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RESUMO

Este trabalho relata o desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas utilizando
eletrodo quimicamente modificado por uma rede metalorganica (MOF) formada por ions de
cobre conectados pelo ligante orgéanico &cido benzeno-1,3,5-tricarboxilico (BTC), aqui
denominada Cu-BTC, para determinacdo voltamétrica de captopril (CAP), cisteina (CYS) e
glutationa (GSH). O desenvolvimento desse estudo se deu em fun¢do do pequeno ndmero de
trabalhos encontrados na literatura que fazem uso de MOFs como sensores eletroquimicos para
fins eletroanaliticos, além disso, as espécies organicas a serem determinadas fazem parte de
uma classe de compostos organossulfurados, denominados tidis, de grande importancia
bioquimica. Os desafios para o desenvolvimento de eletrodos modificados com MOFs
concentram-se no fato de que elas, por si s6, ndo sao boas condutoras elétricas, inviabilizando
suas aplicacGes como sensores eletroquimicos. Para que fosse possivel o uso da Cu-BTC como
modificadora de eletrodos sélidos, foi necessario 0 aumento de suas propriedades condutoras,
o qual foi realizado de duas formas: inicialmente, utilizou-se um copolimero condutor de
acrilamida e acrilato de sédio como fixador de Cu-BTC na superficie de um eletrodo de carbono
vitreo (GCE) e esse sensor foi empregado na determinacéo eletroanalitica de CAP e CYS por
voltametria de pulso diferencial (DPV). Para os ensaios voltamétricos de GSH, nanoparticulas
de ouro foram usadas para aumentar a condutividade de Cu-BTC, formando um nanocompasito
de Au@Cu-BTC, que foi utilizado na modificacdo da superficie do GCE. A determinacéo
eletroanalitica de GSH foi feita utilizando-se a técnica de voltametria de onda quadrada (SWV).
Todos esses analitos sdo detectados via formagao de um complexo com o ion Cu(ll) oriundo da
quebra da MOF quando exposta a meios aquosos. Foram analisadas, utilizando as metodologias
desenvolvidas, formulacdes farmacéuticas de CAP, amostras de suplemento alimentar de GSH
e amostras de sangue desproteinizado. Os pHs 6timos encontrados para a realizacdo desses
estudos foram 3,0 para CAP e GSH e 4,0 para CYS. As faixas de trabalho com resposta linear
foram de 0,5-7,0 pmol L (n = 3) para CAP com limite de detecgo de 0,20 umol Lt e 1,0-10,0
umol L (n = 3) para CYS e GSH com limites de deteccdo de 0,25 umol L™ e 0,30 pmol L (n
= 3), respectivamente. As metodologias desenvolvidas apresentaram boa repetibilidade e se

mostraram Uteis na determinacao eletroanalitica desses tidis.

Palavras-chave: Rede metalorganica. Cu-BTC. Tiois. Captopril. Cisteina. Glutationa.

Voltametria de pulso diferencial. VVoltametria de onda quadrada.



ABSTRACT

This work reports the development of electroanalytical methodologies using chemically
modified electrode by a metal-organic framework (MOF) formed by copper ions connected by
the organic ligand benzene-1,3,5-tricarboxylic acid (BTC), here called Cu-BTC, for
voltammetric determination of captopril (CAP), cysteine (CYS) and glutathione (GSH). The
development of this study was due to the small number of papers in the literature that use MOFs
as electrochemical sensors for electroanalytical purposes, in addition, the organic species under
study are part of a class of organosulfur compounds, called thiols, of great biochemical
importance. The challenges for the development of MOFs modified electrodes focus on the fact
that MOFs are not good electrical conductors, which makes their applications as
electrochemical sensors unfeasible. In order to make it possible to use Cu-BTC as a modifier
of solid electrodes surfaces, its conductive properties had to be increased, which was carried
out in two ways. Initially, a conductive copolymer of acrylamide and sodium acrylate was used
as a Cu-BTC immobilizer on the surface of a glassy carbon electrode (GCE) and this sensor
was used in the electroanalytical determination of CAP and CYS by differential pulse
voltammetry (DPV). For the GSH voltammetric assays, gold nanoparticles were used to
increase the conductivity of Cu-BTC, forming an Au@Cu-BTC nanocomposite, which was
used to modify the surface of the GCE. The electroanalytical determination of GSH was
performed using the square wave voltammetry (SWV) technique. All these analytes are
detected via the formation of a complex with the Cu(ll) ion resulting from the breakdown of
MOF when exposed to aqueous media. Pharmaceutical formulations of CAP, GSH dietary
supplement and deproteinized blood samples were analyzed using the developed
methodologies. The optimal pHs found for these studies were 3.0 for CAP and GSH and 4.0
for CYS. The linear dynamic ranges were 0.5-7.0 umol L (n = 3) for CAP with a detection
limit of 0.20 umol L™ and 1.0-10.0 umol L (n = 3) for CYS and GSH with detection limits of
0.25 umol L™ and 0.30 pmol L (n = 3), respectively. The developed methodologies showed

