliar foi uma placa de platina com area de
0,25 cm?, e o eletrodo de trabalho utilizado como substrato para a eletropolimerizagdo do 1-PAN foi um disco de
platina (area exposta de 0,0314 cm?) embutido em um corpo de vidro conectado a um tarugo de cobre para manter
contato elétrico. O filme de 1-PAN foi obtido eletroquimicamente numa solugdo contendo 0,01 mol L' do mondmero
dissolvido em HCIO, 1,0 mol L. A eletropolimerizagao foi realizada por meio de voltametria ciclica em um intervalo
de potencial entre -0,1 ¢ 0,9 V sob uma velocidade de varredura do potencial de 0,1 V s™. Apds 70 ciclos, obteve-se
um filme fino, uniforme e aderente & superficie da Pt. Analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
realizadas para caracterizagdo morfologica do filme de 1-PAN. Para avaliar a seletividade do eletrodo de 1-PAN,
estudou-se o efeito do acido ascérbico na determinacdo de noradrenalina. Antes de cada medida, um pré-tratamento
catodico no eletrodo era realizado pela aplicagdo de um potencial de -0,7 V por 3 s.}
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O voltamograma ciclico apresentado na Figura 1 refere-se ao processo de formacgdo do filme de 1-PAN para as
quatro primeiras e a ultima varredura sobre o eletrodo de platina. Na primeira varredura de potencial entre +0,4 a +0,9
V, foi observada uma intensa corrente anddica com a presenca de um ombro obtido proximo a +0,75 V, indicando a
oxidagdo eletroquimica do mondmero l-aminonaftaleno neste meio. Para os ciclos sucessivos, realizados entre -0, 1
e +0,9 V, a corrente de pico de oxidacdo do mondmero decresce e a potenciais mais negativos ¢ possivel visualizar
a presenca de um par redox bem definido com potenciais de pico +0,35 e +0,25 V correspondentes aos processos
anddico e catddico, respectivamente. Verificou-se no final da sintese, a formagdo de um filme uniforme de coloracao
marrom escuro aderente a superficie do eletrodo de platina.

Figura 1: Voltamograma ciclico do crescimento do filme de 1-PAN sobre um eletrodo Pt numa solucdo de
l-aminonaftaleno 0,01 mol L' em HCIO, 1,0 mol L.

A Figura 2 apresenta uma micrografia eletronica de varredura do filme, obtido a partir do 1-PAN polimerizado
eletroquimicamente em meio de HCIO,. A estrutura do filme apresenta-se regular com a formagao de granulos definidos
e distribuidos ao longo da superficie.

Figura 2: Micrografia da superficie do filme de 1-PAN em escala de 1 um. (Condicdes de sintese: 70 ciclos, 0,01 mol
L' do monémero e 1 mol L' de HCIO4).

Para avaliar a seletividade dos eletrodos de 1-PAN estudou-se o efeito do acido ascorbico na determinagio
de noradrenalina, por este se tratar de um importante interferente para determinagdo de catecolaminas em fluidos
bioldgicos. Na Figura 3 estdo sobrepostas as curvas analiticas a partir dos voltamogramas de pulso diferencial obtidas
com o eletrodo de 1-PAN em diferentes concentra¢bes de noradrenalina, no intervalo de 4,5 x 10 a 3,0 x 10 mol
L, na auséncia e presenga de acido ascorbico 1,0 x 10 mol L!. Observa-se que a presenga de acido ascorbico ndo
interfere de forma significativa na determinag@o de noradrenalina.

Na Tabela 1 estdo reunidos os resultados obtidos dos parametros analiticos estudados para a determinacdo de
noradrenalina utilizando o eletrodo de 1-PAN, e na Tabela 2 sdo apresentados os resultados obtidos na determinagéo
voltamétrica de noradrenalina com o uso do eletrodo de 1-PAN em amostras de ampolas de inje¢do. Os resultados
foram comparados com os obtidos por método espectrofotométrico, conforme descrito na Farmacopeia Brasileira®.

Figura 3: Curvas analiticas para noradrenalina nas concentragdes: 4,5, 8, 9,13, 17, 22, 26 ¢ 30 x 10 mol L', no
eletrodo de 1-PAN, na auséncia (A ) e na presenca (m) de acido ascorbico 1,0x10 mol L.
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Tabelal: Parametros analiticos para determinacdo de noradrenalina

Tabela 2: Resultados da determinacdo de noradrenalina presente em formulagdo farmacéutica, obtidos utilizando o
método voltamétrico (eletrodo de 1-PAN) e o método espectrofotométrico

CONCLUSOES

Os resultados obtidos com o eletrodo 1-PAN foram concordantes com o método comparativo, o que sugere a
possibilidade de aplicagdo em formulagdes farmacoldgicas de noradrenalina.
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RESUMO: Atualmente os diagnosticos clinico, eletrocardiografico e bioquimico do infarto agudo do miocardio IAM
ndo sdo eficazes, sendo necessario desenvolver técnicas analiticas como os biossensores que geram resultados rapidos,
especificos e sensiveis. Este trabalho mostra o desenvolvimento, via sintese eletroquimica, da matriz FTO/poli(3-
aminfenol) e sua aplica¢do na construgdo de um bioeletrodo, por incorporagdo de anti-troponina T, o qual detectou
seletivamente o marcador de lesdo cardiaca troponina T através da espectroscopia de impeddncia eletroquimica.
Adicionalmente este anticorpo foi modificado com biotina, sendo sua afinidade a estreptavidina explorada no design
do sistema tipo “sanduiche” que também detectou seletivamente a troponina T por fotoluminescéncia de pontos
qudnticos.

Palavras-chave: Lesdo cardiaca, FTO, poli(3-aminofenol), impeddncia eletroquimica, pontos qudnticos.

INTRODUCAO

O infarto agudo do miocardio (IAM), conhecido como ataque cardiaco, ¢ um processo que pode levar a necrose de
parte do musculo cardiaco por falta de aporte adequado de nutrientes e oxigénio, causado geralmente pela formagéo de
um coagulo arterial. No Brasil o JAM mata aproximadamente 66.000 pessoas por ano, sendo que 60 % destes obitos
acontecem na primeira hora ap6s o inicio dos sintomas. O diagndstico precoce estimula o desenvolvimento de técnicas
analiticas como os biossensores que geram resultados rapidos, especificos, sensiveis e de baixo custo. A lesdo cardiaca
libera no sangue macromoléculas como a creatinofosfoquinase (CK) e as troponinas (¢Tn) ['] que se mostraram
altamente especificas e sensiveis na detecgdo precoce dos danos causados no organismo pela necrose das células
miocardicas [*]. No biossensor imunolégico (imunossensor), o analito ou alvo pode ser um antigeno (troponina T)
que ¢é reconhecido seletivamente por um material bioldégico como o anticorpo anti-troponina T, imobilizado em um. A
imobilizagdo de biomoléculas no transdutor pode ser realizada através de ligagdo covalente, adsor¢do, ligagdo cruzada
e oclusdo. Eletrodos quimicamente modificados (EQM) com polimeros estdo sendo aplicados como transdutores na
construgdo de biossensores. Dentre os materiais eletrodicos convencionais utilizados em biossensores, estdo o ouro,
platina, grafite, etc e outros menos usuais como os vidros condutores de 6xido de estanho dopado com fluor (FTO) [?]
e indio (ITO). Os polimeros podem ser classificados como ndo condutores, semicondutores ou condutores, sendo que
nesta ultima classe, as investigagdes tém sofrido uma rapida aceleragéo, cuja obtengdo via metodologia eletroquimica
¢ a mais relatada, através de diferentes técnicas como a voltametria ciclica, a potenciostatica ¢ a galvonostatica,
configurando sistemas com propriedades elétricas e analiticas interessantes, que dependem essencialmente das
condigdes da sintese. Os polimeros ndo-condutores normalmente apresentam grande resisténcia elétrica, sendo o filme
formado muito mais fino do que os filmes poliméricos condutores. Devido a sua fina espessura, os substratos ¢ produtos
difundem-se mais rapidamente e podem ser utilizados como matrizes suporte para a imobiliza¢do de biomoléculas.
Os imunossensores podem ser construidos para deteccdo direta (label free) ou indireta que requererem um marcador
que monitore a reagdo de afinidade entre o anticorpo e o antigeno. Um método direto, poderoso ¢ sensivel de detecg¢do
¢ a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), ja para os métodos indiretos, os pontos quanticos parecem
superar os fluoréforos convencionais em fungdo das suas propriedades fotofisicas [*]. Este trabalho tem como objetivo
desenvolver um bioeletrodo baseado na modificac@o eletroquimica do FTO por eletropolimerizacdo de 3-aminofenol
(3AMF) e aplica-lo na detecgdo de lesdo cardiaca por espectroscopia de impedancia eletroquimica e fotoluminescéncia
(PL) de pontos quanticos.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Preparagdo do poli(3-aminofenol) em FTO: As solugdes foram preparadas com 4gua deionizada por um sistema
Millipore Milli-Q (18,2 MQcm™). Solugdo de 3AMF em 4cido sulfiirico aquoso foi deaerada em N, ultra-puro antes
da eletropolimerizacdo que foi realizada por voltametria ciclica numa célula de trés compartimentos, alimentada por
um potenciostato modelo 420A (CH Instruments). O eletrodo de trabalho usado foi de FTO 1cm? (Flexitec Eletronica
Orgénica). O eletrodo auxiliar utilizado foi de platina 2 cm? Os potenciais foram referenciados a um eletrodo de Ag/
AgCl saturado. Produgdo do bioeletrodo: Trés solugdes foram adicionadas aos eletrodos de FTO/P3AMEF, sendo elas:
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solu¢ao do anticorpo anti-cTnT (300ng/cm?), solucdo de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e solugao
de N-hidroxi-succinimida (NHS), ambas a 10 mmol.L"!, na propor¢édo 2:1:1 (v/v) e incubados a 4 °C “overnight”. Para
retirada dos anticorpos ndo ligados foi realizada uma lavagem em PBS. Em seguida adicionou-se glicina a 5 mmol.L!
por 30 min. Posteriormente nova lavagem em PBS e adi¢ao de solugdo de BSA 0,5 % por 30 min. Biotinilagdo do
anticorpo anti-cTnT: A conjugagdo do anti-cTnT a biotina (anti-cTnT-B) foi viabilizada segundo protocolo [*]. Dot Blot:
Foram sensibilizados anti-cTnT em membrana de nitrocelulose 0,22 um. Em seguida foi adicionado o alvo especifico
(cTnT) (positivo) e uma proteina irrelevante (anti-cTnl) (negativo). As membranas foram sondadas com anti-cTnT-B e
conjugado estreptavidina-peroxidase (S-HRP), e revelado com adigdo de tetracloreto de 3,3’-diaminobenzidina (DAB
w/Co®) e Uréia/H,0,/NaCl. Deteccdo por EIE: A ¢cTnT (900ng/cm?) foi detectada em solugdo aquosa de K,[Fe(CN), ]/
K,[Fe(CN),] 5 mmol.L"" em potenciostato AUTOLAB, no intervalo de freqiiéncia de 10° a 10 Hz, em potencial de
+0,24 V. Detec¢do por PL: A c¢TnT (900ng/cm?) foi detectada por fotoluminescéncia, na qual os pontos quénticos de
CdSe/ZnS (Qdot-525®) foram excitados a 405 nm, sendo sua emissdo detectada por um espectrometro acoplado a uma
fotomultiplicadora.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os voltamogramas obtidos nas eletropolimeriza¢cdes do 3AMF em FTO apresentam perfis semelhantes aos
voltamogramas obtidos para outros polimeros em substratos vitreos condutores, como por exemplo, o polipirrol em
FTO e o politiofeno em ITO [¢]. O pico de oxidagdo do mondmero ¢ observado em +1,23 V e um pico de redugéo do
polimero ocorre entre +0,25 V e -0,2 V com uma corrente muito baixa, assim como observado na eletropolimerizagao
do 3AMF em eletrodo de grafite [’]. O FTO/P3AMF ¢ um material transliicido com espessura média de 37575 nm,
de elevada rugosidade, capaz de atrair estruturas cationicas e repelir estruturas anidnicas em pH neutro. Os espectros
de FTIR indicam a presenca de grupamentos -OH e -NH, livres no material polimérico, apresentando extensdo de
conjugacao, comprovada por UV/Vis. Medidas elétricas de condutividade pelo método das duas pontas indicaram
que o material tem carater passivante, em concordancia com as os resultados de EIE em que um aumento de 1400%
na resisténcia foi evidenciado apds a modificacdo do FTO pelo P3AMEF. A imobilizagdo do anti-cTnT neste EQM foi
viabilizada ligando covalentemente, via carbodiimida, os grupamentos de aminas primadrias livres na malha polimérica
aos carboxilatos do anticorpo, configurando uma ligacdo amida estavel na producao do bioeletrodo, o qual detectou
a ¢cTnT por método direto, cujos espectros de impedancia apresentados como diagramas de Nyquist (Figura la)
possibilitaram a construcdo de circuito equivalente Unico (Figura 1b) em que as simula¢des dos dados experimentais
estdo apoiadas por baixos erros estatisticos.

Rz Ry
Ry
600
Q Q,

(a) (b)
Figura 1: (a) Diagrama de Nyquist (Z” vs. Z’) para medidas de impedéancia em Fe(CN) **Fe(CN)* para o bioeletrodo
(branco), o controle (+) troponina T e o controle (-) anti-troponina I; () Fitting; (b) Circuito equivalente proposto para
simulacdo dos dados experimentais.

Os espectros de deteccdo por EIE apresentaram dois semicirculos, estando o primeiro associado a resisténcia a
transferéncia de carga (Rtc) que traz informacdes analiticas relevantes, uma vez que o bioeletrodo reconhece a cTnT
(controle +) fazendo com que o valor R _ atinja 289,5 Q. O estudo de interferente realizado em paralelo substituiu o
alvo especifico pelo inespecifico anti-cTnl (controle -) que ndo apresentou afinidade pelo bioeletrodo, pois apos a
lavagem sob agitagdo em PBS, a biomolécula foi removida, fato comprovado pelo valor de R =165,7 Q ser muito
semelhante ao do bioeletrodo R =155,9 Q, uma vez que o R A € um importante pardmetro para avaliar a seletividade
de um imunossensor impedimétrico. A deteccdo por método indireto exigiu a marcagdo do anti-cTnT com os pontos
quanticos, que foi realizada através de biotinilacdo, uma vez que a biotina possui elevada afinidade pela estreptavidina,
que por sua vez estava ligada ao CdSe/ZnS. Pela metodologia de dot blot (Figura 2) foram comprovadas a biotinilagao
e a funcionalidade do “sanduiche” anti-cTnT/cTnT/anti-cTnT-B, demonstrando que a marca¢do com biotina ndo
atrapalhou os sitios bioldgicos dos anticorpos que reconheceram simultaneamente os antigenos que possuiam mais de
um epitopo.
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Figura 2: Ensaios de “dot blot”: (a) (1) anti-cTnl e em (3) com anti-cTnT-B. Em (2) com ¢TnT; (b) em (1) e (2) com
anti-cTnT. Em (1) adicionado alvo especifico cTnT e em (2) proteina irrelevante anti-cTnl; As membranas foram
sondadas com anti-cTnT-B e S-HPR. Revelou-se com DAB® e DAB w/Co®, respectivamente, ¢ H,0,.

A detecc¢do indireta do alvo especifico por luminescéncia dos pontos quanticos proporcionou um design em que o
sistema se acoplava ou desacoplava em fungdo da presenga/auséncia do alvo especifico. Os pontos quanticos CdSe/
ZnS utilizados luminescem em 525 nm, sendo os espectros de fotoluminescéncia para o bioeletrodo (branco), controle
(+) e controle (-) disponiveis na Figura 3.

Figura 3: Espectros de fotoluminescéncia: (a) Bioeletrodo (b) Anti-troponina I (-) (¢) Troponina T (+).

Comparando a intensidade da fotoluminescéncia verifica-se uma proporcdo positivo:bioeletrodo igual a 4,
demostrando o sucesso do reconhecimento da ¢cTnT pelo bioeletrodo. No estudo de interferente observou-se uma
proporg¢ao negativo:bioletrodo igual a 2.

CONCLUSOES

O marcador especifico de lesdao cardiaca troponina T foi detectado qualitativamente pela técnica de dot blot e
quantitativamente usando o bioeletrodo baseando na matriz FTO/poli(3-aminofenol), através do método direto de
espectroscopia de impedancia eletroquimica e indireto por fotoluminescéncia de pontos quanticos CdSe/ZnS, ambos
na concentragdo de 0,5 umol.L'.
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RESUMO: Neste trabalho realizou-se a sintese do carbono cerdmico pelo do processo sol gel fazendo uso de um
planejamento fatorial 2. Os materiais obtidos foram introduzidos em tubos pldsticos com a inser¢do de um fio condutor
de niquel-cromio, as propriedades eletroquimicas dos eletrodos produzidos foram investigadas através da técnica de
voltametria ciclica e sua caracterizagdo morfologia foi realizada pela técnica de microscopia eletronica de varredura,
espectros FT-IR e difratometria de raio-X. O eletrodo que apresentou melhor sensibilidade e reversibilidade foi o
preparado com 35 uL de NaOH 12 mol.L"" e propor¢do 60/40% m/m (grafite/metiltrimetoxisilano, MTMS). Utilizando
as condigoes que possibilitaram a melhor sensibilidade e reversibilidade foi preparado um eletrodo incorporando
a ftalocianina de niquel, esse eletrodo apresentou um par redox em aproximadamente 0,3V vs Ag/AgCl, foram
realizados estudos de pH e estabilidade do eletrodo obtido para verificar a potencialidade do mesmo como futuro
sensor eletroquimico para espécies de interesse.

Palavras-chave: carbono ceramico, eletrodos modificados, processo sol-gel, ftalocianina de niquel.

INTRODUCAO

A utilizacdo de materiais porosos, tais como silica, na construcdo de eletrodos quimicamente modificados teve
um grande desenvolvimento a partir do inicio na década de 90, juntamente com o advento dos eletrodos de pasta
de carbono modificados e tem crescido exponencialmente até os dias atuais!'' Tais materiais por apresentarem areas
superficiais elevadas possibilitam um extraordinario aumento na superficie ativa e consequentemente na sensibilidade
e velocidade das reagdes eletroquimicas. No entanto, uma grande desvantagem ¢é que estes ndo sdo condutores da
eletricidade, o que a principio por si s6 ndo os credencia a utilizagdo em processos eletroquimicos®. Como solugéo
para estes problemas, recentemente tem havido um crescente interesse por parte de muitos pesquisadores®™* numa nova
geragdo de materiais que apresentam uma alta condutividade elétrica, os chamados eletrodos de carbono ceramico
(ECCQ). Tais tipos de eletrodos foram primeiramente propostos pelo grupo de Lev e colaboradores!™ e desde entdo estes
tém sido aplicados na determinagdo de diversas espécies de interesse!®!.

A principal vantagem destes materiais em relagdo aos demais eletrodos a base de carbono é que estes combinam
as propriedades do processo sol-gel tais como, obten¢ao de materiais porosos nanoestruturados versateis com alta area
superficial e a condutividade dos materiais de carbono, possibilitando assim a obtengdo de um eletrodo de superficie
renovavel, no entanto mais robusto e de alta estabilidade. Devido a essas propriedades, a incorporagdo de espécies
eletroativas no ECC ¢ bastante facil e interessante, aumentando dessa forma a sua gama de aplicagdes em determinagdes
eletroanaliticas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Preparou-se a mistura hidrolisada contendo 1,5 mL de etanol, além de duas quantidades distintas de catalisador
(HC1 ou NaOH) 12 mol L' [30 pL referente ao nivel (-) e 70 uL ao nivel (+)]. Adicionou-se ainda, quantidades variadas
de tetractoxisilano (TEOS) / metiltrimetoxisilano (MTMS), mantendo-se o sistema sob agitacdo magnética durante 5
minutos, as quantidades de TEOS/MTMS e grafite obedeceram as seguintes propor¢des 50% de grafite no nivel (-)
e 60% de grafite no nivel (+). Para a obten¢do do ECC, o sol-gel de carbono foi empacotado em um tubo de plastico
rigido (4rea exposta de aproximadamente 0,2 cm?), inserindo-se um fio condutor de niquel-crémio, para o contato
elétrico. Os eletrodos obtidos foram submetidos ao processo de secagem a temperatura ambiente (2 semanas) e no
vacuo (1 semana).

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se uma cela eletroquimica contendo trés eletrodos: eletrodo
de trabalho (ECC), eletrodo de referéncia (Ag/AgCl) e contra eletrodo de platina. Tais medidas foram realizadas em
um Potenciostato/Galvanostato Epsilon Bas Cell Stand C3 no Laboratério de Materiais ¢ Compostos Inorganicos
(LabMat) - UNICENTRO. As medidas eletroquimicas dos ECC foram analisadas com relago as correntes de pico
anddica (Ipa) e a variacdo de potenciais (AE) dos respectivos voltamogramas ciclicos obtidos na presenga de 2,0 mL de
ferrocianeto de potassio 1,0x102 mol.L-! em meio a 10,0 mL de eletrolito suporte NaCl (0,5 mol.L"). Todos os ensaios
por voltametria ciclica foram realizados entre os potenciais de -0,2 a 0,8 V com velocidade de varredura fixada em
50 mV/s. Os resultados voltamétricos obtidos para os eletrodos preparados nas diferentes condi¢des estdo mostrados
na Tabela 1. A sintese do ECC modificado com NiPc foi baseado no eletrodo que forneceu as melhores respostas
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voltamétricas, ou seja, o ensaio 8 utilizando MTMS como precursor. Dissolveu-se 25 mg de NiPc em 25 mL de etanol
com auxilio de ultrassom durante 15 minutos a 25°C. Dessa solugdo se retirou 0,75 mL, aonde foi acrescentado 0,6mL
de MTMS e 35 uL. de NaOH 12 mol.L-!, sob constante agitagdo durante 5 minutos. Apos adicionou-se 0,9¢ de grafite
em po, sob agitacdo magnética por 3 minutos. O gel formado foi empacotado em um tubo (1cm de altura e area exposta
de aproximadamente 0,2 cm?), inserindo-se um fio condutor de niquel-cromio, para o contato elétrico. O material ficou
secando durante 3 semanas a temperatura ambiente.

Para verificar a morfologia e estrutura dos materiais realizou micrografias. As micrografias foram obtidos em um
Microscopio Eletronico de Varredura ZEISS DSM 960, essas medidas foram realizadas no Laboratorio Interdisciplinar
de Eletroquimica e Ceramica (LIEC), na Universidade Federal de Sao Carlos - UFSCar.

Tabela 1. Planejamento fatorial 2* para otimizagdo dos eletrodos de carbono ceramico preparados com TEOS e MTMS

Catalise | Qtdade | Proporgdo TEOS MTMS

(uL) AE (mV) AE (mV)
1 HCI 30 50/50 184 191
2 HCI 30 60/40 172 178
3 HCI 70 50/50 222 258
4 HCI 70 60/40 254 226
5| NaOH 30 50/50 152 133
6| NaOH 30 60/40 134 126
7| NaOH 70 50/50 141 110
8| NaOH 70 60/40 136 76

RESULTADOS E DISCUSSOES

Analisando-se os resultados obtidos, uma maior reversibilidade foi observada nos eletrodos preparados por catélise
basica, (ensaio 8 com MTMS). O material obtido por essa rota catalitica tem uma tendéncia a ser meso poroso,
explicando a maior reversibilidade desses eletrodos. As lamelas de carbono ceramico formadas durante o processo sol-
gel por catalise basica (BT E BM) sdo de tamanho inferior a aquelas formadas por catalise acida (AT e AM), conforme
figura 1. Nota-se ainda nestas figuras, que ha uma menor agregago das lamelas, indicando uma menor compactagao,
formando materiais compdsitos com maior grau de porosidade.

Figura 1: Imagens de Microscopia eletronica de varredura para os materiais (a) AT, (b) BT, (c) AM, (d) BM (aumento
de 2000X escala = 10 pm).

Fazendo uma correlagfo entre as micrografias obtidas, com a resposta eletroquimica dos mesmos, sugere-se que
o material obtido pela rota catalitica basica apresenta uma estrutura morfolégica menos compactada, o que facilita
o processo de transferéncia de elétrons na interfase eletrodo-solugdo, proporcionando uma maior reversibilidade e
melhor definigdo dos picos voltamétricos. A maioria dos trabalhos encontrados na literatura promovem a sintese dos
eletrodos de carbono ceramico através da catalise acida, esses trabalhos relatam que a catalise basica produz materiais
quebradigos ¢ a estabilidade desses eletrodos ¢ muito baixa, no entanto até o presente momento ndo observou-se
desestruturacgdo dos eletrodos sintetizados.

Ftalocianinas especificas como as de ferro e niquel sdo usadas em reagdes como agentes catalisadores homogéneos
e heterogéneos. O macrociclico funciona como um agente catalisador, onde o estado de oxidagdo do metal central
sofre alteracdo durante o processo de transferéncia de elétrons. Desta forma, conseguindo prender este composto
numa superficie condutora de eletricidade, tal como eletrodos de carbono ceramico, podera se observar uma atividade
eletrocatalita.
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A figura 2 mostra a voltametria ciclica do ECC correspondente ao ensaio 8 modificado com ftalocianina de
Niquel(NiPc).

Figura 2: Voltamograma ciclico de ECC com e sem NiPC em 0,5 mol/L de NaCl, v =50 mV/s

A figura 3a mostra os voltamogramas obtidos com o eletrodo de carbono cerdmico modificado com NiPc em varios
valores de pH. A figura 3b demonstra que a amplitude de corrente do par redox fica estavel até 120 ciclos, mostrando
a estabilidade do eletrodo sintetizado.

Figura 3a: Influéncia do pH da solugdo nos voltamogramas obtidos como o ECC modificado com NiPc em 0,5 mol/L
de NaCl, v=50 mV/s.

Figura 3b: Variagdo da Ipa e Ipc apds sucessivas varreduras utilizando ECC modificado com NiPC em 0,5 mol/L de
NaCl, v=50 mV/s

A figura 3a mostra uma maior intensidade de corrente anodica (Ipa) e catddica (Ipc) em valores de pH baixo, este
fato esta associado a maior presenca de ions H* nesses valores de pH, intensificando os valores de corrente anodica e
catodica.

CONCLUSOES

A partir da andlise do planejamento fatorial pode-se constatar uma maior reversibilidade para os ECCs preparados
por catalise basica, fato muito relevante, visto que a maior parte dos trabalhos encontrados na literatura utilizam a
catalise acida para sintese dos ECC. O ECC modificado com NiPc apresentou um par redox em aproximadamente 0,3V
vs Ag/AgCl que ¢ estavel e apresenta maiores intensidades de corrente anoddica e catodica em valores de pH baixo,
indicando a potencialidade do ECC modificado com NiPc para a construg@o de sensores.
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RESUMO: Seamless integration of biological components with electrochemical sensors is critical in the development
of microdevices for cell analysis. The present paper describes the integration of immune cells (macrophages) with
miniature Au electrodes in order to detect cell-secreted hydrogen peroxide (H,0,). Photopatterning of poly(ethylene
glycol) (PEG) hydrogels was used to immobilize horseradish peroxidase (HRP) molecules onto electrodes and to
define regions for cell attachment in the vicinity of sensing electrodes. Electrodes micropatterned in such a manner,
were enclosed inside PDMS fluid conduits and incubated with macrophages. The cells attached reproducibly onto
the exposed glass regions in the vicinity of the electrodes and nowhere else on the non-fouling PEG hydrogel surface.
A microfluidic device was converted into an electrochemical cell by placing flow through Ag/AgCl reference and Pt
wire counter electrodes at the outlet and inlet respectively. This microdevice with integrated H,0 -sensing electrodes
had sensitivity of 28 WA/cm? mM with a limit of detection of 2 uM. Importantly, this microdevice allowed controllable
seeding of macrophages next to electrodes, activation of these cells in situ and monitoring of H,0, release in real time.
Palavras-chave: Biosensor, Macrophages, biopolymer

INTRODUCAO

Inflammatory processes play an important role in a number of pathologies including diabetes [1], cancer [2], and
tissue fibrosis [3]. The inflammatory signals are necessary under normal circumstances for combating pathogens
associated with injuries or infections, but may have pathophysiological consequences if unregulated. Macrophages are
one type of immune cell that is responsible for producing inflammatory markers, cytokines and reactive oxygen species
(ROS). ROS is a collective term that refers to chemical species formed by incomplete reduction of oxygen, including
superoxide anion (O, ), hydrogen peroxide (H,0,), and hydroxyl radical ("OH). ROS compounds such as superoxide
anion (O, ) are unstable on their own and, upon degradation, form a more stable H,0, compound. Therefore, H,0,
released by the immune cells is an important indicator of ROS production and an important analyte for biosensing.

In this work, we have develop a biomaterial micropatterning strategy that would enable the reproducible placement
of macrophages in the proximity of H O, biosensors and would ensure that the sensing electrodes were not fouled.
To achieve this, we utilized PEG hydrogel photolithography - an approach employed by us previously to define
cell-surface interactions. In addition to preventing cell attachment, PEG hydrogels provide an excellent matrix for
entrapment of enzymes and also prevent electrode fouling. Recently, we demonstrated the use of PEG hydrogel
micropatterning for fabricating enzyme-based electrodes for detection of glucose and lactate. In the present study,
the enzyme-electrode fabrication process was modified to include sites for cell attachment next to enzyme electrodes
(Figure 1). A micropatterned cell culture/biosensor surface was incorporated into a two-channel microfluidic device
with flow-through reference (Ag/AgCl) and counter (Pt) electrodes. More importantly, the electrochemical detection
system, H,O, biosensors, and the cell culture system were integrated into one system with the use of microfluidic
devicesto carry out a series of tasks, such as cells seeding, washing, introduction of stimulant, and H,O, dynamic
electrochemical monitor. In addition, this All-in-One system dramatically decreases the testing volume as well as the
needed reagents for experiments. In the future, we envision placing biosensors for multiple analytes next to cells for
multi-parametric analysis of cell function. In addition, electrode-containing micropatterned surfaces may be integrated
into micropatterned co-cultures to monitor signaling between two different cell populations.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Fabrication of gold electrode arrays. The layout of electrode array was designed in AutoCAD, converted into
plastic transparencies by CAD Art Services (Portland, OR) and then transferred onto quartz/chrome plates using
standard microfabrication approaches. The fabrication of gold electrodes has been described in our previous reports.
Briefly, standard (75 mm x 25 mm) glass slides were sputter-coated with 15 nm Cr adhesion layer and 100 nm Au layer
by Lance Goddard Associates (Santa Clara, CA). Positive photoresist was micropatterned on top of Au/Cr and used
as a protective layer during wet etching of the metal. As shown in Figure 1 A, resulting Au micropatterns consisted of
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eight electrodes connected by leads to contact pads for individual addressability [4]. Each Au electrode was 300 um
in diameter with 16 pm wide leads and 2 mm x 2 mm square contact pad. After wet etching, the photoresist layer was
retained on top of the Au pattern and was used as a protective layer during silanization procedure described below. We
found that exposed Au regions became irreversibly insulated after silanization.

Integration of enzyme-containing hydrogel microstructures with Au electrodes.

The glass substrates with photoresist-covered Au electrodes were modified with acrylated silane according to the
protocol described by us previously. This step was necessary to ensure anchoring of hydrogel structures onto glass
substrates. After the silane modification step, substrates were sonicated in acetone for 2 min to remove the photoresist
and then placed in an oven for 3 h at 100°C to cross-link the silane layer.

When preparing enzyme electrodes, HRP was dissolved in PBS buffer (pH 6.0) to reach the concentration of 10 mg/
mL. In addition, glutaraldehyde was added to the enzyme solution at 2% v/v to improve enzyme retention. In parallel,
the prepolymer solution was prepared by adding 2% (v/v) photoinitiator (2-hydroxy-2-methyl-propiophenone) to 1
mL of PEG-diacrylate (DA) (MW 575). The HRP-PEG hydrogel prepolymer solutions were prepared by adding 5
pL, 10 pL, 20 pL, and 40 pL of the enzyme solution mixed with glutaraldehyde into 50 uL. of PEG-DA. Therefore,
four different volumetric ratios of HRP:PEG were prepared: 1:10, 1:5, 2:5 and 4:5. The mixture was stirred for 4 h at
4°C to better distribute enzyme molecules in the prepolymer. The procedure for patterning hydrogel microstructures
on electrodes is described schematically in Figure 1. PEG-based prepolymer solution was spin-coated at 800 rpm for
4 sec onto glass slides containing Au electrode patterns. A photomask was registered with an electrode pattern and
then exposed to UV light at 65 mW/cm? for 10 sec using Omnicare 1000 light source (EXFO, Mississauga, Ontario,
Canada) to convert liquid prepolymer into cross-linked hydrogel. The surfaces were developed in DI water for 3 min
to remove unpolymerized PEG precursor solution. Enzyme carrying hydrogel microstructures were made larger than
Au electrodes - 600 um and 300 um diameter for hydrogel and Au features respectively. This was done to ensure that
hydrogel elements attached to the silanized glass regions of the substrate.

Sites for cell attachment were created by
micropatternning a second hydrogel layer in registration
with hydrogel/Au electrodes. This second gel layer did
not carry HRP molecules and was used to define 300pum
wide annular cell adhesive regions on the glass surface.
The micropatterned glass surfaces were incubated with
collagen (I) or fibronectin (both proteins were at 0.2 mg/
ml) for 30 min to promote attachment of macrophages
to glass (see Figure 3). To visualize immobilization
of protein molecules in the regions designated for cell
attachment, micropatterned surfaces were incubated
with avidin-Alexa546 conjugate and imaged using
fluorescence microscopy.

Figure 1. (A) Schematic of the microdevice. Upper drawing shows a magnified view of one cell culture/electrode
unit, whereas the lower drawing shows a two channel PDMS microfluidic device with 4 electrodes per channel.
Each channel constituted an electrochemical cell with Ag/AgCl flow through reference electrode and Pt wire counter
electrodes placed at the outlet and inlet respectively. (B) An actual device consisting of electrode array fabricated on a
3 x 1 in. glass integrated with PDMS-based fluidic channels.

RESULTADOS E DISCUSSAO
After fabricating enzyme-based hydrogel/Au electrodes and outfitting these electrodes with microfluidic channels,

we characterized the response of these microdevices to known concentrations of H,O,. It should be noted that H,O, can
be reduced or oxidized at negatively or positively poised electrodes as shown by reactions 1 and 2 below:

H,0, —2H" + O, + 2¢" oxidation €))

H,O,+ 2H+ le- —» H,0 reduction (2)

Prior to carrying out cell detection experiments, we wanted to optimize performance of the biosensor. Specifically,
sensor responses as a function of HRP loading into the hydrogel and as a function of working potential were
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characterized. PEG prepolymer formulations with varying amounts of HRP were prepared to create 1:10, 1:5, 2:5
and 4:5 volumetric ratio of HRP:PEG solution. Hydrogel-coated Au electrodes were prepared from these different
prepolymer formulations, were poised at -0.2 V vs. Ag/AgCl reference and were challenged with 200 uM H,0,.
To enable comparison between different experiments, responses of electrodes were normalized by the signal from
a hydrogel electrode containing 1:10 HRP:PEG formulation. The sensitivity of the hydrogel-coated electrodes was
dependent on the amount of enzyme. Hydrogels created with higher HRP to PEG ratios provided stronger response
to 200 uM H,O, with hydrogel/Au electrodes based on 4:5 HRP:PEG ratio providing the highest reductive current.
Based on these results, biosensors used in all subsequent experiments in this paper were prepared using 4:5 v/v ratio
of HRP to PEG.

We also investigated the optimal potential for performing H,O, detection. In these experiments, hydrogel/Au
electrodes with and without HRP were poised at potentials ranging from - 0.3 to 0.3V vs. Ag/AgCl and were challenged
with 200 uM of H,O,. The results reveals several insights into signal vs. applied potential relationship: 1) hydrogel
modified electrodes exhibited higher current density at reductive (negative) voltages, 2) HRP-containing hydrogel/
Au electrodes were ~ 60 times more sensitive to H,O, compared to gel-coated electrodes without enzyme at working
potential -0.2 V and 3) the presence of HRP in the hydrogel did not contribute to improved sensitivity at oxidative
(positive) potentials. Based on the results presented in Figure 4B, we chose to employ HRP-modified hydrogel/Au
electrodes at -0.2 V vs. Ag/AgCl reference. In addition to providing high reductive currents in our biosensor set-up,
the value of -0.2V vs. Ag/AgCl electrode was chosen to avoid interference due to the reduction of oxygen that may
occur at more negative potentials.

A common concern for electrochemical biosensors operating under physiological conditions is that the real signal
may be masked by interference from nonspecific compounds undergoing electrochemical reactions at the sensing
electrode. To test the sensor selectivity, our biosensor was challenged with the analyte of interest (H,0,) as well as with
5 most common interfering species that are generally used to test the H O, biosensor selectivity prior cell experiments
(cite): AA, UA, DOPAC, SO and O,. Interfering substances had minimal effects compared with sensor response
t0100 uM H,O,. UA did not result in a detectable signal at -0.2 V working potential whereas 200 pM of SO >, AA and
DOPAC produced signals that were 4%, 1.8% and 1.3% of the signal due to 100 uM of H,O,. Overall interference
from these compounds was found to be minimal. Sensor response to physiological O, (200 uM) represented 12%
of the response to 100 uM of H,O,. Therefore, while there is some interference from oxygen, it is not significant.
Coupled to the fact that cells secreted high levels of H,O, upon activation, O, interference with operation of our
biosensor was minimal. These results indicate the suitability of the proposed biosensor to practical applications. shows
a representative experiment where macrophages in one fluidic channel were exposed to PMA whereas cells in the other
channel were not stimulated. There was a detectable drop in signal in the channel infused with PMA — suggesting
that activated macrophages were releasing H,O, molecules that were in turn reduced at the HRP-containing electrode.

The current was observed to decrease by 2.7 nA after 60 min of activation and then recover over the course of next
60 min. This observation is consistent with the concept of oxidative burst where production of ROS is high initially
but then attenuates over time. The H,O, secretion from ~ 1000 macrophages under PMA stimulation was around 107 =
12 uM (n=3). Importantly, as highlighted by control experiments presented in Figure 6, no signal was observed from
1) macrophages cultured next to hydrogel/Au electrodes without PMA and 2) cell-free devices that were infused with
PMA dissolved in culture media.

CONCLUSOES

PEG hydrogel micropatterning was employed to both fabricate HRP-containing electrochemical biosensors and to
define living cell/biosensor interface. A microfluidic chamber served the purpose of a three-electrode electrochemical
cell with HRP/hydrogel/Au electrodes serving as working electrodes. A microdevice with integrated H,O,-sensing
electrodes had sensitivity of 28 pA/cm? mM and lower limit of detection of 2 uM. Importantly, this microdevice
allowed us to monitor H,0, release from activated macrophages in real time.
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ABSTRACT: Amperometric biosensors based on the physical immobilization of phytase (PhyA) into polypyrrole (PPy)
films were prepared in aqueous medium. The PPy/PhyA films were characterized by cyclic voltammetry, and surface and
structural characterization techniques, MEV and FTIR. Both voltammetric and amperometric transduction methods
were used in order to detect phytic acid in acetate buffer at pH 5.5 at room temperature. The biosensors exhibited
comparable sensitivity (a detection limit of 0.15 mmol L) and a linear range of detection of phytic acid from 0.5 to
2.0 mmol L, which are adequate values for typical analyses of phytic acids in most seeds, grains, and vegetables.
Keywords: Biosensors; phytase; polypyrrole; phytic acid detection.

INTRODUCTION

Phytase (myo-inositol hexaphosphate phosphohydrolase) (PhyA) catalyzes the hydrolysis of phytic acid (myo-
inositol hexaphosphate or phytate) into phosphorous, which is an essential nutrient for animals [1]. Phytic acid is
the main storage form of phosphorous in grain seeds, pollen, vegetables, and oilseeds, but it is also considered an
antinutrient due to its chelation ability, binding dietary minerals such as magnesium, zinc, and calcium [2]. Monogastric
animals, such as pig and poultry, and also humans, are not able to digest phytic acid because they lack sufficient
amounts of the digestive enzyme. In this case, the unabsorbed phosphorus passes into the feces, and can be degraded
by aquatic microorganisms, being one of the causes of eutrophication of water bodies downstream the rural areas. In
order to alleviate adverse effects of high levels of phytic acid, the use of biosensors based upon immobilized PhyA in
polymeric matrix has been an alternative of high interest and low cost for the detection of phytic acid.

In previous work, we have already shown the viability of using biosensors based on immobilization of PhyA onto
LbL films [1], but the use of a polymeric matrix is an alternative for simpler and cheaper biosensors, in particular
when they are miniaturized, thus requiring minimum sample amounts. The PPy/PhyA films were characterized by
electrochemical measurements, scanning electron microscopy (SEM), and Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Phytase (PhyA) from Aspergillus ficuum (EC 3.1.3.8) (1.1 units g!, IP = 4,5) (Sigma-Aldrich) and phytic acid (myo-
inositol hexaphosphate) (Synth) were used as received. Pyrrole (Sigma-Aldrich) was freshly distilled before use. PhyA
and phytic acid solutions were prepared by using 0.1 mol L' acetate buffer at pH 5.5.

The electropolymerization of pyrrole was performed by cyclic voltammetry using a potentiostat/galvanostat PAR
Versastat II with a three-electrode cell: a saturated calomel electrode (SCE) as the reference electrode, a Pt disk as
the working electrode, and a Pt plate as the counter electrode. The electrochemical deposition of polypyrrole (PPy)
films was carried out by cyclic voltammetry from 0.0 to 0.8 V vs SCE at 50 mV s in an aqueous solution containing
0.07 mol L"! pyrrole and 0.1 mol L' NaCl up to reach 10 complete cycles. For the PPy films obtained up to reach 10
cycles, we obtained a thickness of about 0.8 pum. Small numbers of cycles yielded thinner films, but not necessary
homogeneous, and not totally covered surfaces. Much thicker films, on the other hand, would hinder ionic movements
into the film and offer higher diffusion resistance of the analyte related to the polymeric matrix.

The freshly prepared PPy films were washed with water and a monomer-free electrolyte solution. After that, they
were dipped into a PhyA solution at 0.2 mg mL™ at 40 °C, where were kept for 2 h; this procedure allowed us to
physically immobilize PhyA into the PPy film. Previously, we verified that the immobilization of PhyA by the layer-by-
layer technique occurred efficiently at about 40 <C [1]. This temperature has no direct effect on the enzymatic activity,
since the optimum temperature of PhyA activity lies between 37 <C and 60 °C (at pH 5.5).

Chronoamperometry was used for the detection of phytic acid at a fixed potential of 0.0 V vs SCE. The current was
monitored as a function of the time after successively adding aliquots of 50 uL of 0.1 mol L phytic acid at 10 mL
acetate buffer at pH 5.5.

The morphology of the PPy and PPy/PhyA films on Au coatings was studied by scanning electron microscopy
(SEM) (Digital Scanning Microscope, DSM 960, Zeiss West Germany). The infrared spectra of these films on Pt
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substrates were obtained using a Thermo Nicolet — Nexus 470/FT-IR spectrophotometer from 400 cm™ to 2000 cm’!
after 64 scans.

RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1 shows the electrochemical response of a PPy/PhyA film in 0.1 mol L-'sodium acetate buffer at pH 5.5
containing different phytic acid concentrations. Between -0.2 V and -0.6 V vs. SCE, it is clearly evident that the current
density increases with the phytic acid concentration (see the inset of Figure 1). A linear decay of the current density
was observed from 0.5 mmol L to 2.0 mmol L! of phytic acid; after that, a saturation regime is evident. These results
indicate that the PPy/PhyA film can be used to detection of phytic acid up to reach a phytic acid concentration of

2.0mmol L.
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Figure 1: Amperometric response obtained at 0.0 V in an acetate buffer solution at pH 5.5 with PPy/PhyA film
deposited onto Pt electrode. Each current variation corresponds to an increase of 50 uL phytic acid 0.1mol L' in 10 mL
of acetate buffer solution. Inset: Current variation as a function of phytic acid concentration.

The electrochemical responses of the PPy/PhyA biosensors are based on the monitoring of inorganic phosphorous,
which is produced by the enzymatic reaction. Without the presence of the immobilized enzyme, no significant changes
in the voltammetric responses are verified for the PPy film after adding phytic acid ranged from 0.0 to 4.0 mmol L'
(about 9.5 % for the current densities obtained a fixed potential). For the PPy/PhyA film, the differences in current
densities are higher than 54% as a strong evidence of the catalytic effect of the enzyme immobilized into the PPy
matrix. After successive injections of phytic acid into the buffer solution, the PPy/PhyA film responded rapidly, and
both anodic and cathodic currents varied. The substrate specificity of PhyA was also verified by using phenyl phosphate
disodium salt, buffer, inositol, and dipalmitol phophatidyl choline (DPPC); however, no significant changes in the
current densities are obtained by using these solutions, which corroborates the conclusion that the PPy/PhyA film is
only capable of detecting phytic acid and, consequently, free phosphorous ions.

Figure 2 shows the chronoamperometric curves for the PPy/PhyA film at a fixed potential of 0.0 V vs. SCE in 0.1
mol L' acetate buffer at pH 5.5. After adding successive aliquots of 0.1 mol L*! phytic acid (50 pL each) in 10 mL of
acetate buffer, the current density increased with the concentration of phytic acid up the fourth addition at 2.0 mmol
L. After that, the current density decays abruptly as it can be expected due to a saturation effect of the active sites of
PhyA due to the presence of phytic acid.
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Figure 2: Amperometric response obtained at 0.0 V in an acetate buffer solution at pH 5.5 for a PPy/PhyA film
deposited onto a Pt electrode. Each current variation corresponds to an increase of 50 puL phytic acid 0.1mol L' in 10
mL of acetate buffer solution. Inset: Current variation as a function of phytic acid concentration.

We verified that both methods (voltammetric and amperometric detections) show good performances in detecting
phytic acid by using the PPy/PhyA films. The detection limit obtained for these films was 0.15 mmol L' (three times
the noise), with a linear range between 0.5 and 2.0 mmol L' of phytic acid at a low operating potential. The Pt electrode
used for the electrodeposition of the PPy/PhyA films is reusable and requires only the presence of PhyA and pyrrole in
the electrolyte solution, decreasing costs and fabrication steps.

The PPy and PPy/PhyA films were also studied by scanning electron microscopy (SEM). The PPy matrix showed
a typical morphology, with a spheroid structure and dispersed spheres with sizes of ca 0.4 um. For the PPy/PhyA film,
the nodular structure from the polymeric matrix was maintained, but a narrower distribution of smaller sphere sizes
of ca 0.15 pm was also evident. Besides, the spheres are distributed more uniformly over the surface of the PPy/PhyA
film as an indicative of the presence of immobilized PhyA on smooth PPy/PhyA films.

The immobilization of PhyA into the PPy matrix was confirmed by the presence of sharp peaks shifted in the IR
spectra of the PPy/PhyA film. The peak at 1700 cm™,, attributed to the presence of carbonyl groups in the PPy structure,
was seen for the PPy/PhyA film with a low intensity, indicating a slightly overoxidized PPy structure. The changes in
the spectra of the PPy and PPy/PhyA films evidenced the occurrence of electrostatic interactions between negatively
charged PhyA (IP 4.5) and a positively charged PPy matrix.

CONCLUSIONS

PPy/PhyA biosensors were successfully fabricated by the electrochemical synthesis of a PPY matrix with physically
immobilized PhyA. We obtained for the PPy/PhyA film a detection limit of 0.15 mmol L' and a linear range of
concentrations between 0.5 and 2.0 mmol L' of phytic acid. These results indicated that the PPy/PhyA biosensors are
an alternative for the detection of phytic acid in real samples with relatively low costs and at low operating potentials.
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NANOTUBOS DE CARBONO MODIFICADO COM FILME DE RuOHCF
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RESUMO: O presente trabalho relata um novo tipo de nanocomposito de hexacianoferrato de oxido de ruténio
(RuOHCF) preparado com nanotubos de carbono (CNIs), imobilizados em eletrodos de carbono vitreo (CV)
empregando-se diferentes propor¢oes de CNTs e RuOHCEF. Estes nanocompositos foram fabricados pela funcionalizagdo
dos nanotubos de carbono com filmes de RuOHCF e os eletrodos modificados foram caracterizados por voltametria
ciclica e amperometria. Com o sensor fabricado foi possivel evidenciar processo de eletrocatadlise da reducdo de
peroxido de hidrogénio em baixo potencial (0,0 V). Empregando-se a estrutura otimizada obteve-se curva analitica
em uma faixa de concentrag¢do de peréxido de hidrogénio de 10 a 1736 umol L e limite de detec¢do de 2,1 umol L
(r =0,9993) (S/N = 3).

Palavras-chave: Peroxido de hidrogénio, CNT5, eletrodo modificado.

INTRODUCAO

Os nanotubos de carbono (CNTs) sdo materiais promissores ¢ foram reconhecidos como blocos de construgdo
atraentes para a realizagdo de intimeras aplicagdes nanotecnoldgicas [1]. Os CNTs possuem alta condutancia,
resisténcia a tracdo, estabilidade quimica e tamanho reduzido, caracteristicas que os tornam candidatos potenciais
para o desenvolvimento de sensores e biossensores. Os CNTs podem ser divididos em duas categorias: (i) nanotubos
de parede unica ou simples (SWNT, do inglés single-wall nanotubes), que sdo constituidos por apenas uma camada
cilindrica de grafite, e (ii) nanotubos de paredes multiplas (MWNT, do inglés multi-walls nanotubes), que sdo
constituidos de varios cilindros concéntricos de grafite, espagados de 0,34-0,36 nm um do outro [2]. As propriedades
eletronicas desses materiais tém sido exploradas para promover reagoes de transferéncia de elétrons para uma ampla
gama de espécies de relevancia bioldgica, incluindo DNA, proteinas, peroxido de hidrogénio e acido ascorbico. A
imobilizagdo de moléculas e biomoléculas com CNTs tem sido perseguida ha varios anos com o intuito de melhorar
a eficiéncia dos sensores fabricados.

Acletrodeposigdo de filmes tem se tornado uma ferramenta poderosa no desenvolvimento de sensores eletroquimicos.
Filmes de hexacianoferratos (HCFs) sdo compostos que possuem excelente propriedade de transferéncia de elétrons.
Observou-se, entretanto, que estes filmes eram pouco duraveis e investigagdes envolvendo a incorporagdo de ions
Ru(IIl) nos filmes de hexacianoferratos demonstraram a minimizagdo do processo de solubilizagdo, pois a formagdo
de uma ligagdo Ru-O-Fe contribui para a imobilizagdo de um material mais insoluvel na superficie eletrodica, com
consequente aumento de estabilidade quimica e eletroquimica sem perdas das caracteristicas eletrocataliticas [3,4]. A
associagdo entre o filme de RUOHCF e os CNTs pode representar uma nova plataforma de detecgdo para a determinagéo
de perdxido de hidrogénio. Portanto, o objetivo do presente trabalho sera estudar as propriedades eletroquimicas de
eletrodo de carbono vitreo modificado com CNTs e filme de RuOHCF no que diz respeito a reducéo eletrocatalitica do
peroxido de hidrogénio.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados empregando-se um bipotenciostato da Autolab PGSTAT 30 (Eco Chemie) com
um software para aquisi¢ao dos datos disponibilizado pelo fabricante (GPES versao 4,8), e uma célula eletroquimica
com 3 eletrodos: eletrodo de platina como auxiliar, eletrodo Ag/AgCI(KCI sat) como referéncia e carbono vitreo
(CV) como eletrodo de trabalho. As solugdes foram preparadas por dissolugcdo dos reagentes em agua desionizada
processada com um sistema de purificagdo (Nanopure Infinity, Barnstead). As solugdes de H,O, e HCI foram preparadas
pela dilui¢@o dos reagentes concentrados. Nanotubos de carbono (CNTs) foram obtidos da NanoLab, USA, com 95%
de pureza, 3010 nm de didmetro e 1-5 pum de comprimento. Os MWCNTs funcionalizados foram dispersados em
dimetilformamida e logo imobilizados na superficie do eletrodo de CV. Trabalhou-se com trés eletrodos modificados
preparados de maneiras diferentes: 1) o filme de RuOHCEF foi eletrodepositado na superficie do eletrodo de CV (CV/
RuOHCF), 2) o eletrodo de CV foi modificado com 0,05 pg de CNTs para logo em seguida depositar-se o filme de
RuOHCF (CV/CNTs(A)/RuOHCF) e 3) o eletrodo de CV foi modificado com 0,10 pg de CNTs para logo em seguida
depositar-se o filme de RuOHCF (CV/CNTs(B)/RuOHCF).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O filme de RuOHCF foi eletrodepositado sobre os CNTs por voltametria ciclica a partir de uma solugdo recém
preparada de KCI 0,5 mol L, HCI 0,05 mol L, K,Fe(CN), 1 mmol L' e RuCl, 1 mmol L"', executando-se 120
ciclos de varredura (-0,5 a 1,3 V a 100 mV s*) (Figura 1A). Pode-se observar na Figura 1A que houve um aumento
progressivo no sinal de corrente durante o experimento, como consequéncia da imobiliza¢cdo do material eletroativo
na superficie do eletrodo.

Os pares redox do filme devem-se aos processos de transferéncia de elétrons entre as espécies Ru(II)/Ru(IIl)/
Ru(IV) e Fe(Il)/Fe(I1l). A densidade de corrente observada neste experimento ¢ maior do que a reportada na literatura
quando se trabalha na auséncia de CNTs [5], devido a maior area superficial obtida pela funcionalizagio da superficie
com 0s CNTs. Pode-se observar na Figura 1B um aumento linear da corrente de pico com o aumento da velocidade
de varredura no eletrodo RuUOHCF/CNTs(B)/CV, comportamento tipico de processos eletrodicos que ocorrem com
material imobilizado na superficie do eletrodo.
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a modificagdo da superficie do eletrodo de carbono
vitreo com CNTs em solucdo contendo: KCI 0,5 mol L,
HCI 0,05 mol L, KJ,Fe(CN)ﬁ I mmol L' e RuClj,I mmol
L1v: 100 mV s7'(A). Relagdo linear entre a velocidade
de varredura em funcdo da corrente medida em 0,0 V]

utilizando o eletrodo modificado RuOHCF/CNTs(B)/CV
na auséncia (a) e presenga de peroxido de hidrogénio
(b-e) (concentragao final 0,9 (b), 1,6 (c), 2,3 (d) e 2,8 (e)
mmol L. Eletrélito suporte KCI 0,5 mol L, HCI 0,05
mol L, v: 100 mV s’

utilizando-se o eletrodo RuOHCF/CNTs(B)/CV (B).