good repeatability and proved to be useful in the electroanalytical determination of these thiols.

Keywords: Metal-organic framework. Cu-BTC. Captopril. Cysteine. Glutathione. Thiols.

Differential pulse voltammetry. Square wave voltammetry.



Esquema 1
Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

LISTA DE ILUSTRACOES

Representacao geral de um tiol como analogo de alcool ou fenol ........
EStrutura do CAP ..o
EStrutura da CY'S ..o

Metabolismo da MET no organismo via TM e TS para biossintese da
CYS. Os numeros representam enzimas ou sequéncias da reacédo: (1)
L-metionina-s-adenosil-transferase;  (2)  Transmetilagdo; (3)
Adenosil-homocisteinase; 4) Cistationina-p-sintase; (5)
Cistationase; (6) Remetilacdo (RM) da HCYS. ATP (Trifosfato de

Y0 LT 0101 | - ) OSSR

Vias do metabolismo da CYS. Os nimeros representam as enzimas:
(1) GCS; (2) CDO; (3) Cisteina sulfinato descarboxilase (CDS); (4)
Aspartato aminotransferase (AST). (ADP) Difosfato de adenosina ....

EStrutura da GSH .....cooooeeeeee

Biossintese da GSH. (1) GLU; (2) CYS; (3) y-glutamil-cisteina; (4)
GLI (5) GSH .

Representacdo esquematica de uma MOF, construida a partir de

ligantes organicos e aglomerados metalicos ............cccccocevvveveeieieennnn,

(A) Estrutura da MOF-5. Os tetraedros azuis representam o0s
aglomerados de ZnOs4, 0s atomos de oxigénio sdo representados por
esferas vermelhas e os de carbono por esferas pretas. A esfera
amarela representa a cavidade do poro da MOF-5. (B) SBU
octaédrica de ZN40(CO2)6 ....eevveeveeieirieirece et

Ligantes organicos comumente usados no processo de sintese de

Série de IRMOFs baseadas da topologia cubica da MOF-5. (A) MOF-
5; (B) IRMOF-8; (C) IRMOF-12; (D) IRMOF-16. Em cada vértice
das estruturas ha uma SBU octaedrica de ZnsO(CO2)6.........ccccvrvvrunne

32

33

36

38

41

42

43



Figura 11

Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

(A) Unidade dimérica cobre-tetracarboxilato. (B) Representagdo
estrutural da Cu-BTC, na qual os &tomos de cobre sao representados

em verde, oxigénio em vermelho e carbonoem cinza .............cccuenee.
Formula estrutural do copolimero de acrilamida e acrilato de sédio ...
Sinal de excitacao do potencial em funcdo do temponaCV ................
Voltamograma ciclico tipico para um processo redox reversivel .........
Voltamograma ciclico para um processo redox irreversivel ................
Sinal de excitac8o €M DPV .......ccccooiiiiieieiic e
Voltamograma tipico de uma analise por DPV ..........ccccccovvevveiciiennn,
Sinal de excitagido €M SWV ..o

Perfis voltamétricos esquematicos das correntes medidas durante os
pulsos de ida (1) e volta (I2) e a diferenca resultante, Al, plotados

contra o potencial em forma de escada ...........ccccovevevevienvein e

Grupos funcionais encontrados na superficie de eletrodos de carbono.
(1) Aril, (2) Eter, (3) Carbonila, (4) Aldeido, (5) Alcool, (6) Lactona,
(7) Acido carboxilico, (8) o-quinona, (9) Fenol e (10) p-quinona.........

(A) Potenciostato/galvanostato Metrohm-Autolab (B) Esquema da
célula de trés eletrodos. (1) Trabalho: Cu-BTC/GCE, Cu-BTC/Au ou
Au@Cu-BTC/GCE, (2) Referéncia: Ag/AgCIl (KCI saturado), (3)
AUXTHAr: FIO B PL ...

(A) GCE sem modificacgdo. (B) GCE apds modificacdo com Cu-BTC
em acrilamida/acrilato de sodio (A concentracdo de MOF utilizada

nesse exemplo foi de 10,0 MY ML™) ..o

Voltamograma ciclico de Cu-BTC/CGE em tampao fosfato 0,1 mol
LE(OH 7,0) vt

Diagrama de Pourbaix do cobre em meio aquoso. SHE (Eletrodo

padrdo de hidrogénio, do inglés Standard Hydrogen Electrode) .........

Voltamogramas ciclicos de Cu-BTC/CGE em tampao fosfato 0,1 mol

L™ para diferentes valores de pH .........ccococveeeeeeeeeceeeeseeee e,

47

51

54

54

56

59

59

60

60

62

67

70

79

81



Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Figura 36

(A)Voltamogramas ciclicos de Cu-BTC/GCE em tampéo fosfato 0,1
mol L (pH 3,0) para diferentes velocidades de varredura. (B)
Comportamento da corrente de pico anddica em fungdo da raiz

quadrada da velocidade de Varredura ...........ccoceeeveeneeieeseeneeie e

(A) Voltamogramas ciclicos de 1,0 mmol L de K3[Fe(CN)s] em
KCl 0,1 mol L? para diferentes velocidades de varredura. (B)
Comportamento da corrente de pico anodica em funcdo da raiz

quadrada da velocidade de varredura ...........cccccveveveeveevieseeseese e

Voltamogramas ciclicos de 1,0 mmol L de CAP em tampao fosfato
0,1 mol L (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE (azul) e em GCE ndo
modificado (vermelho). GCE ndo modificado na auséncia de CAP

Oxidac&o eletroquimica de CAP em Cu-BTC/GCE .........cccccocevrrnene.

Voltamogramas ciclicos de 0,1 mmol L de CAP em tampao fosfato
0,1 mol L*em Cu-BTC/GCE para diferentes valores de pH ...............

Formas de CAP em solugdo aquosa em funcdo do pKa ...........ccceeenee.

(A)Voltamogramas ciclicos de 50,0 umol L™ de CAP em tamp&o
fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE para diferentes
velocidades de varredura. (B) Comportamento da corrente de pico

anodicaem funcdo da velocidade de varredura ..........ccccceecvveevenennne.

Cobertura superficial do eletrodo pelo CAP (nmol cm) em funcéo
da velocidade de varredura (V $0) ....c.ooceueieeececceeeceecee e

Voltamograma de DP de 5,0 pmol L™t de CAP em tamp#o fosfato 0,1
mol L (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE (linha azul). Auséncia de CAP
(L a =W o1 - SRS

(A)Voltamogramas de DP de 10,0 umol L de CAP em tampdo
fosfato 0,1 mol Lt em Cu-BTC/GCE para diferentes valores de pH.

(B) Comportamento da corrente de pico anddica em funcéo do pH ...

(A)Voltamogramas de DP de 5,0 umol L™ de CAP em tampdo fosfato
0,1 mol L (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE para diferentes concentragGes

82

83

84

85

85

86

87

88

88

89



Figura 37

Figura 38

Figura 39

Figura 40

Figura 41
Figura 42

Figura 43

Figura 44

Figura 45

Figura 46

de Cu-BTC. (B) Comportamento da corrente de pico anddica em

funcdo da concentragdo de CU-BTC ......ccccvevviiievieiececce e

(A)Voltamogramas de DP de 10,0 umol L de CAP em tampdo
fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE para diferentes tempos
de deposicdo. (B) Comportamento da corrente de pico anddica em

funcdo do tempo de dePOSIGAD ......ccververriieiiiieiie e

(A)Voltamogramas de DP de para concentragdes crescentes de CAP
em tampdo fosfato 0,1 mol L* (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE. (B)
Comportamento da corrente de pico anodica em funcdo da

CONCENLrAGED & CAP ..o s

Voltamogramas ciclicos de 10,0 pmol L de CYS em tampéo fosfato
0,1 mol L*em Cu-BTC/GCE para diferentes valores de pH ...............