A Figura 2 mostra os voltamogramas ciclicos realizados com o eletrodo CV/CNTs(B)/RuOHCF na auséncia ¢
presenca de peroxido de hidrogénio. Na auséncia de peroxido de hidrogénio é observado o comportamento eletroquimico
reversivel do filme de RuOHCF depositado no nanocompésito (Fig. 2 a). Apods a adigdo de peroxido de hidrogénio
nota-se o aumento da corrente catddica em potenciais proximos a 0,0 V devido a reduc@o eletrocatalitica do peroxido
de hidrogénio na presenga dos centros de Ru(Il)/Ru(Ill). Também ¢é possivel observar que o pico de oxidagdo diminui
por causa do consumo quimico da espécie reduzida de ruténio pelo peréxido de hidrogénio (Fig. 2 b-¢). Estes resultados
sugerem que o eletrodo de CV/CNTs(B)/RuOHCF possui uma eficiente atividade eletrocatalitica para a redugdo de
peroxido de hidrogénio, a qual permite a detec¢do do analito em potenciais menos suscetiveis a interferéncias.

Na Figura 3 mostram-se curvas analiticas para os diferentes eletrodos modificados em um intervalo de concentragio
de peréxido de hidrogénio de 0,1 a 1,75 mmol L' em solugdo de eletrolito suporte (KC1 0,5 mol L' ¢ HCI 0,05 mol
L") em experimentos realizados a 0,0 V. Pode-se observar que o eletrodo CV/CNTs(B)/RuOHCF apresentou a maior
sensibilidade, justificada pela presenga de maior quantidade de CNTs. Este eletrodo modificado foi também o que
apresentou menores limites de detecgdo e quantificacdo (Tabela 1). Curva analitica foi obtida em faixa de concentracdo
mais larga com o eletrodo CV/CNTs(B)/RuOHCF (10 a 1736 pmol L).
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Figura 3. Curvas analiticas para peroxido de hidrogénio obtidas a partir dos dados amperométricos utilizando
diferentes eletrodos modificados, E=0V. CV/RuOHCF (a), CV/CNTs(A)/RuOHCF (b) e CV/CNTs(B)/RuOHCF (c).

Tabela 1. Limites de detecgdo e quantificagio para a determinacdo de peroxido de hidrogénio com os diferentes
eletrodos modificados.

Eletrodo LDpumolL” L.QumolL™
CV/RuOHCF 28,5 95,1
CV/CNTs(A)/RuOHCF 42 143
CV/CNTs(B)/RuOHCF 2,1 7,1
CONCLUSOES

Pode-se concluir que filmes de RuOHCF imobilizados em eletrodos de CV juntamente com CNTs constituem-se
em plataformas mais eficientes para o processo de reducdo catddica do perdxido de hidrogénio, especialmente pelo
aumento da area superficial com consequente melhoria na eficiéncia da etapa de transferéncia de elétrons. Com o filme
de RuOHCEF depositado na superficie do CNTs (CV/CNTs(B)/RuOHCF) sdo obtidas respostas lineares para peroxido
de hidrogénio em potencial imune a varias interferéncias (0,0 V) em larga faixa de concentracdo e com baixo limite
de deteccao.
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RESUMO: Neste trabalho, foram investigadas as propriedades eletroquimicas da p-benzoquinona imobilizada em
um novo material composito a base de acetato de celulose e os oxidos de titanio e antiménio. O material com a
p-benzoquinona imobilizada foi incorporado a um eletrodo de pasta de carbono e a propriedade redox da espécie
eletroativa foi estudada por voltametria ciclica. Através do estudo da estabilidade observou-se que apos 100 ciclos
consecutivos ndo ocorreu lixiviacdo da espécie eletroativa indicando que a mesma esta fortemente aderida na superficie
da matriz. O material resultante CA/TiO /Sb,0.BQ foi aplicado na eletro-oxidagao de dcido ascorbico e mostrou-se
eficiente na sua determinagdo em drogas comerciais. A influéncia de interferentes como dcido urico, dopamina, glicose
e NADH na andlise de acido ascorbico foi estudada por voltametria de pulso diferencial.

Palavras-chave: acetato de celulose, p-benzoquinona, dcido ascorbico.

INTRODUCAO

O acetato de celulose (CA) ¢ um biopolimero termoplastico que pode ser facilmente moldado em diferentes formas
como membranas, fibras ou pérolas. O acetato de celulose é usado na preparagdo de materiais hibridos, pois apresenta
vantagens como baixo custo, alta disponibilidade e facilidade de manuseio [1]. A incorporagédo de particulas de 6xidos
metalicos na matriz de acetato de celulose pode produzir materiais poliméricos hibridos com ligagdes entrelagadas
com alta resisténcia quimica e mecanica e, também com um alto grau de dispersdo das particulas do 6xido [2]. Além
disso, permitem a incorporagdo de espécies eletroativas, possibilitando o desenvolvimento de eletrodos quimicamente
modificados.

Neste trabalho, p-benzoquinona (BQ) foi imobilizada sobre uma matriz de celulose contendo os 6xidos de titdnio
(TiO,) e pentoxido de antimdnio (Sb,0.) e utilizado na preparagio de eletrodos de pasta de carbono para determinagio
de acido ascorbico. Os 6xidos foram incorporados com o intuito de intensificar na matriz de acetato de celulose as
propriedades de troca idnica e as propriedades condutoras melhorando as caracteristicas do material final.

Acido ascérbico (H,AA) ou Vitamina C esta presente em muitos sistemas biolégicos, em suplementos dietéticos,
e também em alimentos como antioxidante para estabilizar a cor e o aroma estendendo a validade do produto. Sendo
assim, o desenvolvimento de métodos simples e rapidos para a quantificacdo de acido ascorbico € importante. A eletro-
oxidagdo direta de acido ascorbico em eletrodos de metal ou carbono requer um sobrepotencial elevado [3]. Além
disso, frequentemente sdo observados interferentes de outras espécies com potenciais muito préoximos como € o caso
do acido urico (AU) e da dopamina (DA), que também estdo presentes em fluidos bioldgicos. O efeito destes e outros
interferentes também sdo avaliados neste estudo [4].

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O material CA/TiO, foi preparado pelo método de inversdo de fase descrito na literatura [3]. Aproximadamente
5 g de CA/TiO, contendo 10,1 % m/m de TiO, foi imerso em 25 ml de solugdo 4cida (HCI 3,0 mol L") contendo 2,5
mL SbCl, (99 % Aldrich) e a mistura foi agitada por 2 horas a temperatura ambiente. O sélido designado CA/TiO,/
Sb,0, foi filtrado e lavado primeiramente com solugdo de HCI 1.0 mol I"' e posteriormente com dgua deionizada. A
adsor¢@o de p-benzoquinona foi promovida deixando 0,5 g de CATiSb em 10 mL de uma solugdo 1,0 x 10~ mol L' de
p-benzoquinona sob agitacdo durante 30 minutos. O solvente foi evaporado a temperatura ambiente por trés dias e o
solido final obteve uma coloragdo amarelada clara e fibrosa.

Eletrodos de pasta de carbono modificados com CA/TiO,/Sb,0, e CA/TiO,/Sb,0,BQ foram preparados pela mistura
de grafite em po6 (Fluka, grau 99,9%) na proporcao 1:1 (m/m) utilizando uma gota de 6leo mineral (Nujol).

Os estudos eletroquimicos foram realizados em um potenciostato-galvanostato da Iviumstat interfaciado a um
microcomputador para controle de potencial, aquisicdo e tratamento de dados. Foi utilizado um sistema de trés
eletrodos: um fio de platina como contraeletrodo, um eletrodo de calomelano saturado (ECS) como eletrodo de
referéncia e os eletrodos modificados como eletrodos de trabalho. Os experimentos foram realizados em solucao
tampdo Britton-Robinson (B-R) previamente desaerada com argdnio. A resposta do eletrodo modificado com CA/
TiO,/Sb,0,BQ para 4cido ascorbico foi avaliada utilizando-se as técnicas de voltametria ciclica, voltametria de pulso
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diferencial e cronoamperometria. Uma curva de calibragio foi construida através de adig¢des crescentes de uma solugéo
padrdo de acido ascorbico. A curva de calibragdo obtida foi utilizada para a determinagdo de acido ascorbico em
pastilhas de Vitamina C. As solu¢des foram preparadas na mesma hora do experimento, acondicionadas em um frasco
escuro e tampadas para evitar o contato com a luz ¢ o ar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O voltamograma ciclico do eletrodo de pasta de carbono modificado com CA/TiO,/Sb,0, ndo apresentou onda
voltamétrica relevante como mostrado na Figura 1, curva A, enquanto que foram observadas claramente ondas
voltamétricas, curva B, para o eletrodo modificado com CA/TiO,/Sb,0,BQ.

I (uA)
N

Figura 1: Voltamogramas ciclicos do eletrodo CA/TiO,/Sb,0O, (A) e do eletrodo modificado CA/TiO,/Sb,0,BQ (B).
Tampéo Britton-Robinson e velocidade de varredura 20 mV s™.

O potencial médio (Em = Epa + Epc/2) em que Epa ¢ o potencial de pico anddio e Epc o potencial de pico catddico,
foi 21,5 mV. A estabilidade do eletrodo de trabalho foi testada medindo-se os valores das correntes anddica e catodica
em funcdo do niimero de ciclos. Os resultados mostraram que ndo ocorre variagao significativa apds 100 ciclos redox.
As intensidades de corrente de pico permaneceram praticamente constantes.

Isso indica que a p-benzoquinona estd fortemente adsorvida a superficie do eletrodo ndo ocorrendo lixiviagdo ou
decomposi¢do durante o experimento. A estabilidade observada para o eletrodo modificado CA/TiO,/Sb,0,BQ indica
que pode ser utilizado como sensor eletroquimico.

O estudo da influéncia do pH na oxidagdo do H,AA revelou que as intensidades das correntes de oxidagdo ndo
sofreram alteragdes consideraveis do pH na faixade 2 a 7.

Para estudar as propriedades eletrocataliticas do eletrodo CA/TiO,/Sb,0.BQ foi empregado o éacido ascorbico
(AA). Pode-se observar na Figura 2 que a oxidagdo do acido ascorbico ocorre em torno de 51 mV.

| (A)
8

Figura 2: Voltamogramas ciclicos em tampao B-R pH 7,0 e velocidade de varredura de 20 mV s™'. (A) CA/TiO,/Sb,0,
na auséncia de H)AA, (B) CA/TiO,/Sb,0,BQ na auséncia de H,AA e (C) CA/TiO,/Sb,0.BQ na presenga de 8 x 10~
mol L' de H AA.
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Uma curva de calibragdo de corrente versus [H,AA] foi construida a partir de dados obtidos através de
cronoamperometria. O potencial escolhido para realizar a eletro-oxida¢do em tampao B-R pH 7,0 foi 300 mV. A
Figura 3(A) mostra a resposta obtida através de sucessivas adigoes de acido ascorbico. Uma relagdo linear na faixa de
concentragdes compreendida entre 1,5 x 107 e 2,90 x 10 mol L' foi constatada (B).
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Figura 3: Estudo cronoamperométrico para o eletrodo CA/TiO,/Sb,0.BQ em tampao Britton-Robinson pH 7,0 (A).
Grafico da corrente versus [H,AA] (B). E =300 mV VS ECS.

Foi observado que quatro possiveis interferentes do acido ascorbico em ambientes bioldgicos puderam ser
identificados separadamente nas correspondentes faixas de concentrag¢do estudadas: acido urico (0,112 - 0,155 umol
L"), dopamina (0,0474 - 0,187 pmol L), glicose (0,001 - 0,010 pmol L"), NADH (0,0240 - 0,140 pmol L), claramente
ndo modificaram a intensidade de pico anédico do H,AA 0,500 pmol L' em tampao B-R pH 7,0.

CONCLUSOES

As propriedades eletrocataliticas do eletrodo modificado CA/TiO,/Sb,0,BQ para oxidar acido ascorbico sdo
bastante satisfatorias e o sistema apresenta uma boa sensibilidade e seletividade para o acido ascorbico.
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RESUMO: Este trabalho mostra a construg¢do de um sensor biomimético sensivel a detec¢do de hidroquinona visando
aplicacdo em cosméticos e em amostras de interesse ambiental. Para tal, o complexo cloreto de tris(bipiridina)cobre
(1), [Cu(bipy) JCl, catalisador biomimético da enzima tirosinase (Tyr), foi imobilizado na superficie de um eletrodo
microimpresso comercial de grafite, na forma de um filme de Nafion®. As condicbes otimizadas para a resposta do
sensor foram obtidas em tampao Pipes 0,01 mol L' (pH 6,50) contendo 60 umol L' de H,0, e aplicando um potencial
de -300 mV vs Ag|AgCl,KClm » Nessas condigdes de andlise, o sensor mostrou resposta linear entre 6,0 x 107 e 5,6x10*
mol L, e limites de detec¢do e quantificagdo de 5,4 x 10° e 1,8 x 10 mol L, respectivamente.

Palavras-chave: Hidroquinona, eletrodo impresso, cloreto de tris(bipiridina)cobre II, sensores biomiméticos.

INTRODUCAO

Sensores biomiméticos sdo dispositivos nos quais um eletrodo ¢ modificado com uma substancia redox (catalisador
biomimético) que possui estrutura analoga a do sitio ativo de metalo-enzimas executando os mesmos processos
cataliticos, porém ndo necessariamente seguindo o mesmo caminho. Desta forma, complexos de metais de transi¢do
podem ser estudados com a finalidade de avaliar seu potencial na mimetizacdo de diversas enzimas, cuja estrutura
do sitio ativo, quimica da catalise enzimatica e mecanismo de reagdo sejam bem conhecidos [1], podendo ser usados
compostos organometalicos de estrutura simples, estaveis e de menor custo que os modelos biologicos.

Por outro lado, o desenvolvimento de eletrodos impressos “screen-printed electrode” (SPE) abriu a possibilidade
de desenvolver dispositivos de baixo custo, permitindo obter plataformas sensores descartaveis.

Assim, aliando a estratégia de construgdo de sensores biomiméticos com a possibilidade de modificagdo de
eletrodos impressos, se abre a possibilidade de desenvolvimento de dispositivos de analise, que além de possuirem alta
seletividade e apresentar a robustez desejada para aplicagdo real em matrizes de amostras onde materiais biologicos
tenderiam a desnaturar, pode-se obter uma estratégia experimental para a produgdo em massa de diversos tipos de
sensores.

Pensando nisto, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver um sensor biomimético a base de um eletrodo
impresso de grafite modificado com complexo biomimético a enzima tirosinase, cloreto de tris-2,2 -bipiridil cobre 11,
para a determinagdo sensivel e seletiva de hidroquinona em cosméticos e efluentes.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente, o SPE de grafite (FS-1, Florence sensors®) foi modificado pela aplicagio de filme de Nafion~ dopado
com solugdo do complexo cloreto de #ris-2,2’-bipiridil cobre II {[Cu(Dipy),]Cl,.6H,O}. Para a preparagdo das
membranas sensoras, a solu¢do do complexo em dimetilformamida (DMF) foi misturada com a solugao alcodlica a
5% de Nafion", colocada na superficie do SPE e deixada secar a temperatura ambiente, para permitir a formagdo da
membrana na superficie do eletrodo.

As medidas eletroquimicas foram realizadas em potenciostato da marca Palm Sensel], da Palm Instruments BV
(Holanda) em cela eletroquimica de trés eletrodos, sendo o eletrodo de trabalho o SPE modificado, e os eletrodos de
referéncia e auxiliar o de Ag|AgCLKCI_ (Analion®) e uma espiral de platina, respectivamente.

sat

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, experimentos com o eletrodo sem o complexo na membrana de Nafion® foram realizados para comparar
o comportamento do sensor contendo o complexo biomimético. Os perfis voltamétricos indicaram que quando usado o
complexo [Cu(dipy),]Cl,.6H,O (Figura 1), grandes sinais de corrente de redugio sdo visivelmente obtidas, mostrando
a importancia da presenca deste composto na catalise da hidroquinona (HQ). Os resultados mostram que o perfil de
resposta do sensor para HQ ¢ visivelmente catalitica, tal como esperado, uma vez que ja ¢ conhecida a mimetiza¢ao
da enzima tirosinase por este complexo ctprico [2] além de demonstrar a dependéncia do uso do complexo de cobre
na membrana sensora. Adicionalmente, para reforcar a tese que o processo ¢ catalitico, foi realizado um estudo da
variagdo da corrente de pico catédica em fungdo da velocidade de varredura, e pelo grafico mostrado na Figura 1b,
pode-se observar que a resposta do sensor é governada por um processo difusional, tal como esperado.
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Figura 1. a) Voltametria ciclica usando SPE modificado com [Cu(dipy),]Cl,.6H,0. Medidas realizadas a velocidade
de varredura 20 mV s’'. b) Variagdo da corrente de pico catodica (ipc) vs v'2 no sensor impresso modificado com o
complexo [Cu(dipy),]CL,.6H,0.

Estudos foram realizados para otimizar a resposta do sensor e os melhores resultados foram obtidos em solugao
tampéo Pipes 0,01 mol L' a pH = 6,50, contendo perdxido de hidrogénio e aplicando potencial de -300 mV vs
Ag|AgCLKCI . A Figura 2, mostra o perfil de resposta do sensor e a respectiva curva analitica.
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Figura 2. a) Amperograma do SPE modificado com complexo [Cu(dipy),]CL,.6H,O; b) Curva analitica obtida.

Os dados mostrados na curva analitica da Figura 2a foram ajustados pela equagdo da reta a seguir (eq. 1) com um
coeficiente de correlagdo linear (R) de 0,99932 (n = 11) em uma faixa de resposta entre 6,0 x 10 ¢ 5,6x10* mol L'\

Ailgd=03 (£0,0 )+5224(x8 } @ 1/moll (g .1)

A repetibilidade nas medidas e a reprodutibilidade na constru¢do dos sensores, foram avaliadas através do valor
do desvio padrao relativo (RSD), obtendo-se valores de 3,0% (n = 7) e 2,3% (n = 3) com base nos valores obtidos
das sensibilidades de diversas curvas analiticas. A alta reprodutibilidade na construgao dos sensores garantem seu uso
como dispositivos descartaveis, sem perdas consideraveis da qualidade dos resultados a serem obtidos. Os limites
de deteccdo e quantificagdo foram calculados de acordo com as normas previstas pela ANVISA [3], obtendo-se os
valores de 5,4 x 10 e 1,8 x 10~ mol L, respectivamente. O tempo estimado de vida do sensor foi de trés dias, onde
ainda mantém 95% da sensibilidade inicialmente observada, e ap6s uma semana de uso continuo, a resposta mantida
corresponde ao 20% do valor inicial, o que ndo prejudica o uso deste sensor, pois 0 mesmo estd sendo avaliado como
dispositivo descartavel.

Apos avaliadas as caracteristicas analiticas do sensor proposto, a seguir foram avaliadas as caracteristicas
biomiméticas. Na Figura 3a, mostra-se o perfil hiperbolico do sensor para HQ, o qual tal como esperado, foi analogo
aos biossensores enzimaticos convencionais. A constante aparente de Michaelis-Menten, foi calculada apartir do
grafico do duplo reciproco, sendo obtido um valor de 5,6 x 10-° mol L', que indica uma forte afinidade deste complexo

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica




pelo analito estudado. A seguir, foi avaliada a seletividade do sensor para diversos compostos fenolicos, catecolicos e
quindnicos ¢ os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 3b, na qual pode ser observada uma alta seletividade para
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Figura 3. A) Perfil hiperbolico do sensor. B) Perfil da seletividade do sensor: a) resposta para HQ e b) resposta
para p-aminofenol (p-AMF). Na figura inserida mostra-se amplificada a resposta para p-AMF. Medidas realizadas em
potencial de -300 mV em solugdo tampdo pipes contendo 60 umol L' de H,O, e sucessivas adi¢des de 80 pmo L' de
analito.

CONCLUSAO

Os resultados até aqui obtidos viabilizam os eletrodos impressos de grafite modificados com solugido de Nafion® e
complexo de [Cu(dipy),]CL,.6H,O como ferramentas a serem aplicadas em analises sensiveis e seletivas para detecgdo
de HQ. Atualmente, esta sendo realizada a aplicagdo do sensor em aguas de efluentes e cosméticos.

REFERENCIAS

[1] Sotomayor, M.D.P.T.; Kubota, L. T.; Quim. Nova 2002, 25, 123.

[2] Sotomayor, M.D.P.T.; Tanaka, A.A.; Kubota, L.T.; Electrochimica Acta 2003, 48, 855.

[3] www.anvisa.gov.br, Diadrio da Republica n® 271 Série I Parte B de 22/11/1997, Portaria n® 1192/97 de 22-11-
1997: ANEXO - Métodos de analise necessarios ao controlo da composi¢ao dos produtos cosméticos e de higiene
corporal — Ensaios; CAPITULO XXXV, acesso em 07/04/2010.

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica



http://WWW.anvisa.gov.br/

SB77
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Abstract: In this work, we described the formation of L-diphenylalanine nanotubes (PNTs) with cyclic-tetrameric
copper(ll) species containing the ligand (4-imidazolyl)ethylene-2-amino-1-ethylpyridine [Cu (apyhist) J** in the
Nafion™ membrane on a glassy carbon electrode surface. The electrochemical properties of the PNT-[Cu (apyhist) J**/
Nafion® film on a GC electrode were characterized using cyclic voltammetry (CV) and square-wave voltammetry (SWV)
and showed high electrocatalytic activity towards the oxidation of dopamine (DA). Under the optimum conditions, the
peak DA current was linear over DA concentrations from 5 x 107 to 50 x 10°° mol L. The detection limit was 0.87 x
10 mol L' (§/N=3), and ascorbic acid did not interfere with the DA detection.

Keywords: L-diphenilalanine nanostructures, copper(Il) complexes, biomimetic sensors, dopamine.

INTRODUCTION

The self-assembly of organic nanostructures and hybrid materials relies on noncovalent and reversible interactions,
such as hydrogen bonding, metal coordination, hydrophobic effects, van der Waals forces, n-m interactions and
electrostatic interactions. When combined, these forces form organized, complex entities based on the association of the
self-assembling components. The specificity of and the selectivity provided by both natural and artificial biomolecules
makes them well-suited for this task and offers a way to design complex nanoscale assemblies.

Recently, a novel biosensor for hydrogen peroxide was developed by combining the known properties of
microperoxidase-11 (MP11) as an oxidation catalyst and the interesting properties of L-diphenylalanine peptide
nanotubes (PNTs) as a supporting matrix to create an effective bioelectrochemical interface. In this case, the synthesized
MP11/PNTs were immobilized onto the ITO electrode surface via layer-by-layer deposition using poly(allylamine
hydrochloride) in positively charged polyelectrolyte layers. The PNTs provided a favorable microenvironment for
MP11 to perform direct electron transfer to the electrode surface [1].

In more recent work, we reported an effective approach to the construction of a biomimetic sensor of multicopper
oxidases by immobilizing a cyclic-tetrameric copper(Il) species containing the ligand (4-imidazolyl)ethylene-2-amino-
1-ethylpyridine (apyhist) in the Nafion® membrane on a glassy carbon electrode surface. This modified electrode
showed excellent electrocatalytic activity toward the reduction of oxygen. We also provided evidence that the cyclic
tetranuclear imidazolate-bridged complex [Cu,(apyhist),]* acts as a catalyst for the intramolecular, four-electron
reduction of O, and on the kinetics of this mediated reaction [2].

In this work, we describe the characteristics of the hybrid film of PNTs modified with a tetranuclear copper(Il)
complex [Cu,(apyhist),]*" in a Nafion® membrane on a glassy carbon electrode surface for determination of dopamine
(DA) with square wave voltammetry. The electrochemical behavior of the modified electrode has been analyzed, and
the role of the copper(Il) complex as an electron mediator has been discussed.

EXPERIMENTAL

The copper(Il) complex [Cu,(apyhist),]* was prepared following the methodology described in the literature. The
L-diphenylalanine nanotubes (PNTs) were prepared by dissolving the lyophilized form of the peptide L-PhexxxL-Phe
compound in HFP at a concentration of 100 mg mL™! and diluting to 5 mg mL"! in ultra-pure water. The diluted mixture
was centrifuged for 15 min in a MPW centrifuge at 1200 x rpm. The supernatant was removed and the precipitate
was placed in a solution of [Cu,(apyhist),]* (8 mg) previously dissolved in 1 mL of ultra-pure water followed by the
addition of a 5% Nafion® solution (200 pL). This solution was ultrasonicated for at least 15 min at room temperature
to obtain a homogeneous blue solution.

A glassy carbon electrode (0.071 cm?) was carefully polished with 0.5-um and 0.03-um alumina and was
ultrasonicated in ethanol and twice-distilled water. The modified GC electrode was prepared by adding a drop (4.5
pL) of the mixture solution described previously directly to the top of the electrode. The solvent was allowed to
evaporate at room temperature. Square-wave voltammetry (SWV) measurements for DA oxidation were performed in
an unstirred, non-deaerated 0.1 mol L' phosphate buffer solution (pH 7.0) by applying a potential between —1.0 and
+1.0 V vs. SCE at a frequency of 10 Hz and a pulse amplitude of 50 mV. A 10 mL aliquot of the supporting electrolyte
was transferred into the cell, and 5 and/or 50 uL of the DA solution (0.01 mol L!) was added using a micropipette.
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RESULTS AND DISCUSSION
SEM Characterization of PNT-[Cu,(apyhist),]*" hybrid material and a PNT-[Cu,(apyhist),]*/Nafion®/GC electrode

Fig. 1 shows the SEM images of the PNT-[Cu,(apyhist),]*" hybrid material and PNT-[Cu,(apyhist),]*/Nafion® film on
a GC electrode. In both cases, the obtained nanotubes were long and interacted with each other to generate fibrils that
were 350-500 nm thick, as shown in Fig. 1A. The membrane of the Nafion® was uniformly distributed onto the glassy
carbon electrode surface (Fig. 1B). The ease of dispersion of the PNTs and copper(Il) complex in the polymer matrix
may be attributed to the hydrophobic interaction between PNTs and the Nafion® polymer as well as the electrostatic
interaction between the sulfonate groups from Nafion® and [Cu,(apyhist),]*".

(A)

1Z kW L XA58 SBRm

Fig. 1. (A) SEM images of PNT-[Cu,(apyhist),]*" hybrid material and (B) Nafion"/PNT-[Cu,(apyhist),]* hybrid film on a GC electrode.

Electrochemical behavior of DA

The electrochemical behavior of DA in pH 7.0 phosphate buffer solution was examined using cyclic voltammetry.
On the bare GCE, two quasi-reversible redox peaks were observed for 1.0 x 10 mol L' DA, as shown in Fig. 2.
The [Cu,(apyhist),]*/Nafion®/GCE enhanced the redox peak currents of DA compared to the bare GCE. This
enhancement is undoubtedly attributed to the [Cu,(apyhist),]*"/Nafion® film, which improves the absorption efficiency
and electrochemical reactivity of DA.

For the PNT-[Cu,(apyhist),]*/Nafion” modified electrode (see Fig. 2), two well-defined and quasi-reversible redox
peaks corresponding to the electrochemical reaction of DA were obtained with E =277TmV and E = 44 mV (vs. SCE).
The oxidation overpotential of DA decreased by 75 mV compared to the bare GCE. The enhancement in peak currents
and the lowering of overpotentials are clear evidences of the catalytic effects of PNTs toward the DA redox reaction.
As can be seen, the electrochemical reactivity of DA is remarkably improved on the PNT-[Cu,(apyhist),]*/Nafion®
composite film, which may be due to its high adsorptivity and good biocompatibility. Peptide nanostructures effectively
modify the surface chemistry of graphene sheets, which provides an efficient interface and microenvironment for
the electrochemical reaction of DA and allows this system to be a promising method for DA detection. A similar
behavior has been observed with cobalt phthalocyanine (CoPc) modified carbon nanotubes using phosphate buffer. It
was found that the redox peak currents for the treated MWCNT-CoPc-modified GCE were much higher than those for
the untreated MWNT-modified GCE.

Fig. 2 shows the square wave voltammograms for the PNT-[Cu,(apyhist),]*/Nafion®, [Cu,(apyhist),]*"/ Nafion®,
and PNT/Nafion® electrodes in the presence of 0.30 mmol L-1 DA solution in 0.1 mol L' phosphate buffer (pH 7.0).
For the [Cu,(apyhist),]*/Nafion®” electrode, the electrooxidation of DA occurred at 226 mV, and the peak obtained was
rather broad, suggesting slow electron transfer kinetics. However, a well-defined oxidation peak was obtained in the
presence of PNTs on the modified electrode surface. For PNT/Nafion™ and PNT-[Cu,(apyhist),]*/Nafion” composite
films, the oxidation peak potential shifted to 203 and 260 mV, respectively, with an increase in the response to DA
compared to the [Cu,(apyhist),]*/Nafion” electrode. This may be the result of the larger surface area of the PNT
nanostructures on the electrode surface, which may enhance the catalytic activities of the electrode and adsorb DA
more easily than electrodes with less surface area. It appears that DA is capable of interacting with the tubule-free
amide sites via hydrogen bonds that promote more efficient absorption and electron transfer reactions on the structure
electrode-solution interface. Moreover, the immobilization of the copper(Il) complex [Cu,(apyhist),]*" in the PNT/
Nafion® membrane appears to act as a promoter by lowering the potential of DA oxidation with a negative shift in
its anodic peak with an increase in peak current. The presence of the copper(Il) complex significantly improves the
current response of the sensor by inducing electron transfer in the chemical reaction. This is a result of the formation
of a hybrid system between the copper(Il) complex and the PNT/Nafion® structure.
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Fig. 2. (A) Cyclic voltammograms on bare GCE, [Cu,(apyhist),]*/Nafion” and PNT-[Cu,(apyhist),]*'/ Nafion® modified carbon electrodes in 0.1

mol L' phosphate buffer solution (pH 7.0) in the presence of 1 x 10 mol L' DA solution (50 mVs™); (B) Square-wave voltammograms for DA in

PBS (pH 7.0) for the PNT-[Cu,(apyhist),]*/Nafion” carbon electrode. Each addition of DA was 5 pmol L™ from (a) to (e) and 50 umol L' from (f)

to (p). Insert: figure corresponding to a calibration curve based on the voltammograms. Potential pulse amplitude = 50 mV, frequency = 80 Hz and

AEs =4 mV.

The square wave voltammograms of various concentrations of DA for the PNT-[Cu,(apyhist),]*"/Nafion® modified
carbon electrode are shown in Fig. 2. Under the optimized conditions, the peak current increased with increasing
DA concentrations. The peak current vs. concentration plot exhibited linearity over a wide range from 5 x 10 mol
L' to 50 x 10 mol L' (Fig. 5B), and the linear dependence obeyed the following equation: ip: 0.7753¢,, + 0.2964
(R* = 0.8616). The sensitivity of the PNT-[Cu,(apyhist),]*"/Nafion® hybrid film was four times greater than that of
the [Cu,(apyhist),]*/Nafion® electrode. The detection limit (3o/slope) of DA was estimated to be 0.87 x 10 mol
L', which is relatively low as compared to other DA sensors reported in the literature based on different electrode
architectures containing carbon nanotubes or organic self-assembled monolayers.

CONCLUSIONS

This work demonstrates that PNTs are easily and homogeneously dispersed into a Nafion® membrane solution.
A uniform and stable PNT/Nafion® composite film was achieved as a result of electrostatic interactions between the
sulfonate groups of Nafion® and the copper(Il) complex, thus developing a novel chemically modified electrode. A
Nafion® membrane was used to block interferences, such as ascorbate, which exhibits an oxidation potential close
to that of DA. The PNT-[Cu,(apyhist),]*/Nafion®/GC electrode has provided good electrocatalytic properties and a
satisfactory detection limit for DA. The modification of PNTs with metallic complexes not only enhanced the peak
current but decreased the overpotential toward the anodic oxidation of DA. Therefore, this work illustrates a simple and
novel approach for the development of a voltammetric sensor based on peptide-nanostructured modified electrodes.
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RESUMO: Neste trabalho é apresentado o desenvolvimento de um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos
de carbono de paredes multiplas (MWCNTs) em filme de hidrocloreto de polialilamina (PAH) para a determinagdo
de propranolol (PROP) em formulagoes farmacéuticas. A area do eletrodo modificado com os nanotubos de carbono
aumentou consideravelmente em relagdo ao eletrodo modificado com PAH. Usando a voltametria de onda quadrada,
com o tempo de pré-concentragdo de 180 s, a curva analitica para o PROP foi linear no intervalo de concentragdo de
2,50 x 107 a 5,00 x 10° mol L', com limite de deteccdo de 9,6 x 10 ¥ mol L.

Palavras-chave: Propranolol, nanotubos de carbono, hidrocloreto de polialilamina.

INTRODUCAO

A utilizagdo de nanotubos de carbono (CNTs) no desenvolvimento de sensores tem se mostrado uma alternativa
promissora. Eles promovem uma melhora na resposta analitica em termos de reducdo significativa do potencial de
trabalho, um aumento da magnitude da resposta voltamétrica, além de facilitar a transferéncia de elétrons entre o
eletrodo e o analito. Uma limitagdo de sua utilizagdo seria a sua insolubilidade em etanol, agua e isopropanol, por
exemplo. O tratamento com acidos fortes, além de promover a eliminag@o de impurezas metalicas, também promove
um aumento na solubilidade dos CNTs, pela sua funcionalizagdo com grupos contendo oxigénio (eg. hidroxila e
carboxilico) e defeitos em suas extremidades e paredes [1,2].

O hidrocloreto de polialilamina (PAH) ¢ polieletrélito cationico (pKa 8,7) que apresenta muitos grupos ionizaveis
em sua cadeia, estando protonado em meio neutro e em solugdes acidas, mas parcialmente desprotonado em solugdes
basicas. [3].

Propranolol (PROP), é um farmaco pertencente a classe dos B-bloqueadores, comumente disponiveis na forma de
comprimidos, na forma associada ou ndo, geralmente comercializado como medicamentos de referéncia, genéricos ou
similares. E um farmaco popular, de uso continuo, amplamente consumido pela populagio para o tratamento de doengas
cardiovasculares, hipertensdo arterial, arritmias cardiacas, angina pectoris e ansiedade. Portanto, ¢ imprescindivel o
controle do seu teor no medicamento administrado, para garantir que a quantidade que esta sendo ingerida pelo paciente
seja a recomendada, garantindo o sucesso do tratamento [4].

No presente trabalho descreve-se a modificagdo de um eletrodo de carbono vitreo com nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNTs) funcionalizados em filme de PAH para a determinacdo de propranolol em formulagdes
farmaceéuticas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTs) foram funcionalizados em solu¢do de H,SO,/HNO,
(1:3 v/v) durante 12 h. Em seguida, lavou-se os MWCNTs com agua deionizada até pH 6,5-7,0, Por fim, secaram-se os
MWCNTs funcionalizados em uma estufa a 120 °C durante 6 h.

O eletrodo de carbono vitreo (GCE), com area geométrica 0,196 cm?, foi polido sequencialmente com papel
abrasivo metalografico (n° 6) e suspensdes de alumina 0,3 e 0,05 pm para a obtengdo de um acabamento espelhado.
Posteriormente, lavou-se com agua deionizada e sonicou-se em etanol absoluto durante 5 min. Por fim, foram lavados
com agua deionizada em abundancia.

A solugdo de PAH foi preparada adicionando-se 1,0 mg deste polieletrélito a 1,0 mL de agua deionizada. Uma
massa de 1,0 mg de MWCNTs foi disperso na solugdo 1 mg/mL de PAH com o auxilio de banho de ultrassom por 15
min, afim de obter uma suspensdo estavel de PAH/MWCNTs. Um volume de 20 pL dessa dispersdo foi transferido
para a superficie do GCE com o auxilio de uma micropipeta e entdo, deixado secar a temperatura ambiente por 2 h.

Os experimentos eletroquimicos foram conduzidos em uma célula convencional de trés eletrodos. Como eletrodo
de referéncia foi utilizado um eletrodo Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L) e uma placa de platina como contra eletrodo. Como
eletrodo de trabalho foi utilizado o GCE modificado com o filme de PAH/MWCNTs. As medidas voltamétricas foram
realizadas em um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT12 (Eco Chemie) acoplado a um microcomputador
gerenciado pelo software GPES 4.9. As imagens por microscopia eletrdnica de varredura de alta resolugdo (MEV-
FEG) foram obtidas empregando-se um equipamento Supra 35-VP, com energia de feixe de elétrons de 25 keV.
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Uma solugao padrdo de PROP 1,0 [1 102 mol L™ foi preparada momentos antes de seu uso e dilui¢des apropriadas
foram feitas a partir desta solugdo. Solug¢des de acido sulfarico 0,1 mol L™ foi utilizada como eletrélito suporte.

Para a construgdo da curva analitica, aliquotas de uma solug¢do padrdo de PROP 1,0 [J 10 mol L' em H,SO,
0,1 mol L' foram adicionadas a célula eletroquimica contendo 15 mL de eletrolito suporte (H,SO, 0,1 mol L™). Os
voltamogramas de onda quadrada foram obtidos apos cada adi¢do da solug@o padrao de PROP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, determinou-se a area ativa dos eletrodos de trabalho utilizados, GCE/PAH e GCE/PAH/MWCNTs,
empregando-se a equacdo de Randles-Sevcik, utilizando a técnica de voltametria ciclica (CV) em diversas velocidades
de varredura e solugdo de K [Fe(CN),] 1,0 x 10 mol L' em KCI1 0,1 mol L"'. Os valores obtidos foram de 0,176 € 0,597
cm? para GCE/PAH e GCE/PAH/MWCNTSs, respectivamente. O eletrodo de carbono vitreo modificado com MWCNTSs
em filme de PAH apresentou um valor de area ativa de 3,4 vezes maior quando comparado ao GCE/PAH. A Figura
1A mostra a imagem obtida por MEV-FEG para o GCE/PAH/MWCNTs. Observa-se um filme denso de nanotubos de
carbono de paredes multiplas recobrindo a superficie do carbono vitreo.

Figura 1. (A) Imagem MEV-FEG obtida para o GCE/PAH/MWCNTs; (B) Voltamogramas ciclicos obtidos para
solugdo de PROP 3,2 x 10° mol L' em H, SO, 0,1 mol L', v= 50 mV s™ comparando-se os eletrodos GCE/PAH e GCE/
PAH/MWCNTs; (C) Voltamogramas de onda quadrada para o PROP em diferentes concentragdes com /= 30 s!; a =
40 mV; AE =7 mV em H SO, 0,1 mol L"'; (D) curva analitica.

AFigura 1B mostra 0 comportamento voltamétrico do PROP 3,2 x 10°mol L', em H,SO, 0,1 mol L' no GCE/PAH/
MWCNTs em comparagdo ao GCE/PAH. Observa-se um aumento na corrente de pico para o PROP usando o eletrodo
de GCE/PAH/MWCNTs, demonstrando que o filme formado pela dispersio PAH/MWCNTs apresenta uma maior
facilidade de transferéncia de elétrons e também o observa se o deslocamento do potencial de 1,25 V empregando o
GCE/PAH para 0,97 V, quando se utilizou o GCE/PAH/MWCNTs, evidenciando o efeito eletrocatalitico.

Estudos preliminares foram feitos para a escolha do eletrélito suporte, testando-se solugdes de acido sulfurico,
cloreto de potassio, tampédo Britton-Robinson e tampdo acetato de sodio. A partir destes estudos, a solugdo de H,SO,
0,1 mol L-! foi escolhida como eletrolito suporte no estudo da oxidagdo de PROP no GCE/PAH/MWCNTs, uma vez
que este proporcionou melhor resposta analitica. O tempo de adsor¢do estudado foi de 10 a 240 s e o tempo selecionado
foi de 180 s. Este estudo foi realizado em circuito aberto. Em seguida, foram realizados estudos para a otimizacao dos
parametros da voltametria de onda quadrada (SWV), investigando o efeito da frequéncia (f), da amplitude de pulso (a)
€ do incremento de varredura (AE,), como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Pardmetros investigados na SWV e os valores selecionados para a determinagdo PROP.

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Freqiiéncia/ Hz 10— 50 30
Amplitude/ mV 5-60 40

Incremento de Varredura/ mV 1-9 7

Estabelecidas as melhores condigdes para a determinagdo do PROP, a curva analitica foi construida (Figura 1C).
Os valores de corrente de pico anddico geraram uma relag@o linear com a concentragdo de PROP no intervalo de 2,5
x 107 a 5,0 x 10°° mol L, representada pela equagio (Ipa/pA) =-52,6 x 10 + 29,4 [PROP] mol
L, com um coeficiente de correlagdo igual a 0,997 e um limite de detec¢do de 9,6 x 10 mol L.

O procedimento desenvolvido foi empregado com sucesso na determinagdo de PROP em amostras comerciais.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que a modificagdo de um GCE com MWCNTs em filme de PAH promoveu um
aumento significativo na magnitude do sinal de corrente, bem como um deslocamento do potencial de oxidagdo do
PROP quando comparado ao GCE/PAH. Além do mais, houve aumento de aproximadamente 3,4 vezes no valor da
area ativa do GCE/PAH/MWCNTs em relagdo ao PAH/GCE. O eletrodo assim desenvolvido pode ser aplicado na
determinacdo de propranolol utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada, com o tempo de pré-concentracao
de 180 s, sendo a faixa linear de concentragdo de 2,5 x 107 a 5,0 x 10 mol L', com limite de detecgdo de 9,6 x 10 *
mol L.
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DE GAS

Carla Polo Fonseca, Dalva A. L. Almeida, Maurico Baldan e Neidenei Ferreira

Laboratdrio Associado de Sensores e Materiais; Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais - INPE
Av. dos Astronautas 1758, 12245-970 - S. J. Campos, SP Brasil. carla.polo@yahoo.com.br

RESUMO: Neste trabalho apresentamos o desenvolvimento de um sensor de gas de NO, baseado no compésito FC/
PAni. O polimero condutor foi depositado quimicamente sobre a fibra de carbono em diferentes tempos de deposi¢do
30, 60 e 90 min. Por microscopia eletronica de varredura observamos o completo recobrimento das fibras em todos
os tempos deposicdo. Por espectroscopia Raman notamos o crescimento da PAni no estado altamente condutor
esmeraldina. A exposicdo deste compdsito com o gas NO, em diferentes concentragdes mostrou uma sensitividade da
ordem de 107 % ppm.

Palavras-chave: Composito, polianilina, espectroscopia Raman, sensor de gas.

INTRODUCAO

Durante este século, assistimos a um acelerado processo interativo, que envolveu novas idéias e conceitos
cientificos, novos materiais gerados para substituirem materiais escassos, caros ou estratégicos e novas possibilidades
de uso tornadas possiveis pelos novos materiais, & medida que eles foram surgindo. Por outro lado observa-se a
necessidade de busca por materiais mais eficientes, ¢ dispositivos que solucionem se ndo todos, mas grande parte dos
problemas relacionados ao controle da poluicdo ambiental. Os sensores tém desempenhado um papel de destaque nos
grupos de pesquisa, sendo alternativas promissoras para controle de futuros problemas ambientais. Este empenho da
sociedade cientifica em desenvolver e aprimora novos sensores se deve a crescente consciencializag@o dos efeitos do
aquecimento global, da bioconcentragdo ¢ da bioacumulagdo de poluentes. Presencia-se um crescente investimento
na area de desenvolvimento de monitorizagdo ambiental devido aos graves e variados efeitos biologicos em nivel dos
ecossistemas e da satde publica acarretados por poluentes presentes no meio ambiente|]

Neste contexto inserem-se este trabalho relacionado com o desenvolvimento de um novo sensor de gases constituido
de um composito Fibra de carbono/Pani depositado quimicamente, com diferentes tempos de deposigdo. Os eletrodos
foram testados utilizando o gas NO, por cronoamperometria. Suas caracteristicas morfologicas e estruturais foram
analisadas por microscopia eletronica de varredura e por espectroscopia Raman.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Sintese dos compositos

Neste trabalho foi utilizada fibra de carbono (FC) obtida a partir da poliacrilonitrila (PAN). Esse tipo de fibra,
conhecida como PANox, recebeu tratamento térmico de 1000 °C, em atmosfera inerte de nitrogénio. Os compdsitos
FC/PAni foram sintetizados por polimeriza¢do quimica oxidativa, na qual mergulhou-se as FCs em solucdo contendo
100 mL de uma solugdo de NaCl 3,0 mol L' e HCI 1,0 mol L!. Apds homogeneizagdo em um banho termostatizado
-10°C adicionou-se 0,1 mol L de anilina destilada. Utilizou-se como oxidante, uma solugéo aquosa 0,035 mol L-!
de (NH,),S,0, em NaCl 3.0 mol L', HCI 1.0 mol L"', a qual foi adicionada a solugdo contendo o mondmero por 10
minutos. As FCs permaneceram imersas na solugdo de deposi¢ao quimica em diferentes tempos, 30, 60 e 90 minutos,
gerando compdsitos FC/PAni com diferente massas. Apos o término da reagdo, o material obtido foi lavado com
solu¢do acida e seco & vacuo.

Caracterizacio fisica:
Microscopia eletronica de varredura (MEV)
As micrografias foram registradas utilizando um microscépio eletronico de varredura JEOL modelo JSM 5310.

Espectroscopia de Raman

Os espectros de espalhamento Raman foram obtidos utilizando-se um equipamento Renishaw Microscopy System
modelo 2000, no LAS/INPE. A energia de excitacdo do laser de Ar™ utilizada foi de 2,41 eV, que corresponde ao
comprimento de onda de 514,5 nm, com profundidade de penetragdo da ordem de 5 pm. O feixe do laser foi focado
com o auxilio do microscdpio com um aumento de 500 vezes.
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Caracterizacio eletroquimica
Os eletrodos compdsitos FC/Pani foram inseridos em uma camara hermética, presos com dois fios de platina,

um em cada lado do compdsito, sendo um o trabalho e o outro contra — eletrodo curto-circuitado com o eletrodo
de referencia. A Figura 1 apresenta o esquema simplificado da cdmara utilizada na caracterizacdo eletroquimica do
composito. Diferentes concentragdes de gas NO, foram injetadas na cdmara 50, 75, 100, 200 e 300ppm.

Figura 1 Esquema da camara utilizada na
caracterizagdo dos compositos.

Antes de cada inser¢do de gés, a cdmara foi purgada com N, por 30 minutos a temperatura ambiente de 25°C. Uma
tensdo constante DC de 0,10 V foi aplicada entre os dois eletrodos por um tempo de 1000 segundos. Apds estabilizacao
do sistema (tempo 300s) injetou-se o gas NO, e gerando uma corrente DC. A variagdo da resisténcia elétrica foi
analisada em fungdo da concentracdo de gés injetada na camara.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 apresenta as morfologias da Fibra de carbono, polianilina depositada quimicamente e os respectivos
compositos de 30, 60 ¢ 90 min de deposi¢do. A FC apresenta morfologia tubular, como ilustrada nas micrografias
Figura 2(a), enquanto que, a morfologia da polianilina é constituida de placas e de aglomerados com aspecto de
“esponja” (Figura 2(b)). Verificamos que em todos os tempos de deposi¢do o polimero condutor revestiu efetivamente
as fibras de carbono (Figuras 2 (c,d. ¢)).

(©) (d)
Figura 2 — Micrografias dos seguintes materiais: (a) FC, (b) PAni e (c, d, ¢) PAni/FC obtidos com 30, 60 e 90 min de
tempo de deposigao, respectivamente. Aumento de 1000x.

Os materiais FC, PAni e os compositos de FC/PAni foram estudados por espectroscopia Raman, Figura 3. A
frequéncia vibracional fornece informacdes detalhadas sobre a composicdo do polimero. Os espectros dos compositos
FC/PAni sdo tipicamente correspondentes aos da poliemeraldina ['].Os picos em 1584 e 1.492 cm™! correspondem
ao estiramento C = C dos anéis benzénicos quindide e, em moléculas de PAni, respectivamente. A banda localizada
em 1.344 cm™ foi atribuida ao estiramento de cations radicais a C-N*. A diferenga dos niveis de dopagem pode ser
visto a partir de bandas em 1221 e 1251 c¢cm’, que representam os estiramentos CN das unidades polar6nicas. O
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deslocamento da banda 1221-1251 cm™ observada nos compositos FC/PAni em 30 a 90 minutos é resultado de o

processo de dopagem. A unica banda observada 1251 cm' para o compoésito FC/PAni - 90 min, fornece o indicio que o
material esta completamente dopado [?].

m—g
| pAni
| FC/PAni 30 min
. |—— FC/PAni 60 min
S FC/PAni 90 min
=
%
=
g
1 1 The 1
300 600 900 1200 1500 1800
. il
Raman shift / cm

Figura 3 — Espectros Raman dos materias FC,PAni e FC/PAni obtidos com 30, 60 ¢ 90 min de tempo de deposigio.

A resposta em tempo do compdsito FC/PAni-60min com diferentes concentragdes de gas NO, estd apresentada na
Figura 4. A resisténcia do material aumenta duas vezes em relagdo a resisténcia inicial. O gas NO, € um forte agente
oxidante e aumenta o estado de oxidagdo da PAni. No caso como a PAni ja estd em um estado altamente conductor
(esmeraldina), quando exposta ao gas NO,, se sobre-oxida e passa para o estado de pernigranilina aumentando a
resisténcia do material. A sensitividade do eletrodo foi determinada da inclinagdo das curvas de AR/R (Figura 5): 2,14
x 103,7,99 x 103 ¢ 7,99 x 103 % ppm! para os eletrodos 30, 60 ¢ 90 min de deposigio, respectivamente.
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Figura 4. Resposta do sensor FC/PAni em diferentes Figura 5 Reposta relativa de resisténcia AR/R para
concentragdes de gas NO, .O géas de purga N, foi o composito FC/PAni em diferentes concentragdes
inserido nos primeiros 300 s, e entdo o gis NO, foi de gas NO,.
injetado. Tempo de medida 1000s.

CONCLUSOES

Neste trabalho apresentamos a proposta de desenvolvimento de um sensor de gas de NO, baseado em um compdsito
FC/PAni depositada quimicamente em diferentes tempos. A resposta em resistividade foi bastante promissora e

comparavel aos sensores desenvolvidos pela técnica Inkjet-printed. O trabalho continua com o objetivo de adequar do
estado de oxidacdo da Pani para tornar o processo reversivel.
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RESUMO: As chamadas “janelas inteligentes” podem reduzir substancialmente os gastos envolvidos na refrigeracdo
e iluminagdo de ambientes através de alteragoes em suas propriedades opticas. Neste trabalho foi realizada a
caracterizagdo espectroeletroquimica e termoanalitica de um polimero natural de origem animal para aplicagdo
em dispositivos eletrocromicos de eletrodeposi¢do reversivel de cobre. As medidas fotoeletroquimicas demonstraram
boa variagdo de transmitdncia nas regioes do espectro de luz visivel (70%) e infravermelho proximo (20%)
com reversibilidade optica a uma pequena janela de potencial (2,1V). Obteve-se o “efeito memoria” através da
manutengdo de um pulso de potencial de -0,20V. A espectroscopia de impeddncia eletroquimica permitiu determinar a
condutividade do eletrdlito nas diversas concentragées estudadas (chegando a 7,5x10° S.cm™ para 80mM de CuCl,).
A termogravimetria evidenciou que o gel se decompoe somente a partir de 200°C e as micrografias, microandlises e
raios-X confirmaram que o deposito de cobre formado sobre o ITO é persistente, homogéneo e organizado.
Palavras-chave: eletrocromismo, eletrodeposi¢do reversivel, eletrolito solido, gelatina, cobre.

INTRODUCAO

Recentemente vém sendo desenvolvidos dispositivos eletrocromicos promissores baseados na deposi¢do—dissolugdo
reversivel de metais [1]. Estes dispositivos contém o material eletrocrémico dissolvido no eletrolito e um filme fino de
metal é formado sobre um substrato transparente por passagem de corrente elétrica. Um dispositivo eletrocromico de
eletrodeposigdo reversivel [¢ constituido, basicamente, por um par de eletrodos com o material eletrocromico dissolvido
em um eletrolito encaixado entre eles [2].

Em 2003 um polimero derivado de uma proteina de origem animal (gelatina comercial incolor Oetker ®) foi
utilizado pela primeira vez [3] na confecgdo de gel eletrolitico para aplicagdo em dispositivos eletrocromicos. Esta
gelatina foi escolhida para formar o sistema gelificado pela sua capacidade de preparar solugdes transparentes com
alta viscosidade, baixo custo (uma vez que ¢ um material utilizado na industria alimenticia) e auséncia de toxicidade.
No trabalho citado verificou-se que o bismuto em meio gelificado ndo apresenta reversibilidade 6ptica, porém uma
ampla varia¢do de transmiténcia e reversibilidade optica foi observada quando Cu?" foi adicionado ao eletrélito. Em
um estudo publicado recentemente [4] este sistema apresentou aumento consideravel na variagdo de transmitancia e
manutencdo da completa reversibilidade 6ptica a partir de reacdes de entrecruzamento com glicerol e formaldeido com
a vantagem de utilizar a mesma janela de potencial.

Um estudo da condutividade i6nica da gelatina foi realizado através de espectroscopia de impedancia eletroquimica
[5]. O aumento da condutividade aconteceu em fun¢do do aumento da temperatura e da concentragdo de acido acético.
A explicacdo destes resultados é que o movimento dos seguimentos da cadeia do polimero ¢ ampliado com o aumento
da temperatura. Além disso, com o aumento da concentragdo de acido tem-se um acréscimo no numero de portadores
moéveis de carga. A microscopia eletronica de varredura da gelatina indicou também uma morfologia superficial
uniforme do eletrdlito.

Outra proposta de utilizag@o das propriedades eletrocromicas do cobre foi relatada em eletrélitos ndo-aquosos para
aplicagdo em dispositivos eletrocromicos de eletrodeposigdo reversivel [6]. Neste sistema verificou-se que a adi¢do
sucessiva de amonia liquida até um valor limite favorece o aumento na condutividade do eletrolito, chegando a um
valor da ordem de 1,6.10 S/cm.

Pensando na necessidade de desenvolvimento destas tecnologias o objetivo deste trabalho foi desenvolver um
eletrdlito solido com caracteristicas favoraveis para aplicacdo em dispositivos eletrocromicos de eletrodeposicdo
reversivel, tais como: elevada varia¢do de transmitancia na regido do espectro de luz visivel e infravermelho proximo,
reversibilidade fotoeletroquimica, ciclabilidade, efeito memoria, estabilidade térmica e mecanica, boa condutividade
ionica e morfologia uniforme do eletrodepdsito formado sobre o substrato (ITO).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O eletrdlito gelificado foi preparado a partir de uma proteina de origem animal: gelatina em folhas incolor sem sabor
Dr. Oetker™. Como material eletrocromico utilizou-se o cloreto de cobre(I) (Aldrich), sendo que a dgua deionizada
utilizada no preparo das solugdes foi obtida no aparelho Milli-Q Plus da Millipore com resistividade 18,2 MQ.cm. O
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dispositivo eletrocromico de eletrodeposicao reversivel foi montado em uma cela eletroquimica de teflon utilizando
como eletrodo de trabalho um vidro constituido por um revestimento condutor de 6xido de estanho dopado com indio
(ITO) da Asahi Glass, com 28 mm? de area geométrica em contato com o eletrolito. Como contra-eletrodo utilizou-se
uma placa de platina com area geométrica de 572 mm?. O eletrodo de referéncia foi um fio de prata com depdsito de
cloreto de prata (Ag/AgCl) realizado em meio de KCI.

Os experimentos de voltametria ciclica e cronoamperometria foram realizados com o potenciostato/galvanostato
AutoLab PGSTAT-12. Simultaneamente foram feitas as medidas de transmitincia em comprimento de onda fixo de
525 nm com o espectrofotometro HITACHI modelo U-3000.