Formas de CY'S em solugdo aquosa em fungdo do pKa .........cccceveenes
Fracdo de distribuicdo (o) das espécies de CYS em funcdo do pH ......
Oxidacdo eletroquimica de CYS em Cu-BTC/GCE ..........cccceeevrvennnne.

Voltamograma de DP de 5,0 pmol L™ de CYS em tampéo fosfato 0,1
mol L (pH 4,0) em CU-BTC/GCE .......cooveeeeeeeeeeeeee s

(A)Voltamogramas de DP de 5,0 pmol Lt de CYS em tampéo fosfato
0,1 mol L (pH 4,0) em Cu-BTC/GCE para diferentes tempos de
deposicdo. (B) Comportamento da corrente de pico anddica em

fungéo do tempo de dePOSIGAD .......evvvrvveueeiriieieeeeee e

(A)Voltamogramas de DP de para concentragdes crescentes de CYS
em tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 4,0) em Cu-BTC/GCE. (B)
Comportamento da corrente de pico anodica em funcdo da

conCentraCdo de CY'S ... e

Voltamograma ciclico de 0,1 mmol L de GSH em tampdo fosfato
0,1 mol L (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE (azul). Cu-BTC/GCE na
auséncia de GSH (Pret0) c...oviiicieccccicceee e

90

91

92

94

95

96

96

97

98

99



Figura 47

Figura 48

Figura 49

Figura 50

Figura 51

Figura 52

Figura 53

Figura 54

Voltamograma ciclico de 0,1 mmol L™ de GSH em tampao fosfato
0,1 mol Lt (pH 3,0) em Cu-BTC/Au (azul). Cu-BTC/Au na auséncia
(o[ Y o (o] (1 ) S

Voltamograma ciclico de 0,1 mmol L de GSH em tampéo fosfato
0,1 mol LT (pH 3,00 em Au@Cu-BTC/GCE (azul). Au@Cu-
BTC/GCE na auséncia de GSH (preto). (B) Voltamograma ciclico de
0,1 mmol L* de GSH em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,0) em
GCE nao modificado (verde). GCE ndo modificado na auséncia de
GSH (VErMEINO) ..o s

Voltamogramas de SW de 10,0 umol L™ de GSH em tampé&o fosfato
0,1 mol L*em Au@Cu-BTC/GCE para diferentes valores de pH .......

Voltamogramas de SW de 10,0 pmol L' de GSH em Au@Cu-

BTC/GCE para diferentes meios na concentragdo de 0,1 mol L em

(A)Voltamogramas de SW de 10,0 umol L™ de GSH em tampao
fosfato 0,1/ mol L (pH 3,0) em Au@Cu-BTC/GCE para diferentes
concentracdes de Au@Cu-BTC. (B) Comportamento da corrente de

pico anddica em funcdo da concentracdo de Au@Cu-BTC .................

(A)Voltamogramas de SW de 10,0 umol L™ de GSH em tampao
fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) em Au@Cu-BTC/GCE para diferentes
tempos de deposicdo. (B) Comportamento da corrente de pico

anodica em funcao do tempo de depPOSICAD ......cveververeerierieiieieieiene

(A)Voltamogramas ciclicos de 5,0 pmol L de GSH em tampao
fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) em Au@Cu-BTC/GCE para diferentes
velocidades de varredura. (B) Comportamento da corrente de pico

anodica em funcédo da velocidade de varredura ...........ccccceeceveevcnennnne.

(A)Voltamogramas de SW de 10,0 umol L™ de GSH em tampao
fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,0) na presenca de cobre disponivel em
diferentes condi¢Ges. Au@Cu-BTC/GCE (vermelho) e GCE néo

modificado com 10,0 pmol L de fon cobre em solugéo (preto) ..........

101

102

104

105

105

106

107



Figura 55

(A)Voltamogramas de SW para concentracOes crescentes de GSH em
tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) em Au@Cu-BTC/GCE. (B)
Comportamento da corrente de pico anodica em funcdo da

CONCENLraGao A& GSH .......ccoiiiiiiii s



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13
Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

LISTA DE TABELAS

Propriedades fisico-quimicas do CAP ..........cccvievviieiieeie e

Métodos convencionais de andlise utilizados na determinacdo de CAP

em amostras bioldgicas e formulagdes farmacéuticas ..........ccocvverveenene.