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) foi realizada com o potenciostato/galvanostato AutoLab
PGSTAT-128N equipado com um moédulo FRA, num intervalo de freqiiéncia de 1 Hz a 1 GHz (total de 90 pontos) com
amplitude RMS de 15 mV.

A microestrutura do depo6sito de cobre foi estudada através das técnicas de micrografia e microanalise de microscopia
eletronica de varredura (MEV) utilizando o equipamento MEV JEOL modelo JSM 6380LV. O deposito sobre o ITO
foi previamente recoberto com um filme fino de ouro pelo equipamento Sputtering Denton Vacuum modelo desk 111,
melhorando assim a visualizagdo do material eletrodepositado.

As curvas TG-DTG foram obtidas num equipamento Shimadzu, modelo TA- 50H, em atmosfera de ar sintético
com fluxo de 90 mL.min", em cadinhos alumina (ALO, ), a razdo de aquecimento de 20°C.min"' ¢ massa de amostra
em torno de 5,0 mg.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1(a) apresenta os graficos da voltametria ciclica e da respectiva variagdo de transmitancia para o eletrdlito
constituido pela proteina de origem animal utilizando CuCl, na concentragdo de 80 mM (Cu80). Aplicou-se uma
variagdo linear de potencial a partir do potencial de circuito aberto, seguindo na regido de corrente catédica até o
potencial do primeiro vértice (-1,1 V). Na sequéncia foi realizada a varredura reversa em regido de corrente anddica
até o potencial do segundo vértice (1,0 V), retornando em seguida ao potencial inicial.
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Figura 1. (a) Perfis potenciodindmicos de j/E () a 10 mV.s! e T/E (-[J-[0—) com [J = 525 nm para o eletrdlito Cu80;
(b) Variagdo de transmitancia medida com A = 525 nm em fungéo da concentragdo de CuCl,.

A partir da figura 1(b) nota-se que a variagdo de transmitincia aumenta em funcdo do aumento na concentragdo de
cobre e isto ndo influencia na completa reversibilidade optica do sistema. Em concentra¢cdes maiores do que 50 mM o
aumento na varia¢ao de transmitincia torna-se menos acentuado, principalmente acima de 90 mM, pois a transmitancia
chega a um valor limite proximo de 0% (estado completamente escurecido da janela).

A condutividade i6nica total de cada eletrdlito foi calculada pela equacdo: ¢ = l/(S.R). Para tanto se admitiu a
espessura do eletrdlito 1 = 0,18 cm, a area superficial do eletrodo de trabalho s = 0,28 cm? e a resisténcia do eletrolito
R foi obtida pela primeira interseccdo do semicirculo com o eixo real.

A figura 2(a) mostra o Diagrama de Nyquist obtido para o eletrdlito Cu80gel através dos experimentos de EIE
enquanto a figura 2(b) mostra o aumento que acontece na condutividade ionica do eletrélito com a adi¢do de maiores
concentragdes do material eletrocromico (CuCl,).

Jé os resultados da microestrutura dos filmes de cobre eletrodepositados sobre o ITO s@o apresentados na figura 3.
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Figura 2. (a) Diagrama de Nyquist obtido para o eletrolito gelificado Cu80 no potencial E =-0,1V; (b) Condutividade
ionica total do eletrdlito em fungdo da concentragdo de cobre.

Figura 3. Micrografias dos agregados de cobre metélico formados sobre 0 ITO através da amostra Cu50 (CuCl, 50 mM
+ proteina) apos aplicagdo do potencial de -0,90V por 1000s. Ampliacdo: (a) 2000x e (b) 10000x.

CONCLUSOES

Verificou-se que o eletrolito estudado é capaz de bloquear a passagem de luz nas regides do espectro de luz visivel
e do infravermelho proximo quando o cobre se apresenta eletrodepositado sobre o ITO.

O eletrdlito Cu80gel se destacou dentre as amostras estudadas devido a sua elevada variagdo de transmitincia,
ciclabilidade, completa reversibilidade optica, “efeito memoria” com aplicagdo de um pequeno pulso de potencial, boa
condutividade i6nica (7,5x10 S/cm), estabilidade térmica até 200°C e, portanto, eficicéncia no bloqueio da passagem
de luz por constituir um eletrodepoésito persistente, uniforme e homogéneo.
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ABSTRACT: Caffeine is the most ingested alkaloid with biological activity on the planet. It presents varied
pharmacological action on the human body and has been studied for some decades. In this study, a novel electrochemical
imprinted sensor for sensitive determination of caffeine was developed. The sensor was prepared onto glassy carbon
electrode (GCE) modified with vinyltrimethoxysilane (VIMS) incorporated multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS)
and a thin film of molecularly imprinted siloxane prepared from a sol constituted of tetraethoxysilane (TEOS),
methyltrimethoxisilane (MTMS), 3 - (aminopropyl) trimethoxysilane (APTMS) and caffeine as template molecule. The
morphology and performance of the imprinted siloxane film was characterized by scanning electron microscopy (SEM)
and differential pulse voltammetry (DPV). After optimization of experimental conditions, the sensor showed a linear
range of 0.75 to 40 wmol L, with a limit of detection (LOD) of 0.22 wmol L. The imprinted sensor was successfully
tested to detect caffeine in real samples.

Keywords: Electrochemical sensor, molecular imprinting siloxane, sol-gel, MWCNT5, caffeine.

INTRODUCTION

Electrochemical sensors (e.g. voltammetric, potentiometric, conductometric and capacitance) are becoming
important tools in medical, biological and environmental analysis due to the simplicity, high sensitivity and relative
cheapness [1]. Furthermore, the sensitivity and specificity of these systems can be improved considerably by
incorporation of highly selective recognition elements (either biological or synthetic substances). Molecular imprinting
was just a method.

Molecular imprinting, first constructed by Wulff and Mosbach, is a well established and facile technique for
synthesizing molecularly imprinted polymers (MIPs) with specific molecular recognition capacity [2]. The imprinting
process involves polymerizing functionalized monomers in the presence of the template molecule. Once the template
is removed, a molecular recognition site with appropriate size and chemical functionality is produced to rebind the
template.

MIPs are of growing interest for their potential applications as artificial enzymes advanced materials for solid-phase
extraction, and thin coatings for sensor devices. MIPs have already been used in some prototype gas sensor devices and
liquid-phase sensors. The detection method for the adsorption or binding molecules in imprinted polymers could be
achieved by electrochemical, piezo-electric, impedance and optical methods. Among those methods, electrochemical
method based on the amperometric and voltametric detection is one of the easiest and most economic way to fabricate
a commercial sensor [2].

Among these developed imprinted sensor materials, imprinted sol—gel material, such as the polysiloxane obtained
by hydrolysis and condensation of alkoxysilanes, has been widely used in the development of imprinted sol—gel
sensor [1,3]. However, as a sensing material, diffusion of the analytes across the inorganic siloxane film needs to be
accelerated in order to obtain a quick response. Furthermore, in order to effectively convert the binding signals from
the molecular recognition to detectable electrical signals, the design of the signal transducer still remains challenging
to enhance the sensitivity of this sensing system. Recently, multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) have attracted
attention in their utilization for enhancing the sensitivity of the electrochemical detection. However, up to now, to our
knowledge, MWCNT have almost not been employed in the design of a molecularly imprinted based sensor.

The aim of this work was to construct an electrochemical sensor for the detection of caffeine by using the
molecularly imprinted technique and a sol-gel siloxane network. In order to enhance the sensitivity of the sensor,
MWCNT modified by vinyltrimethoxysilane (VTMS) were introduced during the preparation of the imprinted sensor
owing to their unique properties involving huge surface area, strong adsorptive ability, subtle electronic properties
and catalytic ability. The combination of MWCNT with the sol-gel technique offers an attractive route to enhance
the sensitivity and stability of the imprinted sensor. Caffeine was employed as the template molecule. The sensor was
employed to detect caffeine in real samples successfully.

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Modification MWNTs by VIMS
In order to obtain MWCNTs modified with vinyltrimethoxysilane (MWCNTs-VTMS), the procedure was adapted
from Qin and co-workers [4]. In a 50 mL flask, 50 mg of MWCNT in 70 mL of DMF were added under a nitrogen
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atmosphere and stirred for 20 min. Then, 8.0 mL VTMS and 80 mg of AIBN were added. The flask was placed
in a thermostated oil bath at 70 °C under stirring, for 48 hours. After this period, the mixture was cooled to room
temperature, vacuum-filtered through a 0.20 um PTFE membrane and washed 10 times with DMF. The resulting solid
was dried and stored for later use in the preparation of the dispersion.

Preparation of the imprinted sensor

For the preparation of the imprinted sensor 10 mg MWCNTs-VTMS were dispersed into 1 mL DMF by ultrasonic
agitation 30 min to give a homogeneous suspension. Then, 4 uL of the resulting suspension was coated on the surface
of carbon electrode and allowed to evaporate solvent at room temperature (RT).

A mixture of 400 pL (1.8 mmol) of TEOS, 65 pL (0.27 mmol) of MTMS, 65 pL (0.37 mmol) of APTMS, 3.0 mL
of 2-ethoxyethanol, 100 uL of 0.1 mol L' HCI and 90 uL of H,O was stirred by 2 h to obtain a homogeneous sol at RT.
Then, 2 mL of the sol was mixed with 700 pL of 2-ethoxyethanol solution of caffeine (0.03 mol L") for an additional
2 h. This solution was used for caffeine imprinted siloxane film, while the original solution was used for reference
siloxane film. Finally, the electrode modified with MWCNT-VTMS was immersed in sol and rotated at 1500 rpm for
15 mim. The decorated sensor was let to deposit and dry overnight at RT. The doped caffeine was extracted from the
imprinted film (MIS/MWCNT-VTMS) by repetitive immersion in solution of methanol containing 10% acetic acid,
and then air-dried for 24 h.

Equipments

All the electrochemical measurements were carried out using a potentiostat PGSTAT-30 Model from Autolab Eco
Chemie (Utrecht, The Netherlands) connected to a PC (Software GPES 4.9), employing a conventional three-electrode
system. Scanning electron micrographs were obtained using a JEOL JSM-5610LV scanning electron microscope
(SEM).

RESULTS AND DISCUSSION

Figure 1: SEM images of the (a) MWNT and
(b) MIS/MWCNTs-VTMS/GC electrode.

One of the basic demands for successful imprinting is the presence of functional monomers in the polymeric matrix.
The role of these monomers is to assist in the creation of the specific binding cavity by leaving chemical functions
after the polymerization inside the cavity, in an optimal position for rebinding, similar to the active site of an enzyme.
Firstly, MWCNTs-VTMS was introduced for the enhancement of specific surface area. Thus can promote electronic
transmission and enhance the sensitivity. Then, a specific sol-forming mixture containing APTMS, MTMS and TEOS
with caffeine as the template was coated on the assembled layer to form a thin uniform film. TEOS contributes to a
higher rigidity of the siloxane network around the template, and APTMS was utilized as functional monomer for acted
as functionalized monomer for molecular imprinting due to its amino group, which can interact with the template
caffeine via hydrogen-bond, MTMOS was incorporated into the sol to introduce additional hydrophobicity and stability
to the resultant materials.

In order to further investigate the MIS/MWCNT-VTMS electrode, scanning electron microscope (SEM) was
performed to characterize the morphology, and the results were shown in Fig. 1. As shown in Fig. 1a, a MWNT layer
was attached to the surface of the GCE electrode uniformly. The Fig. 1b shows the MWCNT layer was enveloped by
the imprinting siloxane film, which was regularly distributed on the electrode surface, suggesting that a thin layer of
MIS covers MWCNTs, without changing the morphology.

Typical DPV responses of the MIS/MWCNTs-VTMS/GC electrode were shown in Fig. 2A. An apparent response
current peak at + 1.4 V was observed in Fig. 2A-a. However, when the MIS/MWCNTs-VTMS/GC electrode was eluted
repeatedly with solution of methanol containing 10% acetic acid, there was no current response observed in the DPV
in Fig. 4A-b.
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Figure 2: (A) DPV responses of the MIS/MWCNT-VTMS/GC electrode before (a) and after extraction (b). 1(B) DPV responses of the MIS/
MWCNT-VTMS/GC electrode (a) and the NIS/MWCNT-VTMS/GC electrode (b) after incubation in 1 mmol L™ caffeine for 20 min. Supporting

electrolyte: 0.15 M phosphoric acid. (C) Analytical curve.

The rebinding ability of the MIS/MWCNT-VTMS/GC electrode with caffeine was investigated by DPV
experiments. MIS/MWCNT-VTMS/GC electrode incubated in 1 mmol L' caffine solution for 20 min (Fig. 2B-a)
exhibited a much higher current response than that of the GC electrode just modified with the non-imprinted film
NIS/MWCNT-VTMS/GC electrode (Fig. 2B-c). The excellent sensitivity of the MIS/MWCNT-VTMS/GC electrode
towards caffeine was ascribed to the presence of the combination of MWCNT functional layer and the imprinted
siloxane film. For determination of caffeine were parameters optimized to obtain better answers to the application of
the sensor as shown in Table 1.

Table 1: Parameters used for the construction of the sensor.

Optimized parameters Better conditions
Effect of rebinding time 20 min
Effect of electrolytes Phosphoric acid
Effect of pH 1.5

In order to obtain an analytical curve for the developed sensor, experiments were carried out with additions of
caffeine in 0.15 mol L™! phosphoric acid (Fig. 2C). Under optimized conditions the proposed sensor showed a linear
response range from 0.75 up to 40 umol L™!. A detection limit of 0.22 umol L™! was determined using a 3o/slope ratio
and quantification limit was 0.22 umol L.

After the analytical curve analysis was performed the determination the caffeine in samples of coffee and energy.
For analysis, the samples did not undergo any pre-treatment, only one dilution. Thus, the sensor presented in this paper
is a simple alternative for the detection of caffeine in real sample.

CONCLUSIONS

A sensitive and selective electrochemical imprinted/ MWCNT sensor was developed for detection of caffeine via
stepwise modification of MWCNT associated with a siloxane imprinted film on glassy carbon electrode. The excellent
performance of the imprinted siloxane/MWCNT electrode towards caffeine can be ascribed to the MWCNT functional
layer with electrochemical catalytic activities and the porous imprinted film with plentiful selective binding sites.
Under the optimized analytical conditions, the peak current was linear to caffeine concentration from 0.75 to 40 umol
L' with the detection limit of 0.22 umol L. With high selectivity and sensitivity, the imprinted sol-gel/MWCNTs
sensor has great potential in the real sample analysis.
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RESUMO: Este trabalho descreve a elaboragdo de eletrodos modificados, para detec¢do de peroxido de hidrogénio,
baseados na associa¢do do polimero condutor funcionalizado poli(5-amino 1-naftol) ao Azul da Prussia (AP),
na busca de um sinergismo entre as propriedades de cada um desses componentes. Apos intensa investigag¢do das
condi¢ées otimas de preparo (estudo em diferentes concentragdes, varia¢do na sequéncia de etapas de preparo, etc) o
composto formado apresentou uma sensibilidade firente a detec¢do de H,0, compardvel ao do AP, com a vantagem de
poder ser utilizado em meios contendo ions Na+.

Palavras-chave: poli(5-amino 1-naftol), azul da Prussia, sensores, polimeros condutores

INTRODUCAO

Os polimeros bifuncionalizados associam as interessantes caracteristicas dos polimeros condutores a presenga de
grupos funcionais livres que podem realizar ligagdes com outras moléculas. Os termos mondmeros ou polimeros
funcionalizados também podem ser encontrados na literatura como referéncia a materiais que sdo modificados pela
adi¢@o de um substituinte, como por exemplo, porfirinas [1], ligantes quirais [2], complexos metalicos, viologenos [3],
grupos com potencial atividade catalitica [4], entre outros. Estas modificagdes sdo bastante interessantes, entretanto,
sdo normalmente realizadas através de rotas sintéticas trabalhosas. Neste trabalho, o termo polimero funcionalizado
refere-se a um polimero proveniente de um mondmero que apresenta mais de um grupo funcional como —OH, -NH,,
-NO,, por exemplo, e que mantém pelo menos um grupo funcional disponivel ap6s a eletropolimerizagdo. O poli(5-
amino 1-naftol), (poli(5-NH, 1-NAP)) é um polimero condutor que pode ser eletropolimerizado a partir da monomero
5-amino 1-naftol (5-NH, 1-NAP), sobre eletrodos de carbono vitreo, platina e ouro, em meio 4cido ou basico. Em meio
acido o polimero formado apresenta uma estrutura do tipo “polianilina” (figura 1) é eletroativo e possui grupos -OH
disponiveis [5,6].

Figura 1: Estrutura do mondmero 5-amino 1-naftol (a), e do polimero poli(5-amino 1-naftol) com acoplamento em
para (b), formando uma estrutura do tipo “polianilina”.

Compositos de polimeros intrinsecamente condutores sdo materiais elaborados com polimeros condutores
conjugados e, pelo menos, um segundo componente, podendo ele ser orgénico, inorganico ou biologico, resultando
num produto final que apresenta melhorias ou aparecimento de propriedades quimicas, Opticas, elétricas ¢ mecanicas
que ndo eram observadas nos componentes individuais [7].

O azul da Prussia, um hexacianoferrato de ferro — (Fe,[Fe(CN),],), € capaz de realizar a detecgdo de H,O, com
excelentes propriedades eletroanaliticas, tais como alta sensibilidade e baixo limite de detecgdo [7,8] , tendo ainda a
vantagem de minimizar a interferéncia causada por espécies redutoras [8,9]. Dai o grande interesse em utiliza-lo na
fabricagdo de eletrodos quimicamente modificados. Para realizar a compensacao de carga entre as formas oxidada e
reduzida, o Azul da Prussia necessita da incorporacdo de cations nas vacancias existentes em sua estrutura. Em meios
contendo fons K*_  essa compensagdo ocorre de maneira satisfatoria, entretanto, em meios contendo fons Na*, cujo raio
ionico hidratado ¢ maior do que o do ion K*, ndo existe a compensagdo de carga e o mediador perde a eletroatividade.
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O Azul da Prussia apresenta vacancias cujo raio estrutural ¢ maior do que o raio i6nico hidratado do K*, mas menor do
que outros cations como o Na* e o H'[10,11] .

Este trabalho tem como objetivo a sintese de um compdsito utilizando o poli(5-amino 1-naftol) e Azul da
Prissia na busca de um sinergismo das propriedades de ambos visando a obtencdo de um dispositivo otimizado
para detecgdo de H,O, .

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todos os reagentes foram utilizados sem purifica¢do prévia. O poli(5-NH, 1-NAP) foi formado através da técnica
de voltametria ciclica, aplicando-se um potencial de 0,0V a 0,9V nos dois primeiros ciclos e 0,0V a 0,75V nos demais
ciclos, velocidade de varredura de 50mV s durante 50 ciclos em uma solugdo contendo o mondmero 5-NH, 1-NAP
Immol.L!t + HCI Imol.L!. O Azul da Prissia foi formado através de voltametria ciclica, aplicando-se um potencial de
-0,1V a 0,5V durante 50 ciclos numa velocidade de varredura de 50mV s™!, em uma solugdo contendo FeCl, 1,5mmol.L!
+ HCI 1mol.L"!, K,Fe(CN), 1,5mmol.L" + KCI 1mol.L™". O estudo de formagdo do compésito (poli(5-NH, 1-NAP) +
azul da Pruissia)) incluiu duas estapas que foram investigadas com afinco na busca de condi¢des de preparo otimizadas.
Na primeira realizou-se a polimerizacdo do mondémero dopado com espécies pertencentes a formagdo primaria do
azul da Prussia, na segunda etapa incorporou-se & matriz polimérica espécies que completaram a formacao do azul da
Praissia. Apos intensa investigagdo, onde foram variados as concentragdes, a identidade do eletrodo e a ordem de adi¢ao
dos reagentes formadores do azul da prussia [K,Fe(CN), e FeCl,], a condi¢@o que apresentou o melhor resultado foi a
seguinte: solugdo de HCI 1mol.L"!, KCI Imol.L"', FeCl, 1,5mmol.L"" e monomero (5-NH, 1-NAP) Immol.L", faixa
de potencial de 0,0V a 0,9V os dois primeiros ciclos e demais ciclos 0,0V a 0,75V, num total de 50 ciclos, a 50mVs’!
em eletrodo de Au. Na segunda etapa o eletrodo no qual onde ocorreu a polimerizagdo, ¢ mergulhado por 2 horas em
solugdo de K,Fe(CN), 1,5mmol.L" e HCI Imol.L"".Apos esse tempo o eletrodo foi cilado numa faixa de potencial de
0,0V a 0,75V durante 100 ciclos, com velocidade de varredura de 50mV. A ciclagem do composito formado foi feita
tanto em meio contendo HCI 1mol.L! + KC1 0,1mol.L"! como HCI Imol.L! + NaCl 0,Imol.L"! a 25mV s, A detecgdo
de H,0, foi feita através de croamperometria a 0,0V, adicionando-se aliquotas de SuL de H,0, 0,1mol.L" na solugdo
a cada 300 segundos. A mesma detecgao foi realizada substituindo a solugdo de KCI1 0,1mol.L! + HCI 1mol.L"! por
NaCl 0,1mol.L"' + HCI 1mol.L".

RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro ciclo do processo de polimerizagdo do mondmero 5-amino 1-naftol apresenta um processo redox
em, aproximadamente, 0,9V e ¢ atribuido a oxidagdo do mondmero . A formagdo do poli(5-amino 1-nafol) pode
ser evidenciada pelo processo redox que aparece a partir do 2° ciclo em aproximadamente +0,30V cuja corrente
aumenta gradualmente a cada ciclo. A reducgdo do potencial de inversdo a partir do 3° ciclo de +0,9V para +0,75V ¢
necessaria para evitar a ocorréncia de espécies secundarias que podem interferir na qualidade do polimero formado.

O polimero sozinho nio apresentou atividade frente a redugdo do H,O,. A figura 2(a) mostra os resultados obtidos
na eletropolmerizagdo em meio com HCI Imol.L"' + KCl Imol.L"' com monémero 5-NH, 1-NAP 2mmol.L" +
FeCl, 1,5mmol.L"" (primeira etapa da formagdo do composito). O voltamograma ciclico deste processo apresenta
caracteristicas muito semelhantes aquelas do filme formado na auséncia do Fe3*(aq) , indicando que a presenga desses
fons ndo interferem na eletropolimerizagdo. A ciclagem na presenga de HCl Imol.L" e K,Fe(CN), 1,5mmol.L" é
apresentada na figura 2(b). A deteccdo de H O, é apresentada na figura 2(c) em meio contendo solugdo de KClI
0,Imol.L" + HCI 1mol.L"! e aliquotas de H,O, 0,1mol.L"! com a aplicag¢do de potencial fixo de 0,0V.

O comportamento eletroquimico observado durante a formag¢do do compdsito ndo possui diferengas relevantes
quando comparado com a formagdo do poli(5-NH, 1-NAP) sozinho [5,6], entretanto, diferentemente do que ocorre
com o polimero, o composito media a redu¢do do H O, com uma sensibilidade de 279 pA cm™ mmol™ L.
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Figura 2: 2(a): eletropolimerizagdo [monémero] = 2mmol L™, [FeCL,] = 1,5mmolL"', [HCI] = 1 mol L. 2(b): Ciclagem
em meio contendo K Fe(CN), em HCI ImolL" + KCl1 0,1 molL", 2(c): Cronoamperograma em fungio da adi¢do de
aliquotas de H,0, 0,1mmolL" em HCI ImolL" + KCI 0,1molL"; potencial fixo de 0,0V; adigdo a cada 300 segundos,
apos estabilizag¢do de 30 minutos a 0,0V. Eletrodo de Au com area = 0,2cm?.
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E conhecido que o azul da Prassia apresenta limitagdes para ser utilizado em presenga de ions Na’ . Com o intuito
de verificar se o composito formado possui caracteristicas distintas daquelas presentes no azul da Prussia, formado
de maneira tradicional [10,11], foram realizados experimentos em meio contendo fons Na“_ . Os resultados sdo

apresentados na figura 3.
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Figura 3 — (a) e (b) voltamogramas ciclicos e (c) cronoamperograma nas mesmas condi¢des da figura 2, alterando o
eletrolito na segunda e terceira etapas: NaCl 0,1moL" ao invés de KCI 0,1moL"".

Os resultados apresentados na figura 3 mostram que o composito formado possui caracteristicas bem distintas
daquelas encontradas no azul da Prissia sozinho: ele consegue mediar a redugdo do H,O, em meio contendo ions
Na*(aq) com uma sensibilidade da ordem de 195 pA cm™? mmol! L. Aparentemente os ions Fe3*(aq) presentes durante
a eletropolimerizac¢do do poli(5-A 1-N) sdo inseridos na estrutura polimérica e ao entrarem em contato com os ions
Fe(CN),* formam o azul da Prussia, entretanto, com caracteristicas diferentes daquelas encontradas habitualmente,

permitindo que a entrada de ions Na*(aq) que possui maior raio hidratado que os ions K*(aq).

AGRADECIMENTOS: FAPESP 2010/17008-6 E CNPQ.

REFERENCIAS

[11 BALLARIN, B., SEEBER, R. e TONELLI, D. Synt. Met.114: 279-285, 2000.

[2] PELLON, P, DELTEL, E. e PILLARD, J. F. Tetrahedron Lett.42: 867-869, 2001.

[3] COSNIER, S. Biosensors & Bioelectronics 14: 443-456,1999.

[4] DERONZIER, A. e MOUTET, J.-C. Acc. Chem. Res. 22: 249-255,1989.

[5] CINTRA, E. P., CORDOBA DE TORRESI, S.1. J. Electroanal. Chem. 518: 33-40, 2002.

[6] CINTRA,E.P.,, TORRESI, R.M., LOUARN, G, CORDOBA DE TORRESI S.1., Electrochim. Acta 49:1409-1415,
2004.

] HATCHETT, D. W., JOSOWICZ, M. Chem. Rev. 108(2): 746-769, 2008.

JCHENG, K.C., CHEN, E.R., Kai, J.J.,. Electrochim. Acta 52 (9): 3330-3335,2007.

] KARYAKIN, A.A., GITELMACHER, O.V., KARYAKINA, E.E., Anal. Lett. 27 (15):2861-2869, 1994.

0] FIORITO, P.A., BRETT, C.M.A. e CORDOBA DE TORRESI S.I, Talanta 69(2): 403, 2006.

1] FIORITO, P.A., GONCALES, V.R., PONZIO, E.A., de CODOBA DE TORRESI S.1., Chem. Commun. 3: 366—

368, 2005.

[7
[8
[9
[1
[1

XVIII Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica




SB86

DETERMINACAO DE L-GLUTATIONA EM ERITROCITOS HUMANOS
EMPREGANDO UM ELETRODO MODIFICADO COM O COMPLEXO
CoTsPc/FeT4MPyP SOB NANOTUBOS DE CARBONO

Ananda X. Oliveira', Fernando R. F. Leite!, Jussara V. Silva!, Lauro T. Kubota??, Wallans T. P.
dos Santos!, Flavio S. Damos!, Rita C. S. Luz!

! Departamento de Quimica - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri -
UFVIM, Diamantina - MG - Brasil; 2 Instituto de Quimica - Unicamp, Campinas - SP - Brasil; ?
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Bioanalitica - UNICAMP, Campinas -SP - Brasil.

ananda.xavier@hotmail.com

RESUMO: A atividade eletrocatalitica do complexo supramolecular a base de ftalocianina tetrasulfonada de cobalto
(1) e tetra-(N-metil-4-piridil)-porfirina de ferro (Ill), adsorvidos sob nanotubos de carbono de paredes multiplas,
foi investigada para oxidac¢do de L-Glutationa (GSH). A Microscopia eletronica de varredura e espectrometria de
dispersdo de raios-X foram utilizadas para caracteriza¢do da morfologia e composi¢do dos materiais. O eletrodo
modificado apresentou atividade eletrocatalitica eficiente em relagdo a oxida¢dao da GSH em potencial de oxidagdo de
0V (vs. Ag/AgCl). O sensor apresentou resposta linear entre 2 a 210 umol.L*, com limite de detec¢do de 0,03 umol
L, e desvio-padrdo relativo para 110 umol L' de GSH de 2,6% (n=10). O eletrodo modificado foi aplicado para
determinagdo de GSH em eritrocitos humanos e os resultados foram concordantes com os obtidos por um método
descrito na literatura, exibindo, portanto, um grande potencial para determinagdo de GSH em amostras biologicas.
Palavras-chave: L-Glutationa reduzida (GSH), Ftalocianina tetrasulfonada de cobalto (Il); Tetra-(N-metil-4-piridil)-
porfirina de ferro (I1l); Nanotubos de carbono de paredes multiplas, Eritrocitos.

INTRODUCAO

A L-Glutationa reduzida (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) é um tiol de baixo peso molecular mais abundante
encontrado em células de mamiferos. No corpo humano, a fungio fisioldgica mais importante da GSH ¢ a protecdo
das células contra os radicais livres e contra as espécies reativas de oxigénio, mantendo um adequado estado redox
intracelular. A GSH ¢ também um co-fator importante nos processos biologicos de metabolismo, catabolismo
e transporte. Diversos estudos tém indicado que baixas concentra¢cdes de GSH em pacientes infectados pelo virus
HIV podem contribuir para sua imunodeficiéncia, existe, portanto, um grande interesse na quantificacdo de GSH em
amostras biologicas devido ao seu potencial para diagnésticos. Neste sentido, o desenvolvimento de novos métodos
para a determinagdo de GSH ¢é de grande importancia para aplicagdo dos mesmos em amostras biologicas. Sendo
assim, o presente trabalho propde a modificagdo de um eletrodo de grafite pirolitico de plano basal (GPPB) com os
complexos CoTsPc e FeT4AMPyP sob nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPM) para determinagdo de GSH
em amostras bioldgicas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectrofotometria de Dispersdo de Raios-X foram obtidas para
caracterizagdo do NTCPM e do composto CoPsTc/FeT4AMPyP/NTCPM. As medidas eletroquimicas foram realizadas
com um Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT 10 acoplado a um microcomputador com o programa GPES 4.9.
Para as medidas eletroquimicas foi empregada uma célula eletroquimica composta por trés eletrodos — um disco BPPG
montado em Teflon®, um de platina e um Ag/AgCl (sat.), sendo de trabalho, auxiliar e referéncia, respectivamente.

A modificacao do eletrodo GPPB se deu através da adicao direta sobre a superficie do mesmo de 30 pL da dispersdo
preparada com 2,0 mg de NTCPM em 1 mL de solugdo equimolar de 1,5 mmol L' de CoTsPc/FeT4MPyP em DMF. O
eletrodo foi seco a 80° por 10 minutos.

10 mL de amostras de sangue coletadas de oito voluntarios jovens foram, posteriormente, centrifugadas, lavadas
com solugéo tampdo fosfato (0,2 mol L, NaCl 0,9%, pH 7,4), e aliquotas destes foram hemolisadas (1:1 v/v) em
solugdo Na H,-EDTA 1 mmol L. Adicionou-se, em seguida, acido 5-sulfosalicilico a 10% (m/v) seguido por uma
agitagdo vigorosa e centrifugacdo. O sobrenadante foi coletado para determinagdo de GSH.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, investigou-se a morfologia dos NTCPM nao modificados (Figura 1a) e dos NTCPM modificados com
CoTsPc/FeT4AMPyP/NTCPM (Figura 1b). Nesta figura, observa-se um material agregado no NTCPM, provavelmente
devido a presenga do complexo CoTsPc/FeT4MPyP. Este material mostra que os nanotubos sdo totalmente recobertos
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pelos complexos de forma bastante evidente. Posteriormente, realizou-se voltamogramas ciclicos do eletrodo GPPB/
CoTsPc/FeTAMPyP/NTCPM em tampao fosfato (pH 7,4) em varias velocidades de varredura, como mostrado na
Figura lc.
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Figura 1: (a) Imagem de MEV dos NTCPM; (b) Imagem dos NTCPM modificados com CoTsPc/FeT4MPyP. (c¢)
Voltamogramas Ciclicos (VC’s) do eletrodo GPPB/CoTsPc/FeT4AMPyP/NTCPM em tampao fosfato 0,1 mol L' (pH
7,4) no intervalo de potencial de varredura de 0,01 — 0,1 V s\,

Os voltamogramas ciclicos da Figura lc mostraram um par redox referente as reagdes redox das espécies
imobilizadas [Fe(IT4MPyP]** e [Co(I)TsPc]* em [Fe(Il)T4MPyP]** e [Co(II)TsPc]*, respectivamente. Em
velocidades de varredura até 0,1 V s! observa-se que existe uma relacdo linear entre as correntes anodicas e catodicas
com a velocidade de varredura, o que nos sugere a existéncia de um processo adsortivo.

Ja a Figura 2a mostra a atividade eletrocatalitica do eletrodo GPPB/CoTsPc/FeT4MPyP/NTCPM na auséncia (curva
1) e na presenga (curva 2) de GSH, a qual foi comparada com o VC do eletrodo ndo modificado (Figura 2b) na auséncia
(curva 3) e na presenga (curva 4) de GSH. O par redox apresentado na Figura 2a curva 1 ocorre devido aos processos
redox do ferro e do cobalto — centros metalicos dos complexos. Apos a adigdo de GSH, foi observado um significativo
aumento na corrente de pico anoddica, ndo sendo observado pico de corrente catddica (curva 2), caracterizando um
processo de oxidagdo eletrocatalitica.

A modificagdo do eletrodo GPPB apenas com os complexos (sem NTCPM, Figura 2b curva 1) levou a uma resposta
mais baixa que a obtida com a modificag@o do eletrodo com NTCPM (Figura 2b curva 2), demonstrando a importancia
da presenga destes para melhorar a resposta de GSH em baixos potenciais, o que pode estar associado a habilidade que
0s NTCPM possuem de fixar e dispersar os complexos.
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Figura 2: (a) VC do eletrodo GPPB/CoTsPc/FeTAMPyP/NTCPM na auséncia (1) e na presenca (2) de GSH e VC do
eletrodo ndo-modificado na auséncia (3) e na presenga (4) de GSH. (b) VC do eletrodo GPPB/CoTsPc/FeT4AMPyP na
auséncia (1) e na presenca (2) de GSH. Os voltamogramas foram obtidos usando a concentra¢do de 5,0 mmol L' de
GSH em 0,1 mol L' de tampao fosfato (pH 7,4).

Apds verificar a resposta de GSH nos diferentes eletrodos modificados (Fig. 2), realizou-se a otimizacdo dos
parametros experimentais (concentracdo de NTCPM, de CoTsPc/FeT4MPyP, solugdo tampao e concentracdo da solucao
tampao). Posteriormente, uma curva amperométrica (Figura 3a) da oxida¢do de GSH em diferentes concentragdes em
0,1 mol L de solugéo tampéo fosfato (pH 7,4) foram realizados aplicando um potencial de 0 V. O eletrodo GPPB/
CoTsPc/FeT4AMPyP/NTCPM apresentou uma resposta linear para o analito num intervalo de 2 a 210 umol L! (Figura
3b), com 1= 0,999 (n=20). O limite de detec¢do do sensor desenvolvido foi de 0,03 pmol L e o limite de quantifica¢do
foi de 0,1 umol L. Adicionalmente, estudos de interferentes sob a resposta do sensor foram realizados ¢ nenhuma
resposta significativa foi observada, demonstrando a seletividade do sistema desenvolvido.

DPR para 10 determinagdes de 110 umol L' de GSH foi de 2,6% ¢ o DPR para 10 sensores preparados nas mesmas
condicdes foi de 3,8%. Os resultados indicaram uma boa estabilidade e repetibilidade do eletrodo modificado para
determinacdo de GSH.
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Figura 3: (a) Curva amperométrica da eletro-oxidacdo de GSH obtidas em tampao fosfato pH 7,4 para diferentes
concentragdes: (1) 2, (2) 9,8, (3) 19,4, (4)28,8, (5) 38,2, (6) 47,2, (7) 56,0, (8) 64,8, (9) 73,2, (10) 82,8, (11) 90,2, (12)
98,0, (13) 114,0, (14) 128,6, (15) 144,0, (16) 158,0, (17) 172,0, (18) 185,0, (19) 198,0 ¢ (20) 210 pmol L*'. Potencial
aplicado de 0 V vs Ag/AgCl. (b) Grafico referente a curva amperométrica.

O eletrodo GPPB/CoTsPc/FeT4MPyP/NTCPM foi aplicado em oito amostras de eritrocitos para determinagéo
de GSH (Tabela 1) através do método de adi¢do padrdo. Os desvios-padrdo encontrados foram comparados com os
resultados obtidos pelo método espectrofotométrico de referéncia e se mostraram mais baixos que estes. O teste t de
Student para um nivel de confianga de 95% mostrou que ndo ha diferenga significativa entre os métodos. O teste de
recupera¢do mostrou que nao ha influéncia da matriz na resposta do sensor. O sensor foi testado por pelo menos dois
meses € nao apresentou nenhuma diminuigao significativa na resposta para GSH.

Tabela 1: Determinag@o de L-Glutationa em oito amostras de eritrocitos humanos (realizadas em triplicatas)

Amostras  Através deste Método mmol L' Método Espectrofotométrico mmol L'
1 0,87 (+£0,01) 0,82 (+£0,04)
2 0,99 (+£0,01) 0,94 (+0,04)
3 1,18 (£0,02) 1,00 (£0,05)
4 1,95 (£0,02) 1,89 (£0,06)
5 0,97 (+£0,02) 1,32 (£0,05)
6 1,36 (+£0,03) 1,30 (£0,05)
7 1,52 (+£0,02) 1,47 (£0,06)
8 1,64 (+£0,03) 1,60 (£0,05)
CONCLUSOES

A oxidagdo eletroquimica de GSH foi bastante satisfatoria pelo uso de um eletrodo GPPB/CoTsPc/FeT4MPyP/
NTCPM. Assim, um sensor sensivel a GSH foi desenvolvido quando os complexos CoTsPc ¢ FeT4MPyP sdo
combinados aos NTCPM. O sensor apresentou boas caracteristicas como amplo intervalo de determinagéo, baixo limite
de detecgdo e boa estabilidade a longo-prazo. O limite de deteccdo ¢ a sensibilidade para GSH foram muito melhores
que as descritas na literatura. O sensor mostrou boa repetibilidade e baixos desvios-padrao para as medidas. O sensor
foi aplicado em amostras biologicas e os resultados foram de acordo com os obtidos pelo método de referéncia descrito
na literatura. Neste sentido, o presente trabalho demonstrou que o eletrodo GPPB/CoTsPc/FeT4MPyP/NTCPM ¢
sensivel, robusto ¢ estavel, apresentando um grande potencial para determinagdo de GSH em amostras bioldgicas.
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RESUMO: O comportamento voltamétrico de um novo eletrodo compdsito preparado com Etileno Vinil Acetato(EVA)
e Negro de Fumo(NF) é relatado. Diversos parametros experimentais como a composi¢do do material eletrodico,
intervalo util de potencial em diferentes eletrolitos, foram investigados. Os melhores resultados foram obtidos para
eletrodos preparados com 60% (m/m) NF e 40% (m/m) EVA. Os dispositivos foram avaliados como eletrodo redox em
uma titula¢do potenciométrica de ions Fe’*, na determinag¢do voltamétrica de dcido ascérbico(AA) e como suporte
para preparagdo de um eletrodo quimicamente modificado(EQM) empregando um filme de azul da Prussia. Depois
de otimizadas as condigdes experimentais, uma curva analitica com linearidade na resposta entre 5,0 x 10° e 5,9 x
107 mol L foi obtida para o A4, com um limite de detec¢do de 2,7 x 10 mol L. O eletrodo compésito avaliado na
preparagdo de um EQM também apresentou estabilidade na resposta voltamétrica, o que evidencia a potencialidade
analitica do eletrodo proposto na preparagdo de sensores voltamétricos.

Palavras-chave: Eletrodo composito, Negro de Fumo, EVA, azul da prissia.

INTRODUCAO

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos ¢ uma das areas de maior ¢ mais rapido crescimento dentro da
Quimica Analitica. Os novos desafios propostos por amostras de interesse industrial, clinico ¢ ambiental, tém levado
a uma crescente busca por dispositivos com melhores caracteristicas, tais como alta sensibilidade, seletividade,
estabilidade!"!, maior robustez e possibilidade de adapta¢des no tamanho e arranjo de eletrodos. Atualmente, diversos
tipos de materiais sdo empregados na preparagao e construcdo de sensores, destaque para eletrodos metalicos e eletrodos
a base de carbono. Além desses dispositivos, uma gama enorme de possibilidades é relatada para eletrodos compdsitos,
os quais podem ser definidos como “um material que consiste em pelo menos uma fase condutora misturada com pelo
menos uma fase isolante” . Em linhas gerais, a fase condutora é composta por um metal ou p6 de carbono e a fase
isolante por um aglutinante organico.

Diversos trabalhos sdo relatados empregando principalmente o carbono em suas varias formas alotropicas
e granulares como material condutor. Esses materiais condutores sdo misturados a diversas espécies de materiais
poliméricos para formar o compdsito. O uso principal encontrado para o polimero EVA na preparagdo de eletrodos
¢ como plastificante na fabricagdo de membranas utilizadas em sensores potenciométricos ions seletivos. Entretanto,
poucos estudos investigaram o uso deste polimero na constru¢do de eletrodos compositos. Dentre as diversas
caracteristicas do EVA as principais vantagens na utilizagdo desse polimero como aglutinante esta na estabilidade
mecanica e a possibilidade de realizar medidas em solventes ndo aquosos. A aplicabilidade dos dispositivos pode ser
aumentada pela introducdo de espécies na superficie eletrodica, visando alterar as caracteristicas da interface eletrodo/
solugdo e contribuindo assim para melhorar a seletividade e sensibilidade. Um bom exemplo é o azul da Prassia (PB),
um modificador muito utilizado para a determinagdo de perdxido de hidrogénio P), acido ascorbico™, além de poder ser
utilizado em meio ndo-aquosot®.

Sendo assim, o presente trabalho apresenta uma investigagao do uso de um material compo6sito formado por EVA
e NF na preparacdo de eletrodos, os quais foram avaliados em condi¢des potenciométricas e voltamétricas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Preparacdo do Material Compdsito e construgdo do eletrodo: Os materiais compdsitos utilizados no preparo dos
eletrodos de trabalho foram preparados e cedidos pelo LabPol na forma de discos irregulares com composigdes variando
25 a70% EVA e 30 a 75% NF. Para a construgdo dos eletrodos, o material foi cortado manualmente em pequenos fios
e o contato elétrico foi feito através de um fio de cobre envolto em uma extremidade do filete. Como suporte para a
montagem foram utilizadas ponteiras de micropipetas de 1000uL preenchidas com adesivo epoxi.

Equipamentos: Para as medidas potenciométricas foi utilizado um pHmetro 780 metrohn® com um
conjunto de dois eletrodos. As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
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PAUTOLAB tipo III empregando uma célula convencional de trés eletrodos. Em ambos os casos, os
eletrodos de referencia e trabalho foram de Ag/AgCl, KCI sat. e o compodsito EVA/NF, respectivamente.
Para medidas voltamétricas o contra eletrodo foi um fio de Platina.

Determinagdo de AA: Voltametria ciclica em uma solugdo de tampao fosfato de pH 2,5, velocidade de varredura de
50 mV s, em um intervalo de potencial entre 0 ¢ 1,1 V. (vs. Ag/AgCl KCl sat.).

Titulagdo potenciométrica: Utilizando (NH,)Ce(NO,), 0,1 mol L' como titulante e (Fe(NH,),(SO,).6H,0), em
meio acido.

Formagao do filme: O filme de azul da Prussia (PB) foi preparado empregando um procedimento
potenciodindmico. A formagdo do PB foi efetuada utilizando uma velocidade de varredura de
50 mV s, com ciclagem consecutiva (30 ciclos), em um intervalo de potencial entre -0,5 ¢ 1,2 V (vs. Ag/AgCl KCI
saturado) em solugdo contendo 2,5 mmol L' de K,Fe(CN),, 2,5 mmol L' de FeCl,, 0,1 mmol L' de KCl ¢ 0,1 mmol
L' de HCL

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi realizado um estudo visando investigar qual a melhor composi¢do de material eletrdédico para a
constru¢do de um sensor voltamétrico. A Figura 1 apresenta voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢do de KNO, 0,1
mol L' contendo ferricianeto de potassio para eletrodos de diferentes composigoes.

FIG 1: (a) Voltamogramas cicliclos obtidos em solugdo de KNO, 0,1 mol.L"' contendo 1,0 mmol L' K Fe(CN),. (b)
Influéncia da composigdo do material eletrodico na razéo das correntes de pico e de Ep — Ep/2.

De acordo com a Figura 1 é possivel observar que o eletrodo que apresentou o melhor desempenho foi o de 40
EVA/60 NF, o qual foi selecionado para estudos posteriores. Eletrodos preparados com maior quantidade de negro de
fumo ndo apresentaram homogeneidade suficiente, além de um baixa resisténcia mecanica. Amostras com maiores
teores de EVA apresentaram um perfil voltamétrico resistivo e uma menor magnitude de corrente. Um estudo da
velocidade de varredura com a composicao selecionada apresentou uma variagao linear das correntes de pico, anddica
e catddica, em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura, o que sugere um transporte de massa por difusao.
O intervalo de potencial til para o eletrodo 40/60 foi avaliado em diferentes meios: KNO,, 0,1 mol L'(-0,35V a
1,35 V), 0,1 mol L' NaOH (-0,65 Va 1,10 V) ¢ 0,1 mol L"! H,S0O, (-0,40 V a 1,30 V) demonstrando que o eletrodo
composito apresenta uma ampla faixa de potencial 1til, sendo possivel a sua aplica¢do para determinagdo de diversos
analitos, como 4cido ascérbico. Depois de otimizadas as condigdes experimentais, construiu-se uma curva analitica
no intervalo de concentragdo de AA de 5,0 x 10°a 5,9 x 10°mol L' e um limite de detecgdo de 2,7 x 10° mol L' foi
obtido. Foi possivel determinar a concentragéo de Fe?" através de uma titulagdo potenciométrica utilizando o eletrodo
composito desenvovido, na qual utilizou-se um volume de titulante de 14,50 mL, apresentando um erro de 3,33% em
relagdo a concentragdo real da amostra.

A figura 2 mostra o perfil voltamétrico do filme de PB formado sob a superficie do eletrodo compdsito. Mesmo
com sucessivas ciclagens o perfil permaneceu estavel, o que indica a possibilidade da utilizagdo do filme para estudos
futuros, como por exemplo, na determinagdo de peroxido de hidrogénio (H,0,).
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FIG 2: Voltametria ciclica do eletrodo composito modificado com filme de azul da prissia utilizando velocidade de 25
mV s em meio de KC1 0,1 mol L.

CONCLUSOES

A proporg¢ao de 40% de EVA e 60% de NF apresentou melhores resultados para usos analiticos. O Eletrodo de
composic¢do selecionada foi empregado com sucesso para o monitoramento de uma titulagdo potenciométrica e na
determinacdo voltamétrica de AA. O eletrodo modificado com o filme de PB apresenta um perfil voltamétrico estavel
e pode ser promissor para o desenvolvimento de sensores voltamétricos.
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RESUMO: O presente trabalho descreve a construgdo e aplicagdo de dispositivos microfluidicos de separagdo a
base de papel com detec¢do eletroquimica visando a detec¢do e quantificagdo de maneira rapida e simplificada de
paracetamol e 4-aminofenol. Os canais de separagdo foram criados no papel através de um processo de impressao
com cera para delimitar as regioes do dispositivo. O sistema de detec¢do constituido por eletrodos de ouro foi formado
ao final dos canais através de um processo conhecido como sputtering. Os pardmetros experimentais como tipo de
papel, pH, composicao do eluente, volume de amostra, tamanho e largura da coluna de papel foram avaliados e, nas
condi¢ées de maior resposta, foi possivel construir uma curva analitica com uma ampla faixa linear (0,05 até 2,00
mmol L*). O dispositivo foi aplicado em amostras reais apresentando resultados satisfatorios.

Palavras-chave: Detecgdo eletroquimica, microfabricagdo, papel, dispositivos simples, paracetamol.

INTRODUCAO

A descoberta do paracetamol (PA) como um efetivo antipirético e analgésico em meados da década de 1940, levou
a um grande avanco na area farmaceutica em relag@o as outras substancias utilizadas para o mesmo proposito. Por
exemplo, a fenacetina e a acetanilida, ambos usados desde o fim da década de 1880, apresentavam efeitos colaterais
hematoldgicos e nefrotdoxicos no organismo de seus usuarios, o que ndo ocorria com o paracetamol [1]. Assim, desde
essa época, medicamentos que contém pelo menos como um de seus componentes o paracetamol estdo colocados entre
os mais comercializados e consumidos de todo o mundo.

j’\
NH, H,C” “NH
(o}
y OH
+ HC <61 —_— + HSC—~<
H,c— ©
OH : o OH
4-aminofenol Anidrido Paracetamol Acido

acético acético

Figura 1-Reagdo de sintese do paracetamol

A sintese industrial do paracetamol ocorre através da reacdo de acetilagdo do 4-aminofenol com anidrido acético,
como esquematizado na Figura 1. Em determinadas condi¢des, o paracetamol pode sofrer degradagdo, tendo como
produto principal o 4-aminofenol (AF). Estudos demonstram que o AF tem propriedades nefrotoxicas e teratogénicas no
organismo humano [2], fazendo com que precise ter seus niveis de concentragdo controlados nos medicamentos a base
de paracetamol. Esse controle, atualmente, pode ser realizado através da analise do medicamento por HPLC em fase
reversa ou espectrofotometria [3,4]. No entanto, existe uma necessidade atual por dispositivos analiticos mais simples
que possam fornecer resultados rapidos e analises descomplicadas, sem a necessidade de uma estrutura laboratorial
para efetuar a analise. Tal necessidade tem impulsionado a procura por materiais com custo reduzido e que possam
agregar inimeras vantagens ao dispositivo. Além do baixo custo, o papel apresenta vantagens que sdo atrativas para o
desenvolvimento de dispositivos analiticos, como: (i) producdo em larga escala em todo o mundo, (ii) versatilidade e
facil manipulagdo (impressdo, revestimento e impregnacao), (iii) pode ser reciclado, (iv) biodegradavel, (v) celulose
tem origem natural e (vi) a estrutura porosa do papel possibilita a constru¢do de dispositivos microfluidicos.

Dispositivos microfluidicos a base de papel sdo facilmente construidos através da inser¢éo de paredes hidrofobicas
no papel. Nesses dispositivos as amostras sdo direcionadas através da agdo da capilaridade para o sistema de detecgao.
O acoplamento da deteccdo eletroquimica nesses dispositivos ¢ interessante devido a possibilidade de miniaturizagéo,
portabilidade, baixo custo ¢ alta sensibilidade desse sistema de detec¢ao.
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Assim, o presente trabalho propoe a detecgdo e quantificagdo de paracetamol e 4-aminofenol em um dispositivo de
separacdo a base de papel com detec¢do eletroquimica, atendendo assim as exigéncias de uma andlise de baixo custo e
simples, podendo ser extendida a portabilidade da mesma.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente, canais de 50 mm de comprimento e com largura de 1 — 5 mm foram desenhados utilizando um software
grafico computacional. Com o desenho estabelecido, folhas de papel WHATMAN n°. 1 e trocador catidnico P81 foram
colocadas em um impressora Xerox phaser que possui cera na formulacdo da tinta. Os canais foram impressos nas
folhas e em seguida tratados termicamente a 110 °C por cerca de 2 minutos em uma chapa de aquecimento.

Apds a construcao dos canais, foi construida uma mascara em cobre com desenho de trés eletrodos. Para a construgdo
do sistema de deteccdo eletroquimico a mascara em cobre foi posicionada sobre a superficie do papel de modo que
os contatos fossem estabelecidos na por¢ao hidrofébica e os eletrodos na por¢ado hidrofilica. Em seguida, um filme de
ouro de aproximadamente 200 nm foi depositado sobre a superficie do papel através de um processo conhecido como
sputtering. Para estabelecer o contato elétrico com o dispositivo foi construido um conector utilizando cabos coaxiais,
capa DB9, pecas em teflon e um conector N/Lock, conforme ilustrado na Figura 2(a).

Todos os testes de otimizacdo foram realizados com padrdes de paracetamol e 4-aminofenol, preparados em solucio
tampdo acetato de sodio/ acido acético 0,1 mol L. O eluente utilizado foi também o tampao acetato 0,1 mol L, e as
medidas eletroquimicas foram feitas em um potenciostato / galvanostato modelo PGSTAT 302N da AUTOLAB.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O dispositivo microfluidico de separacdo apresenta seis regides importantes para o seu funcionamento, Figura
2(b). Apos o dispositivo ter sido devidamente encaixado no conector o eluente é colocado na regido de entrada do
dispositivo. Assim, o eluente se move por a¢do da capilaridade através do canal hidrofilico até a regido de escape
do dispositivo, que funciona como um reservatdrio de descarte. As amostras e solu¢des padrdes sdo injetadas apos a
entrada do eluente e detectadas amperometricamente no sistema de detecgdo eletroquimico que fica ao final do canal.

Inicialmente os dispositivos usados foram construidos com a utilizagdo de papel WHATMAN n°. 1, por se
apresentarem versateis para diversas analises cromatograficas em papel. Entretanto, a separacdo dos analitos ndo ocorre
nessa plataforma, assim como pode ser observado no cromatograma ilustrado na Figura 2(c). Assim foi necessaria a
busca de outro tipo de papel em que a separagido pudesse ocorrer em fungdo do pKa dos analitos. Visto que os analitos
possuem valores bem distintos de pKa, 9,51 para o grupo R-OH do paracetamol e 5,48 para o grupo R—NH, do
4—aminofenol, foram construidos dispositivos utilizando um papel trocador cationico WHATMAN P81 para favorecer
o processo de separagdo. Como pode ser observado na Figura 2(d), hd uma separagdo em nivel de linha de base para os
analitos, justificando, portanto, a escolha desse tipo de papel para a construgdo dos dispositivos microfluidicos.

Figura 2: (a) Foto da regido frontal do conector. (b) Ilustragdo esquemadtica do microdispositivo e suas regides
principais: 1) Entrada do eluente; 2) paredes hidrofébicas; 3) regido de adigdo da amostra; 4) regido de trabalho dos
eletrodos; 5) regido do dispositivo que ¢ encaixada no conector e 6) regido de escape do eluente. Cromatogramas
utilizando como eluente solugdo tampao acetato 0,1 mol L' pH 4,5 ¢ E =04vs.Au empregando o papel WHATMAN
n°. 1 (c) e P81 (d). As setas indicam o tempo de injecao de 500 nL de uma solugéo contendo PA e AF 2 mmol L cada.

No contexto da separacdo por troca idnica, o pH é uma variavel que afeta diretamente os resultados na busca por
uma separagdo satisfatoria. Dessa maneira, foram realizadas analises em diversos valores de pH e o que apresentou
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melhor separagdo foi 4,5. Nesse meio o AF se encontra na sua forma protonada e o PA desprotonado, portanto o AF
fica mais retido na coluna e favorece o processo de separagéo.

Apbs o estudo do pH, foram conduzidos experimentos para avaliar a influéncia de alguns parametros na separago
dos analitos. No estudo da distancia de injegdo de amostra em relacdo aos eletrodos foi observada uma melhor
resolugdo dos picos (R ~1,2) e menor tempo de anélise para a distdncia de 10 mm. Assim a distancia de 10 mm foi
selecionada e empregada para avaliar o efeito do volume de amostra na separagdo. Nesse estudo, foram testados seis
diferentes volumes de aliquotas injetadas no dispositivo: 500 a 3000 nL. Volumes superiores a 1000 nL apresentaram
sobreposi¢ao de picos (devido a sobrecarga de amostra na coluna), portanto, o volume de 500 nL foi selecionado ¢
empregado nos testes subsequentes.

As dimensdes do dispositivo, comprimento e largura da coluna cromatografica, também foram avaliadas. O
comprimento foi estudado na faixa de 15 até 35 mm e, ja que em todos os comprimentos testados as resolugdes dos
picos foram satisfatorias, o comprimento de 15 mm foi selecionado devido ao menor tempo de analise nessa condigao.
A largura de canal de 2,0 mm apresentou maior resolugdo, maior area de picos ¢ ainda com o menor tempo de anélise,
assim, essa largura de canal foi selecionada para a construgdo da curva analitica.

Com os parametros definidos foi construida a curva analitica para os analitos, utilizando a area dos picos para
fins quantitativos. A curva analitica apresentou uma faixa linear de resposta de 0,05 mmol L' a 2,00 mmol L. Os
coeficientes de correlagdo foram maiores que 0,997 e os limites de detecc¢éo ficaram na ordem de 25 pmol L.

Apbs a construgdo da curva analitica foram feitas analises de amostras de medicamentos contendo paracetamol.
Para as analises, as amostras ndo passaram por nenhum tipo de pré—tratamento, apenas uma dilui¢do. Dessa maneira,
o proprio papel foi encarregado de realizar a etapa de clean—up da amostra.

O dispositivo microfluidico apresentado neste trabalho é uma alternativa simples e de baixo custo para detecgéo e
quantificagdo de paracetamol e 4—aminofenol em amostras de medicamentos.
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RESUMO: Este trabalho apresenta o desenvolvimento de uma Monocamada Auto-Organizada (SAM, do Inglés Self-
Assembled Monolayer) mista composta de dcido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) e acido 4-mercaptobenzoico
(MBA). Apos a confec¢do da SAM mista, o grupo nitro do dcido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico foi reduzido com o
proposito de gerar na superficie o par redox (-NHOH/-NO). A SAM foi entdo avaliada em relagdo a sua a Dopamina
(DA) frente ao Acido Ascébido (AA) possibilitando a detec¢ido de dopamina na presenca de AA. Conforme observado,
o aumento na densidade de grupos carboxilicos com a introdugdo do MBA na SAM de DTNB resultou numa excelente
seletividade a DA frente ao AA sem prejuizo a eletrocatalise do NADH.

Palavras-chave: Monocamadas Auto-organizadas, Dopamina, Acido Ascérbico, NADH.

INTRODUCAO

A oxidagao eletroquimica da adenina dihidrodicotinamida dinucleotideo (NADH) tem recebido consideravel
interesse devido ao seu papel importante como co-fator enzimatico. No entanto, a oxidagao direta do NADH em um
eletrodo solido convencional é altamente irreversivel, exige uma alta energia de ativagdo e ha envenenamento da
superficie do eletrodo [1]. Por outro lado, a Dopamina (DA) desempenha um importante papel fisioldgico como um
mensageiro quimico celular e como resultado, sua determinagdo em amostras biologicas em tempo real tem sido de
grande importancia em estudos neuroquimicos [2].

Além danecessidade de se alcancar baixos limites de detecgdo, a determinacdo de DA é complicada pela coexisténcia
de compostos interferentes. Entre eles, o acido ascorbico (AA) ¢ de particular importancia por estar em maiores
concentragdes no organismo [3]. Desse modo, a seletividade e a sensibilidade sdo extremamente importantes para o
desenvolvimento de qualquer procedimento para a determinag@o de DA. Neste sentido, as técnicas eletroquimicas tem
se mostrado extremamente vantajosas para este tipo de determinagdo uma vez que apresenta excelente sensibilidade.
Embora a DA seja eletroativa de forma a poder ser determinada eletroquimicamente, um problema que persiste na
determinagdo eletroquimica de DA na presenga de AA, causado pela sobreposicdo de potenciais de oxidagdo dos
mesmos sobre os mais variados materiais de eletrodo bem como modificagdes de superficie [2].

Por outro lado, o uso de monocamadas auto-organizadas (SAM’s, do inglés self-assembled monolayers) tem sido
bastante explorado nos ultimos anos para a determinacdo de espécies eletroativas, principalmente por aumentarem
a seletividade e a sensibilidade de sensores eletroquimicos. SAM’s sdo conjuntos organicos formados pela adsor¢do
molecular de componentes da solugéo ou da fase gasosa para a superficie de s6lidos ou em matrizes regulares sobre
a superficie de liquidos e organizam-se espontanecamente sobre o substrato. As moléculas ou ligantes que formam as
SAM’s contém um ‘grupo cabega’ que possuiu uma afinidade especifica a determinados substratos bem como o grupo
—SH de elevada afinidade por ouro metalico [4].

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho é desenvolver um sensor para a detec¢do de Dopamina (DA) e
NADH eliminando a interferéncia do Acido Ascorbico (AA) utilizando monocamadas auto-organizadas mistas de tidis
organicos com propriedades distintas, porém complementares, adsorvidos sobre eletrodo de ouro.

Procedimento Experimental

Primeiramente limpou-se o eletrodo mecanicamente utilizando alumina ¢ em seguida eletroquimicamente
realizando-se voltamogramas ciclicos em solugdo de H,SO, 0,5 molL"'. Posteriormente, adicionou-se a este eletrodo
solugdo de ouro coloidal para obter-se uma maior area superficial e 0 mesmo foi seco em estufa a 40°C. Posteriormente,
foram conduzidos estudos de um eletrodo de ouro modificado com uma SAM de acido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzodico
e acido 4-mercaptobenzoico. Neste sentido, modificou-se o eletrodo de ouro por 24 horas com os respectivos tiois
e posteriormente foram conduzidas analises dos eletrodos modificados em tampado fosfato pH 7,0. As medidas
eletroquimicas foram conduzidas em um Potenciostato AUTOLAB PGSTAT 128N com modulo de Impedéncia
Eletroquimica (FRA2).
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Resultados e Discussio

Inicialmente foram conduzidos estudos de voltametria ciclica com eletrodo de Au modificado com DTNB e MBA
em tampao fosfato pH 7 com o proposito de ativar a superficie através da reducdo do grupo nitro gerando o grupo
hidroxilamina da SAM de DTNB (Figura 1).

Conforme pode ser observado, apds a redugio do grupo nitro na primeira varredura catddica (com potencial de pico
catodico em -500mV), no segundo ciclo fica evidente um par redox em 0,02 mV ¢ -0,025 mV (v = 10mVs™!) referente
a oxidac@o da hidroxilamina e reduggo do nitrosil, respectivamente. Posteriormente a redugéo do grupo nitro, fez-se
um estudo de diferentes velocidades de varredura do potencial elétrico para a SAM de DTNB/MBA para analisar-se o
comportamento eletroquimico da SAM bem como estima o coeficiente de transferéncia eletronica (o) e a constante de
velocidade heterogénea (k) (Figura 2).

Figura 1. Redug@o do grupo nitro gerando hidroxilamina na SAM de DTNB/MBA. Velocidade de varredura de 50mV
em tampao fosfato pH 7.

A Figura 2b mostra as magnitudes dos potenciais de pico anodico e catddico em fungdo do logaritmo da velocidade
de varredura do potencial elétrico (log v). A partir dos coeficientes angulares para as curvas Ep vs log v catodico e
anddico foram obtidos os valores para a catdédico e a anddico de 0,55 e 0,45, respectivamente com base na Teoria de
Laviron (onde coeficiente angular = —2,303RT/acnF para o pico catddico e 2,303RT/oanF para o pico anddico).
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& S o
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S 8
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Figura 2. Voltamogramas ciclicos para eletrodo de ouro modificado com SAM de DTNB/MBA em
velocidades de varredura entre 75 mVs! a 1000 mVs! (a). Em (b) é apresentado a variagdo do potencial de
pico anodico e catodico versus o logaritmo da velocidade de varredura do potencial elétrico.

Neste sentido, o valor médio de o (0,5) foi usado nos estudos subseqiientes. A partir do modelo de Laviron a
constante de velocidade heterogénea pode ser estimada pela expressdo:

logk =alog(l-a)+(1-a)loga — log(ﬂ{?) —a(l- a)naf(%]
nkvy ,

onde v representa a velocidade de varredura do potencial elétrico e os demais termos tem seu significado usual em
eletroquimica.

Com base na expressdo anterior foi estimado um valor de k=31,6 s = 3165 que por sua vez é superior ao
encontrado na literatura para intimeros modificadores de superficie e métodos de imobilizagdo [5].

Posteriormente, foram feitas comparac¢des com o eletrodo modificado em SAM mista de DTNB-MBA e no eletrodo
ndo modificado em solucdo de tampdo fosfato pH 7,00 com NADH. Observou-se que no eletrodo ndo modificado
ha redugdo de oxigénio e ndo ha transferéncia eletronica significativa entre a interface eletrodo/solug@o. No eletrodo
modificado, observou-se uma melhor resposta na transferéncia eletronica entre a interface.
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Figura 3. Voltamogramas ciclicos para oxidagdo de NADH 1 mmolL! sobre eletrodo limpo (linha pontilhada) e
eletrodo modificado (linha continua). v=10 mVs™'. Tampao fosfato, pH=7.

Por fim, foram realizados estudos de voltametria de pulso diferencial com eletrodo modificado em diferentes
concentragdes de DA e na presenga de NADH (a esquerda) e o mesmo eletrodo modificado com SAM mista de DTNB-
MBA em diferentes concentragdes de AA e em presenga de NADH (a direita).

Figura 2. Voltamogramas de pulso diferencial para eletrodo de ouro modificado com SAM de DTNB/
MBA para NADH 0,1 mol L' sob diferentes adigdes de DA (50pumolL" a 100pumolL") (a) e sob diferentes
adi¢des de AA (10pumolL" a 1000pmolL").

Observou-se no grafico a direita, contendo-se NADH e DA que com o aumento da concentragcdo de DA ha um
aumento significativo de corrente referente a oxidagdo da DA, comportamento este ndo observado no grafico a direita
contendo-se NADH e AA. Neste ultimo, o aumento da concentragdo de AA ndo ¢é sentida pelo eletrodo ja que o mesmo
bloqueia a oxidagdo do AA devido o elevado numero de grupos carboxilicos na superficie.

CONCLUSAO

Do exposto, fica evidente que a combinagao de tidis com caracteristicas distintas como DTNB e MBA possibilita
uma excelente superficie seletiva para a determinacdo de DA frente ao AA sem a perda da capacidade catalitica do
DTNB ao NADH. Neste sentido, o presente estudo expde o cardter promissor por trds da combinacdo de moléculas
eletrocataliticas a outras com carater seletivo a determinadas moléculas na confec¢cdo de monocamadas auto-organizadas
altamente planejadas.
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RESUMO: No presente trabalho, apresentam-se resultados sobre a determinacdo de glicerol livre em biodiesel de
mamona empregando-se um microeletrodo de cobre em meio basico. Nesta superficie a oxidagdo do glicerol ocorre
por meio de processo eletrocatalitico mediado por intermediario de Cu(Ill) gerado em potenciais positivos. O glicerol
foi separado da amostra via extragdo por solvente (agua desionizada) e uma curva de calibragdo foi obtida em ampla
faixa linear de concentragdo (5 a 122 mg L*). A concentrag¢ao de glicerol encontrada em uma amostra de biodiesel
foi de (70 £ 3) mg kg e este valor estd dentro dos limites permitidos pela legislagao brasileira. Adicionalmente, a
exatiddo do método proposto foi avaliada por adigdo e recuperagdo e obteve-se o resultado de 110 %, valor aceitavel
pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists).

Palavras-chave: Glicerol livre, Biodiesel e Microeletrodo de cobre.

INTRODUCAO

De acordo com a Lei n° 11.097, o biodiesel ¢ definido como um
“biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores
W a combustdo interna com igni¢do por compressdo ou, conforme
e regulamento, para geragao de outro tipo de energia, que possa substituir
arene am e o oty parcial ou totalmente combustiveis de origem  fossil” [1]. O biodiesel
u ' ¢ um combustivel alternativo importante, constituido de uma mistura
. de ésteres metilicos e/ou etilicos de acidos graxos, comumente obtido
o através de reagdo de transesterificagdo de triglicerideos de dleos e
e e e ey g gorduras com alcoois de cadeira curta, tendo como subproduto o

sy glicerol (1,2,3-propanotriol) [2,3].

Altas concentra¢des de glicerol no biodiesel podem acarretar em
problemas de estocagem, pois quando o biodiesel é misturado ao diesel
de petroleo ocorre a separacdo do glicerol nos tanques de estocagem,
formagdo de depdsitos e entupimento dos bicos injetores. Além disso,
durante a combustdo o glicerol presente no biodiesel pode conduzir a emissdo de acroleina, uma substancia altamente
toxica para o ambiente [2].

No Brasil, a Lei 11097/05 institui a obrigatoriedade da adigdo de 2% de biodiesel ao diesel (mistura B2) a partir
de janeiro de 2008 e torna obrigatdria as misturas de 5% até 2013. Assim, a resolugdo n° 7 de 2008 da Agéncia
Nacional do Petroleo, Gas natural e Biocombustiveis (ANP) estabelece as especificagdes necessarias para a producdo
de biodiesel. O limite maximo de glicerol livre e glicerol total deve ser de 0,02% e 0,25% (m/m), respectivamente [1].
A determinagdo de glicerol é realizada através dos métodos cromatograficos EN ISO 14105 ¢ EN ISO 14106 (norma
européia) e o método ASTM D6584 (norma americana), sendo estes adotados pela norma brasileira [3].

Outras técnicas analiticas t€ém sido propostas para a determinagao de glicerol livre em biodiesel [4]. Pela simplicidade,
rapidez e precisdo, o uso das técnicas eletroanalicas tem crescido acentuadamente nos ultimos anos, especialmente
aquelas que empregam microeletrodos como eletrodo de trabalho. Estes dispositivos possuem diversas vantagens e
entre elas podem ser citadas: portabilidade, baixo consumo de reagentes e amostras, elevada frequéncia analitica, queda
o6hmica desprezivel e transporte de massa efetivo devido a difusdo radial. O eficiente processo difusional possibilita
o rapido transporte das espécies eletroativas a superficie do eletrodo e, consequentemente, hd pouca interferéncia de
efeitos hidrodinamicos sobre o sinal de corrente, possibilitando a analise in loco [5].

Tendo em vista a importancia da utilizagdo do biodiesel e a necessidade de desenvolver métodos de analise eficientes
e que assegurem uma melhor qualidade do combustivel, este trabalho tem o objetivo de propor um procedimento
alternativo para a determinagdo de glicerol em biodiesel utilizando microeletrodos de cobre em solugdes estacionarias.

Figura 1: Reacdo de travsester ficagdo de
trigliceridess. (3]

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todos os reagentes foram utilizados sem purificacdo prévia. Todas as solu¢des foram preparadas pela dissolugao
dos reagentes solidos ou diluicdo de solugdes concentradas em agua desionizada. Os reagentes utilizados foram:
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Glicerol (99,9% de pureza - Merck), biodiesel de mamona fabricado no laboratoério, ferricianeto de potassio (Baker),
metil viologénio (Aldrich), cloreto de potassio (Merck) e hidroxido de soédio (Synth).

Todas as medidas voltamétricas e amperométricas foram realizadas com um bipotenciostato da Autolab PGSTAT
30 (Eco Chemie), com uma célula eletroquimica convencional e sistema de trés eletrodos. O eletrodo de referéncia
usado foi de Ag/AgCl (KCl_) e um fio de platina foi utilizado como eletrodo auxiliar. O eletrodo de trabalho foi
um microeletrodo de cobre fabricado no laboratério com fibra de cobre por meio da selagem da fibra com resina
epoxi em pipeta de Pasteur. O contato entre a microfibra e o fio de Ni/Cr foi feito com cola de prata. A superficie do
microeletrodo foi polida com lixas de granulagdo decrescente e posteriormente com alumina. O raio do microeletrodo foi
determinado medindo-se a corrente limite (I, ) em uma solugdo de metil viologénio (MV*") de concentragdo conhecida,
utilizando a equagdo I, = 4nFDCr. O coeficiente de difusdo do MV*" em solugdo de KC1 0,1 mol L™ foi determinado
experimentalmente utilizando microeletrodos de platina de diferentes raios fabricados no proprio laboratorio.

Para a determinagéo do glicerol no biodiesel foi necessario uma etapa de extragdo, que consistiu na pesagem de
1g de amostra de biodiesel diretamente em um tubo de 15 mL e adi¢do de 10 mL de 4gua desionizada. A mistura foi
agitada por 30 minutos em uma mesa giratoria, com os tubos posicionados na horizontal. A mistura foi centrifugada
por 15 minutos a 3000 rpm [2]. A fase organica foi removida com uma pipeta Pasteur ¢ o glicerol livre foi determinado
na fase aquosa. As curvas de calibragdo foram construidas utilizando solugdes padrio de glicerol preparadas a partir da
dilui¢do de uma solugéo estoque com agua.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 2 estdo apresentados os voltamogramas ciclicos para o sistema MV?* (9,94 mmol L, solu¢do de KC1 0,1
mol L) obtidos com microeletrodos de platina de diferentes raios. Os raios dos microeletrodos de platina foram obtidos
com solugdo de ferricianeto de potassio 1 mmol L! em solugdo de KC1 0,1 mol L' (D = 7,6 x 10° cm? s!). A figura
mostra o aumento da corrente limite (I,) com o aumento do raio dos microeletrodos de platina. Através da inclinagdo
da reta calculou-se o coeficiente de difusdo do MV?*, que foi de 6,39 x 10 cm? 57!, e este valor foi concordante com o
reportado na literatura (D = 6,56 x 10 cm? s!) [6]. Assim, com o voltamograma apresentado no inset da figura 2 foi
possivel calcular o raio do microeletrodo de cobre (21,4 pm).
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Experimentos preliminares de voltametria ciclica foram realizados a fim de caracterizar o processo eletrocatalitico
associado a oxidagdo do glicerol em superficies de cobre. Na Figura 3 esta ilustrado o comportamento voltamétrico
do microeletrodo de cobre em solugdo de NaOH 0,1 mol L' contendo 507 mg L' de glicerol, na faixa de potencial de
-0,45 a -0,80V com uma velocidade de varredura de 50 mV s'. Um processo irreversivel pode ser observado na regiéo
que corresponde a formagao de Cu(Ill), demonstrando que a oxidagdo de glicerol ¢ mediada pela espécie Cu(III) [7].

No intuito de determinar a concentragdo de glicerol livre em amostras de biodiesel, curvas de calibragdo foram
construidas com solugdes padrao de glicerol. Pela analise da Figura 4, é possivel observar um comportamento linear
no intervalo de concentrag@o de 5 a 122 mg L' com a equagdo de regressdo linear: I (nA) = 0,346+ 0,112 C (mg L") e
coeficiente de correlagdo igual a 0,9970. A resposta se mostrou linear até valores bem acima de 122 mg L.

A repetibilidade foi avaliada considerando-se 10 medidas sucessivas realizadas em uma mesma solug¢do contendo
24,87 mg L' de glicerol. Apds as medidas das correntes de pico, o valor médio foi de 3,47 nA com desvio padrdo
relativo de 1,72%, demonstrando que o método apresenta precisdo aceitavel.

Para verificar a exatiddo da metodologia foi realizado o teste de adig@o e recuperagdo, obtendo-se uma porcentagem
de recuperagdo de 110 %, dentro dos limites aceitos pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists).
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A Figura 5 apresenta uma curva amperométrica de adigdo de padrdo para a analise de amostra de biodiesel. Para a
realizacdo deste experimento, adicionou-se um volume de 2 mL de solugdo de NaOH 0,1 mol L' a celula eletroquimica
e o sinal de corrente do branco foi lido. Em seguida, adicionou-se 1 mL da amostra (previamente alcalinizada) e foram
feitas adi¢Ges sucessivas de 5 uL de solugdo padrio de glicerol 1,25 x 10° mg L', efetuando-se as respectivas leituras.
A concentracdo de glicerol na amostra determinada com base na extrapolac¢do da reta foi 2,32 mg L. Considerando-
se as dilui¢oes efetuadas na amostra, a concentracao de glicerol em biodiesel foi de 70 + 3 mg kg™ (0,007% (m/m) de
glicerol no biodiesel).

Comparando-se as inclinagdes das curvas de calibragdo mostradas nas Figuras 3 e 5 foi possivel verificar que ha
interferéncia da matriz, justificando o uso do método de adigdo de padrao para as quantificagdes realizadas pelo método
proposto.

CONCLUSOES

A atividade eletrocatalitica de eletrodos de cobre no que diz respeito a oxidagdo de glicerol em meio alcalino
permitiu o desenvolvimento de método simples, de baixo custo e com boa repetibilidade. O intervalo linear obtido (5 a
122 mg L) possibilita a determinagéo de glicerol em biodiesel apds procedimento de extragdo com agua. Desta forma,
a metodologia proposta pode ser uma alternativa viavel para a quantificacdo desta espécie quimica.
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RESUMO: O presente trabalho apresenta uma alternativa eficaz de matriz para oxidagdo de diferentes substratos.
Para isso foi utilizado a funcionaliza¢do de nanotubos de difenilalanina com o acido 1 pireno butirico, a fim de
aumentar a atividade eletrocatalitica do substrato por meio do aumento de grupos carboxilicos em sua superficie. As
caracteristicas estruturais das nanoestruturas foram verificadas por medidas de infravermelho e as caracteristicas
morfologicas por microscopia eletronica de varredura e microscopia de fluorescéncia. A atividade eletrocatalitica do
eletrodo de carbono vitreo modificado com as nanoestruturas foi verificada por voltametria ciclica e por voltametria
de pulso diferencial. A sensibilidade obtida frente a oxida¢do de dopamina para o eletrodo modificado com as
nanoestruturas peptidicas funcionalizadas foi 54% maior que a do eletrodo modificado somente com nanotubos
peptidicos.

Palavras-chave: nanoestruturas de L-difenilalanina, L-dopamina, voltametria de pulso diferencial.

INTRODUCAO

As nanoestruturas obtidas a partir de biomoléculas sdo bastante atrativas devido a sua biocompatibilidade, habilidade
para reconhecimento molecular e facilidade para modificagdo quimica, fatores necessarios para diversas aplica¢des de
interesse. Nesta nova classe de materiais, os compostos peptidicos aparecem como candidatos promissores a “building
blocks”, devido a sua facil preparacdo e estabilidade fisico-quimica'.

Recentemente foi desenvolvido pelo grupo sensores de peroxido de hidrogénio onde a microperoxidase 11 foi
incorporada aos nanotubos de L-difenilalanina obtendo-se assim uma eficiente interface bioeletroquimica®. Um
outro estudo desenvolvido pelo grupo pode verificar a interagdo do acido 1-pirenocarboxilico com os nanotubos de
L-difenilalanina obtendo um recobrimento homogéneo e sem significativas altera¢des estruturais ¢ morfologicas das
nanoestruturas®.

A fim de aplicar este mesmo sistema para ancoramento de enzimas e aplicagdes eletroquimicas, este trabalho
tem como objetivo a utilizagdo do acido 1-pirenobutirico para funcionaliza¢do dos nanotubos de L-difenilalanina e
posterior aplicacdo eletroquimica.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os nanotubos peptidicos foram obtidos a partir de 3 mg do dipeptideo (L-Phe ---L-Phe) dissolvidos em
1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-propanol. Posteriormente, o peptideo foi diluido em 1000 uL de solugao tampao fosfato pH 7.
Os nanotubos funcionalizados com acido 1 pireno butirico foram obtidos de forma semelhante utilizado a dilui¢ao em
500 pL de solugdo tampao fosfato pH 7 e 500 uL do acido 1-pireno butirico 10 °molL"! em diclorometano.

Os experimentos eletroquimicos foram realizados com um potenciostato/galvanostato (uAutolab tipo III), em célula
para trés eletrodos utilizando como eletr6lito 10mL de tampao fosfato pH 7,0, 0,5 molL!. O eletrodo de referéncia
utilizado foi o de calomelano saturado, SCE, e o auxiliar de platina.

Como eletrodo de trabalho foi utilizado um eletrodo de carbono vitreo de 3mm de didmetro. Apds polimento deste
utilizando alumina de 1,0pum, 0,5um, 0,03um e sucessivas lavagens, o eletrodo foi sonificado com etanol e modificado
com 2L de glutaraldeido 0,025% e 2 pL da solug@o do respectivo nanotubo em concentragdo de 1mg ml™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de verificar a imobilizagdo do acido 1 pireno butirico aos nanotubos de difenilalanina foram realizadas medidas
de espectroscopia no infravermelho, onde poucas modificagdes no espectro vibracional podem ser observadas (Figura
1 a), provavelmente devido a baixa quantidade de acido 1-pireno butirico imobilizada na superficie das nanoestruturas.
Ao realizar a microscopia de fluorescéncia com excitagdo em 360nm foi possivel observar a fluorescéncia do acido
1 pireno butirico nos nanotubos peptidicos funcionalizados que estdo dispersos homogeneamente nas nanoestruturas,
como observado na figura 1b.
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Figura 01 (a) Espectros vibracionais de FTIR das amostras utilizadas obtido sutilizando a tecnica de ATR (b)
Microscopia de fluorescéncia dos nanotubos de difenilalanina modificados com é4cido 1 pireno butirico (A_= 360nm)

Imagens de microscopia eletronica de varredurra foram realizadas a fim de verificar as estruturas obtidas. Por meio
destas imagens € possivel notar a formagdo de microestruturas peptidicas bem dispersas, com nucleagdo preferencial
a partir de um ponto como podemos observar nos inserts da figura 2. Este comportamento pode ser observado tanto
para as nanoestruturas peptidicas funcionalizadas como para as nanoestruturas sem funcionalizaggo (Figura 2). Apds
a funcionalizacdo das nanoestruturas peptidicas ndo houve alteragdo estrutural visivel nos nanotubos o que esta de
acordo com Martins e colaboradores. *

ZRkL

Figura 2 (a) Microscopia eletronica de varredura dos nanotubos peptidicos (b) Microscopia de fluorescéncia dos
nanotubos de difenilalanina modificados com é4cido 1 pireno butirico (A, = 360nm)

Apbs a caracterizagdo da estruturas peptidicas, estas foram imobilizadas ao eletrodo de carbono vitreo por meio
da utilizag@o do glutaraldeido. Esta solugdo foi caracterizada por microscopia eletronica de varredura onde podemos
verificar a intera¢do entre os nanotubos com o glutaraldeido e a dispersdo destes por toda a area do eletrodo( Figura 3a).

A atividade eletrocatalitica foi analisada frente a oxida¢do de dopamina, tanto por voltametria ciclica como por
voltametria de pulso diferencial.

Na voltametria ciclica realizada na presenga de 5 mM de dopamina podemos observar o deslocamento de pico nos
diferentes materiais. Ao utilizar os nanotubos peptidicos funcionalizados com o acido 1-pireno butirico os potenciais
de oxidagdo e redugdo foram deslocados de 0,10 V e 0,02V respectivamente. Esta deslocamento sugere a mudanca
da superficie do material. Além do deslocamento de picos é possivel observar uma maior corrente no eletrodo onde
as nanoestruturas sofreram a funcionaliza¢@o, o que pode ser atribuido a uma transferéncia eletronica mais eficiente.
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Figura 3 (A) Microscopia Eletronica de Varredura (B) Voltametria ciclica dos eletrodos de CV modificados com
nanotubos de peptideo e nanotubos peptidicos funcionalizados.

Estudos frente a adi¢do de dopamina por meio da voltametria de pulso diferencial também foram realizadas nos
eletrodos modificados com nanotubos de peptideos e nanotubos de peptideos funcionalizados obtendo sensibilidades
de 5,57 mAumol'L, 8,62 mAL'umol" respectivamente. (Figura 4) O que implica em um acréscimo de 54% no valor
da sensibilidade quanto utilizamos os nanotubos funcionalizados com 1 pireno carboxilico.
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Figura 4 VPD dos eletrodos de CV modificados com (a) nanotubos de peptideo, (b) nanotubos de peptideo
funcionalizados com o acido 1 pireno butirico. Adigdes de (a) e (¢) S0uM (b) 20 uM de dopamima. Amplitude: 50mV.

Um deslocamento de 0,12 V V'S SCE no pico de oxidacdo da dopamina pode ser observado com a funcionalizagio
das nanoestruturas com o acido 1 pireno butirico.

CONCLUSOES

A funcionalizag@o dos nanotubos peptidicos com 1 pireno butirico foi bem sucedida o que pode ser demonstrado
pelo aumento de 54% na sensibilidade frente a oxidagdo de dopamina quando comparamos ao nanotubo peptidico sem
funcionalizagdo. Estudos ainda serdo realizados a fim de otimizar a quantidade do acido 1 pireno butirico presente nos
nanotubos.
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RESUMO: Descreve-se o desenvolvimento de um sensor biomimético para determinagdo 3,5,6-tricloro-2-
piridinol (TCP) o principal metabolito do clorpirifés. O sistema proposto esta baseado na inibi¢do da corrente
observada na preseng¢a do TCP em um sensor construido a base de pasta de carbono modificada com o complexo
1,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro-29H,3 1 H-ftalocianina de cobalto (II). As medidas foram
realizadas utilizando voltametria de onda quadrada (VOQ) em solugdo tampdo B-R (pH = 10). Nestas condicoes
a resposta voltamétrica obtida no potencial de pico (E p) de -0,1 V vs Ag/AgCLKCI , foi linear (R = 0,9998) entre
4,85x 10 e 1,35 x 107 mol L, com limites de detec¢do e quantificagdo de 3,5 x 107 e 1,2 x 105, respectivamente. O
perfil completo de resposta do sistema apresenta-se hiperbdlico, o qual permitiu calcular através do grdfico do duplo

reciproco a constante aparente de Michaelis-Menten (K@ ) obtendo-se o valor de 4,1 x 10 mol L.
Palavras-chave: sensores biomiméticos, voltametria de onda quadrada, 3 ,5,6-tricloro-2-piridinol.

INTRODUCAO

Devido ao grande aumento da popula¢do humana nas tlltimas décadas, acarretando uma necessidade no crescimento
da oferta de alimentos com a finalidade de garantir condigdes minimas de nutrigdo, surgiram novas alternativas, dentre
elas a sintese de novos pesticidas e o aumento excessivo e indiscriminado dos ja existentes. Assim, os pesticidas vém
sendo cada vez mais utilizados na agricultura e atualmente, ¢ dificil imaginar a producao de alimentos sem o seu uso,
pois tais produtos s@o responsaveis pelo controle de pragas e de doengas que afetam a produgéo, o processamento, o
armazenamento, o transporte e a estocagem de alimentos e de produtos agricolas em geral. Desta forma, pesticidas
sdo todas as substancias de origem natural ou sintética utilizadas no controle e/ou elimina¢do/diminui¢do de pragas
(insetos, ervas daninhas, etc.), as quais acarretam prejuizos na producdo de alimentos ou transferem enfermidades
aos seres humanos. A terminologia “agrotoxicos” também ¢é usada na designagdo destas substincias, enfatizando seu
carater toxico. O uso indiscriminado, sem critérios ¢ sem conhecimento aprofundado de sua agfo ¢ efeitos, trouxe e
esta trazendo problemas muito sérios ao meio ambiente e, conseqiientemente, a qualidade de vida do ser humano [1].

O clorpirifés (Figura 1A), O,0-dietil-O-(3,5,6-piridila) fosforotionato, ¢ um inseticida organosfosforado que
inicialmente foi fabricado e comercializado em 1965 pela Dow Chemical Company nos estados Unidos e atualmente
¢ um dos cinco inseticidas mais comercializados. O mecanismo de agdo toxicologica do clorpirifos é a inibi¢ao da
enzima acetilcolinesterase que resulta no acimulo da acetilcolina, um neurotransmissor que em excesso causa paralisia
muscular em pulmdes e coracdo, através da interrupgao dos impulsos nervosos [2]. Dentre os metabolitos gerados pela
decomposi¢do do clorpirifos, seu principal produto de degradacdo é o 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) mostrado na
Figura 1B, e ¢ o composto monitorado para controle bioldgico da atividade da colinesterase no sangue e urina apds 24
horas de exposigdo ao agrotoxico [3].
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Figura 1: Formula estrutural do clorpirifés (A) e seu principal metabdlito, o 3,5,6-tricloro-2-piridinol [TCP] (B).

O método oficial empregado para ensaios de determinagdo de cloropirifos e seus metabdlitos € a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) que esta bem estabelecida, entretanto, apresenta algumas desvantagens para seu
uso em larga escala, como o alto custo do equipamento, assisténcia altamente especializada, além da inviabilidade
operacional de sua aplicagdo in loco, para o monitoramento em tempo real da agregacdo do pesticida e seus
metabolitos em matrizes ambientais. Contudo, técnicas eletroanaliticas vém sendo satisfatoriamente desenvolvidas
para determinacdo de pesticidas em aguas puras, naturais, solos e alimentos [4] A principal vantagem desses métodos
¢ a possibilidade de se determinar a presenca do pesticida diretamente na amostra, sem pré-tratamentos ou separagoes
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quimicas. Neste sentido, sensores biomiméticos [5] apresentam-se como ferramentas promissoras, seletivas e robustas
para determinacdo de diversos pesticidas em matrizes de interesse ambiental e clinico.

Estetrabalho descreve o desenvolvimento de um sensor biomimétrico com transdugao voltamétrica para determinagéo
de TCP, baseado nainibi¢ao da corrente obtida em fun¢ao do aumento da concentragdo do analito. O complexo empregado
comopossivelcatalisadorbiomiméticodeheme-enzimasfoio/,2,3,4,8,9,10,11,15,16,17,18,22,23,24,25-hexadecafluoro-
29H,31H-ftalocianina de cobalto.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O EPCM foi preparado pela mistura de grafite em p6 (80%, m/m), o complexo de cobalto (20%, m/m) e tampao
Britton—Robinson (tampdo B-R, pH 10,0). A mistura foi deixada secar a temperatura ambiente e ap6s secagem foi
adicionado 6leo mineral (Nujol®) para obtengéo da pasta de carbono, a qual foi colocada na extremidade de um tubo de
vidro de 4 mm de didmetro interno e 1 mm de profundidade, para obter o respectivo sensor biomimético.

As voltametria de onda quadrada foram realizadas com o auxilio de um potenciostato Autolab® utlizando—se
cela eletroquimica convencional de trés eletrodos empregando como eletrodo de referéncia o de Ag/AgCLKCI_, uma
espiral de Pt como contra eletrodo e o sensor biomimético contendo o complexo de cobalto (II) como eletrodo de
trabalho. Previamente ao uso de um novo sensor, este foi “ativado” varrendo o potencial entre -1 e +1 V. As analises
em VOQ foram realizadas no intervalo de potencial de -0,4 a 0,2V, EStep de 0,001V, amplitude de degrau de 0,025 V e
frequéncia de 9 Hz, através de adi¢des sucessivas de aliquotas de uma solugdo padrdo 1,26 x 10* mol L' de TCP no
eletrdlito suporte (tampdo B-R, pH 10,0).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2A mostra o perfil voltamétrico da inibi¢do de sinal em fun¢do do aumento da concentragdo de TCP
(linhas solidas) analogamente ao que se observa em biossensores a base de heme e cupro-enzimas [6]. A analise do
voltamograma mostra dois picos nos valores de potencial de -100 e +75 mV. O primeiro deles pode ser atribuido a
reducdo da quinona formada apds a interagdo do TCP com o complexo na superficie do eletrodo. Ja o segundo pico
corresponde ao cobalto no complexo, pois como pode ser observado na auséncia de TCP (linha pontilhada) este pico
¢ bastante acentuado. O monitoramento da diminuigdo da corrente de pico com o aumento da concentragdo de TCP
(Figura 2B) foi realizado no potencial de -100 mV, correspondente ao primeiro pico, pois foi o apresentou melhores
caracteristicas para a quantificag@o analitica deste composto.

2,0x10°

_‘7/5 mvV 20
s -100mV.<-"'-I
15¢10°) ropy ... "
< 1,0x10° =
= 124
5,0x10°
8-
0,0 B
A A )
4 6 8 10 12 14
-5,0x10° 1 T T T ;
* 04 -02 00 02 [TCP] / umol L™
Potencial vs Ag/AgCl/ mV %I =1,7(x0.2) + 1,46(=0,02) [TCP]

Figura 3: (A) Influéncia da concentragdo de TCP no perfil voltamétrico do sensor, medidas realizadas em tampao B-R
(pH 10,0) usado como branco (linha pontilhada) e adigdes sucessivas de TCP (linhas sélidas). f = 9,0 Hz, amplitude =
25,0 mV, incremento = 1 mV. (B) Curva analitica obtida com os dados mostrados na Figura 3A.

Sob as condigdes de analise descritas anteriormente o sensor apresentou resposta linear (R = 0,9998) no
intervalo de 4,85 x 10 a 1,35 x 10° mol L' com limites de detec¢do e quantificagdo calculados em 3,5 x 107 e
1,2 x 109, respectivamente. Apds avaliadas as caracteristicas analiticas do sensor, a seguir foram avaliadas
as caracteristicas biomiméticas. Na Figura 3, mostra-se o perfil hiperbdlico do sensor para TCP, e tal como
esperado foi analogo aos biossensores enzimaticos convencionais. A constante aparente de Michaelis-Menten
() foi calculada através do grafico do duplo reciproco obtendo-se um valor de 4,1 x 10 mol L', o qual se encontra
em concordancia com valores obtidos com biossensores enzimaticos ¢ sensores biomiméticos reportados na literatura,
indicando uma forte afinidade deste complexo pelo analito estudado [5].
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Figura 3: Perfil hiperbdlico do sensor desenvolvido para TCP.

CONCLUSOES

Neste trabalho apresenta-se um sensor de inibi¢do pseudo-enzimatica para o 3,5, 6-tricloro-2-piridinol, o principal
metabolito da decomposicao do pesticida clorpirifés. Os resultados obtidos mostram-se promissores para a identificagao
deste analito, e nas etapas a seguir serdo avaliadas a seletividade e aplicacdo deste sensor. O complexo de cobalto
usado para modificar a pasta de carbono comporta-se como as enzimas peroxidase e tirosinase que na presencga de
determinados pesticidas inibem sua atividade enzimatica.
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DESENVOLVIMENTO DE SENSOR AMPEROMETRICO A BASE DE
PASTA DE CARBONO MODIFICADA COM FTALOCIANINA METALICA
PARA DETERMINACAO DE METRIBUZIM

Eduardo C. Figueira (PG) e Maria D.P.T. Sotomayor (PQ)

Instituto de Quimica - UNESP, Araraquara - SP - Brasil. du.figueira@hotmail.com

RESUMO: Descreve-se a construgdo de um sensor amperométrico para a detec¢do do agrotoxico metribuzim,
empregando pasta de carbono modificada com ftalocianina de cobalto Il. A preparac¢do da pasta assim como as
condi¢ées de andlise foram otimizadas em rela¢do a quantidade de modificador, eletrolito suporte, pH, concentragdo
do tampdo e potencial aplicado. Os resultados obtidos demonstraram que o sensor biomimético proposto mostra-se
promissor na detec¢do dessa classe agrotoxico.

Palavras-chave: Metribuzim, agrotoxico, sensor amperométrico.

INTRODUCAO

O aumento acentuado da populagdo humana nos tltimos anos demandou na mesma intensidade o crescimento
na oferta de alimentos para garantir condi¢cdes minimas de nutri¢do e sobrevivéncia da espécie. Desafiados por esta
realidade, a ciéncia vém em uma busca incessante pelo desenvolvimento de novas tecnologias e principalmente pela
sintese de novas substancias que possam ser utilizadas como fertilizantes ou agrotoxicos na rota produtiva da lavoura.

O agrotoxico que esta sendo estudado neste trabalho € o metribuzim o qual foi escolhido pelo seu uso intensivo durante
o ultimo século, visando melhorar a produtividade agricola. Entretanto, possui papel fundamental na contaminacao
ambiental, sobretudo em aguas superficiais, devido a sua altissima toxicidade, sendo assim, o desenvolvimento e
aplicagdo de metodologia analitica simples, rapida e sensivel para a analise do mesmo € necessaria.

Com o advento das técnicas eletroanaliticas, os sensores eletroquimicos ganharam novos espagos nas diversas
areas de pesquisas. Dessa forma, varios trabalhos vém sendo publicados em revistas especializadas, em que os autores
relatam diferentes tipos de eletrodos utilizados na quantificagdo de espécies eletroativas, podem-se destacar entre
eles os eletrodos a base de pasta de carbono (EPCs). O primeiro EPC foi desenvolvido por Adams [1], com intuito de
substituir o eletrodo gotejante de mercirio, cujo objetivo era atingir potenciais mais positivos, nos quais o eletrodo
de merctrio ndo podia ser aplicado. Os primeiros trabalhos de Adams visaram a caracterizagdo do EPC, aplicando
técnicas basicas em eletroquimica [2]. Adicionalmente, o desenvolvimento e aplicagdo de eletrodos modificados (EM),
tem tido crescente interesse nas areas de ciéncias e tecnologia, com aplicagdo em diversos campos de pesquisa, tais
como eletrocatalise, sintese eletroorganica, conversao de energia solar e, principalmente, em eletroanalise [3-7].

A denominagdo de eletrodos quimicamente modificados foi sugerida por Murray et al. [8] na década de 70 para
definir eletrodos com espécies quimicamente ativas devidamente imobilizadas na superficie desses dispositivos. Nesse
aspecto, sdo encontradas na literatura diversas revisdes que descrevem as diferentes estratégias para constru¢ao de
eletrodos modificados [9]. Uma classe de eletrodos quimicamente modificados sdo os sensores biomiméticos [10],
os quais tém demonstrado ser seletivos e sensiveis em diversos tipos de aplicagdes [11-13]. Nestes sensores, sdo
mimetizadas as reacdes bioldgicas catalisadas por enzimas 6xido-redutases, através do uso de complexos metalicos
que mimetizem a estrutura do sitio ativo dessas enzimas. Esta estratégia na constru¢do de sensores eletroquimicos
fornece dispositivos de analise, que além de possuirem alta seletividade apresentam a robustez desejada para aplicacdo
real em matrizes de amostras onde materiais bioldgicos tenderiam a desnaturar.

Desta forma, este trabalho propde o desenvolvimento de um sensor amperométrico para metribuzim (MET),
construido usando uma ftalocianina metalica, que imita a estrutura do sitio ativo da enzima P450, de forma a obter uma
metodologia analitica altamente sensivel e seletiva na determinagdo desse agrotoxico amplamente usado nas lavouras
brasileiras.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Construcio dos sensores amperométricos

Com a finalidade de tentar imitar o sitio ativo da enzima P450, e baseados nas caracteristicas vantajosas
de ftalocianinas e porfirinas, foram construidos varios sensores a base de pasta de carbono modificada usando os
complexos: ftalocianina de cobre; ftalocianina de cobalto II; 1, 2, 3, 4, 8, 9, 10, 11, 15, 16, 17, 18, 22, 23, 24, 25 —
hexadecafluoro - 29H - 31H - ftalocianina de cobalto II; bis(piridil)ftalocianina de ferro (II); ftalocianina clorada de
ferro (II1); 5, 10, 15, 20 tetraquismetoxifenil porfirina de cobalto II; e 5, 10, 15, 20 — tetraquispentafluorofenil porfirina
de ferro (III).
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A preparagdo de cada pasta de carbono modificada foi realizada misturando 85 mg de pd de grafite, 15 mg do
complexo e 1,00 mL de tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0). O material foi cuidadosamente homogeneizado com uma
espatula e a seguir deixado secar ao ambiente por um periodo de 24 horas para evaporagdo da fase liquida. Sobre o
material seco, adicionou-se o agente aglutinante, 6leo mineral (Nujol®) para a formacao da pasta de carbono.

Cada pasta de carbono preparada foi colocada na cavidade de um eletrodo composto de um tubo de vidro e um
fio de platina incorporado nele que estd em contato com um disco de platina de 4 mm de didametro e colocado a
profundidade de 1 mm de uma das extremidades do tubo, deixando uma cavidade propria para a incorporagio da pasta
no eletrodo. Finalmente, a superficie foi uniformizada com papel sulfite limpo.

Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas em batelada foram realizadas em um potenciostato Palm—Sense® da Palm Instruments
BV (Holanda) usando uma célula eletroquimica convencional de 03 eletrodos, contendo um eletrodo de referéncia de
Ag|AgCl, um fio de platina em forma de espiral como eletrodo auxiliar e o eletrodo de pasta de carbono modificada
como eletrodo(s) de trabalho. Foram empregadas as técnicas de voltametria ciclica, no intervalo de potencial de 0,0 V
a-0,8 V e velocidade de varredura de 0,05 V s7'; e, a amperometria em potencial de -690 mV vs Ag|AgCl, com adi¢Ges
sucessivas de aliquotas de uma soluggo padrdo de metribuzim dissolvido em agua.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta etapa da pesquisa foram otimzadas as condigdes de preparacdo da pasta em relacdo ao modificador e a
quantidade do mesmo, as condi¢cdes de analise em relagdo a natureza do tampao, pH, concentra¢do do tampao e o
potencial aplicado na amperometria.

As condigdes que proporcionaram as melhores respostas estdo indicadas na Tabela 1.

Tabela 1: Dados dos parametros otimizados.

Modificador Prop?rgao de Naturez? do pH Concentra}:ao Pot?nclal
modificador tampao do tampio aplicado
Ftalocianina de 15% (m/m) Britton Robinson 2,0 0,08 mol L' -690 mV

cobalto 1T

A Figura 1 A mostra o perfil voltamétrico comparativo do eletrélito suporte (a), e apds a adigéo de 1,3 x 10 mol L™!
do analito (b). Observa-se claramente um aumento da corrente de redugao a partir de -200 mV.
A Figura 1B, mostra a curva analitica obtida através da amperometria em um potencial de -690mV, previamente
avaliado, e no grafico inserido o perfil amperométrico do sensor.
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Figura 1: (A) Voltamogramas obtidos para o sensor modificado com ftalocianina de cobalto II em: (a) eletrdlito suporte
(tamp@o Britton Robinson, 0,08 mol L' e pH 2,0) e (b) na presencga de 1,3 x 10 mol L"! do analito. Medidas realizadas
em velocidade de varredura de 50 mV s'. (B) Curva analitica obtida com os resultados mostrados na figura inserida.
Medidas realizadas em solugdo tampao Britton Robinson 0,08 mol L (pH 2,0) e potencial -690 mV.

O sensor mostrou resposta linear na faixa entre 1,0 x10* e 2,2 x 10* mol L', a equag@o que ajustou os dados (R = 0,992
e n = 7) foi a seguinte:
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Ai/ pd =-3,0(£1,7)+171.324(x0 .008)[Metribuzim]/mol L' (1)

Sob as condigdes otimizadas o sensor mostrou limite de detecgéo e quantificacao de 2,8 x 10 mol L' e 7,9 x 10 mol
L, respectivamente.

CONCLUSOES

O sensor desenvolvido a base de pasta de carbono modificada com ftalocianina de cobalto (IT) mostrou-se promissor
na detecg@o de metribuzim. Entretanto, apesar dos resultados obtidos a detectabilidade do método devera ser melhorada.
Pensando nisto, estudos deverdo ser realizados empregando nanotubos de carbono, na seguinte etapa do projeto.
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RESUMO: No presente trabalho é proposto um método para determinacdo de metrotexato (MTX) em amostras
farmacéuticas empregando-se a técnica de voltametria de onda quadrada (SWV) com um eletrodo de diamante dopado
com boro (BDD) pré-tratado catodicamente. Obteve-se um aumento de corrente anoddica linearmente proporcional a
concentra¢do de MTX em um intervalo de concentragdo de 0,10 a 10 umol L™, com um limite de detec¢do de 0,041
umol L. Valores de desvios padrées relativos (n = 10) de 2,58 % e 3,46 % foram obtidos para a repetibilidade intra-
dias para as concentragoes de MTX de 2,50 e 7,50 umol L™, respectivamente.

Palavras-chave: eletrodo de diamante dopado com boro, metotrexato, voltametria de onda quadrada.

INTRODUCAO

O metotrexato (acido N-[4-[[(2,4-diamino-6-peridinil) -metil] metilamina] benzoil]-1-glutamico, MTX), ¢ um
antimetabolito antineoplasico (Figura 1) utilizado especialmente no tratamento de cancer e outras doengas, como
artrite reumatoide, leucemia infantil aguda e psoriase [1]. O MTX atua de forma néo-especifica no organismo, lesando
tanto células malignas quanto normais, particularmente as células de rapido crescimento, como as gastrointestinais,
capilares e do sistema imunologico. Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais da sua quimioterapia: nauseas,
perda de cabelo, maior susceptibilidade a infec¢des [2]. Outros efeitos colaterais mais graves também sdo constatados,
como anemia, cefaleia, convulsdo, hepatotoxicidade, insuficiéncia renal, toxicidade pulmonar, ¢ até morte.

O COOH

COOH

=4

NH,
N P N
| H
HN N N
Figura 1: Estrutura molecular do metotrexato (MTX).

Ha interesse no desenvolvimento de procedimentos analiticos que consumam uma quantidade menor de reagentes
e que sejam rapidos e simples quando comparados com outras técnicas de quantificagdo ou monitoramento deste
farmaco. Diferentes métodos para a quantificagdo de MTX sdo descritos na literatura, tais como espectrofotometria
[3], fluorometria [4], cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) [5,6] e polarografia [7,8]. Porém, algumas dessas
técnicas ndo apresentaram boa sensibilidade a baixas concentra¢des do analito, estdo associadas a complicadas técnicas
de pré-concentracdo das amostras, apresentam consumo elevado de reagentes ou baixa frequéncia de amostragem.

O eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) apresenta varias propriedades relevantes, a saber: alta estabilidade,
baixa e estavel corrente de fundo, ampla janela de potencial em meios aquosos e ndo-aquosos, extraordinaria estabilidade
morfologica e microestrutural a altas temperaturas, fraca adsor¢do de moléculas polares, estabilidade de sua resposta e
transparéncia optica nas regides de UV/Vis e IV do espectro eletromagnético [9].

Considerando o exposto, no presente trabalho descreve-se o desenvolvimento de um método para a determinagéo
de MTX em formulagdes farmacéuticas usando a voltametria de onda quadrada (SWV) com um eletrodo de BDD,
tendo sido realizados estudos do efeito de pré-tratamentos eletroquimicos do eletrodo de BDD e de otimizagdo dos
parametros da SWV.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As medidas eletroquimicas foram realizadas com um potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT12 (Eco
Chemie) gerenciado pelo programa computacional GPES 4.9. Utilizou-se um sistema de trés eletrodos, sendo o
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eletrodo de trabalho o eletrodo de BDD (8000 ppm de boro e area de 0,32 cm?), um eletrodo auxiliar de platina e um
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L), ao qual todos os potenciais estdo referidos.

Previamente foram realizados pré-tratamentos do eletrodo de BDD, aplicando-se densidades de corrente da seguinte
maneira: 0,5 A/cm? por 30 s, para o pré-tratamento anddico, e —0,5 A/cm? por 180 s, para o pré-tratamento catodico,
ambos em eletrolito suporte de H,SO, 0,5 mol L™".

Para obtengdo da curva analitica usando a voltametria de onda quadrada (SWV), aliquotas da solug@o padrio de
MTX 25 pmol L' em H,SO, 0,1 mol L' foram adicionadas a célula eletroquimica contendo 10 mL de H,SO, 0,1 mol
L' como eletrolito suporte. Portanto, voltamogramas de onda quadrada foram obtidos apds cada adi¢do da solugéo
padrdo de MTX.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, usando a voltametria ciclica (v =50 mV s') e uma solugdo de MTX 50 umol L' em 10 mL de H,SO,
mol L, foi estudado o efeito dos pré-tratamentos catodico e anodico sobre o sinal analitico (Figura 2). Como pode
ser observado nesta figura, o pré-tratamento catddico do eletrodo de BDD levou a um aumento significativo do sinal
analitico (~2,4 vezes maior) quanto comparado aquele obtido empregando-se o eletrodo com pré-tratamento anddico;
assim, o pré-tratamento catodico foi selecionado como o mais apropriado para determinagdo do MTX. Por outro lado,
utilizando-se a voltametria ciclica, obteve-se um pico de oxidagdo do MTX no potencial de cerca de 0,95V, associado
a um processo irreversivel, pois ndo ha presenca de picos no sentido reverso da varredura de potencial.

—— Pré Tratamento Anodico

10— Pré Tratamento Catodico
8
6
< ]
= 4_
2]
0-

06 08 10 12 14
E/V vs Ag/AgCI

Figura 2: Voltamogramas ciclicos (v =50 mV s™) obtidos para solu¢do de MTX 50 umol L' em eletrolito suporte de
H,SO, 0,1 mol L', empregando-se o eletrodo de BDD apds ser pré-tratamento catodico ou anodico.

Em prosseguimento, foi realizada a investigag@o do efeito dos parametros da SWV utilizando uma solugdo de MTX
2,50 pmol L' em solugdo de H,SO, 0,1 mol L™'. Os valores selecionados para os parametros foram: frequéncia de 75
Hz, amplitude de 45 mV e incremento de varredura de 5 mV.

Finalmente, a curva analitica (Figura 3) foi construida e os registros dos valores de corrente de pico anddico geraram
uma relagdo linear com a concentragdo de MTX no intervalo de 0,10 a 10 umol L™, representada pela equacdo (Ipa/
uA) =0,0125 + 0,604 [MTX]/(umol L") com um coeficiente de correlagdo de 0,998 (n = 3) e um limite de deteccao
de 0,041 umol L' (trés vezes o desvio padrdo de dez brancos dividido pelo coeficiente angular da curva analitica). Em
testes de repetibilidade intra-dias (n = 10), os valores obtidos para o desvio padrio relativo (RSD) foram de 2,58 %,
para uma solugdo de MTX 2,5 umol L', e de 3,46 %, para uma solugdo de MTX 7,5 umol L.
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Figura 3: (A) Voltamogramas de onda quadrada (f= 75 Hz; a = 45 mV; AE = 5 mV) para 0o MTX em H,SO, 0,1 mol
L' nas seguintes concentragdes: branco (A), 0,10 (B), 0,50 (C), 1,0 (D), 2,5 (E), 5,0 (F), 7,5 (G) e 10 umol L' (H).
(B) Curva analitica.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que o tratamento catdédico promoveu um aumento significativo na magnitude do
sinal de corrente, sendo observado um aumento do sinal analitico de cerca de 2,4 vezes. O eletrodo BDD pode ser
aplicado na determinagdo de MTX utilizando-se a técnica de voltametria de onda quadrada, obtendo-se uma boa faixa
linear de concentragdo com limite de detecgdo de 0,041 umol L. Esses resultados indicam que o método desenvolvido
pode ser usado para a determinagdo deste farmaco em amostras farmacéuticas.
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