Sensores eletroquimicos utilizados na determinacdo de CAP em

amostras farmacéuticas e biolOgIiCas ..........cevvereiiierereie e
Propriedades fisico-quimicas da CYS ........cccccoviiveieieiene e

Métodos convencionais de anélise utilizados na determinacdo de CYS

em amostras farmacéuticas e biol0gicas ..........ccccevvevveveiie i,

Sensores eletroquimicos utilizados na determinacdo de CYS em

amostras farmacéuticas e biolOgiCas ..........cccccvviveieeri e
Propriedades fisico-quimicas da GSH ...........c.ccceeeviiieveccc e,

Métodos convencionais de andlise utilizados na determinacdo de GSH

em amostras farmacéuticas e biol0gicas .........cccccevevivevvcieiieci e,

Sensores eletroquimicos utilizados na determinacdo de GSH em

amostras farmacéuticas e biolOgICas ..........cccvevviveeiveri e

Eletrodos modificados por MOFs usados na determinacdo

eletroanalitica de analitos organicos € iNOrganicCos ...........ccceeverveeverreene.

Eletrodos modificados com Cu-BTC usados na determinacao

eletroanalitica de eSpPEcies OrganiCas ..........ccocereereneienenereeese e

Eletrodos modificados com AuNPs usados na determinacdo

eletroanalitica de espécies organicas e inorganicas ............cccoceevveevvernennn.
Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados ...........cccocevcenienininninnne.
Eletrodos modificados utilizados na determinagdo de CAP por DPV .....

Determinagdo de CAP em amostra de comprimido (25,0 mg por

comprimido) pelo método de reCUPEraGan ..........cvvveeeriereerierieniesiesrenneans
Eletrodos modificados utilizados na determinagdo de CYS por DPV .....

GCEs com e sem modificagéo utilizados na determinagéo de GSH ........

29

30

31

35

36

36

40

41

49

50

52

65

93



Tabela 18

Determinacdo de GSH em amostra de sangue desproteinizada e em

suplemento diario de GSH .........cccovieiieie s



ADP
ANVISA
AST

ATP
Au@Cu-BTC

AUNPs
BDD
BPF
BRA
BTC
CAP
CDO
CPE
CSD
CST
Cu-BTC

Ccv
CYS
DMF
DPV
ECA
GCE
GCS
GLlI
GLU
GSH
GSSG

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Difosfato de adenosina

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
Aspartato aminotransferase

Trifosfato de adenosina

Rede metalorgénica feita de nanoparticulas de ouro e cobre com
acido benzeno-1,3,5-tricarboxilico
Nanoparticulas de ouro

Diamante dopado com boro

Fator de potenciacédo da bradicinina
Bradicinina

Acido benzeno-1,3,5-tricarboxilico
Captopril

Cisteina dioxigenase

Eletrodo de pasta de carbono

Cisteina sulfinato descarboxilase

Cistina

Rede metalorganica feita de cobre com acido benzeno-1,3,5-
tricarboxilico

Voltametria ciclica

Cisteina

Dimetilformamida

Voltametria de Pulso Diferencial

Enzima conversora da angiotensina
Eletrodo de carbono vitreo
v-Glutamilcisteina sintetase

Glicina

Acido glutamico

Glutationa

Dissulfeto de glutationa



GST
HCYS
HKUST-1
IRMOFs
LOD
LDR
MET
MOFs
MWCNT
NAC
PVP

RM
SBUs
SEM
SWv
TAU
TEM
TEP
TGA
™

TS

Glutationa sintetase

Homocisteina

Hong Kong University of Science and Technology

Redes metalorganica isorreticulares
Limite de detecgéo

Faixa linear de trabalho

Metionina

Redes metalorganicas

Nanotubos de carbono de paredes multiplas
N-acetilcisteina

Polivinilpirrolidona

Remetilacéo

Unidades de construcdo secundaria
Microscopia eletronica de varredura
Voltametria de Onda Quadrada
Taurina

Microscopia eletronica de transmissao
Teprotideo

Analise termogravimétrica
Transmetilagéo

Transulfuragéo



2.1
2.2
2.2.1
2211
2212
2.2.2
2221
2.2.2.2
2.2.2.3

2224
2.2.3
2231
2.2.3.2
2.2.3.3
2.2.34
2.3
23.1
2.3.2
2.3.3
2.34
2.35
2.4

2.5

2.6
2.6.1
26.11
2.6.1.2

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt 21
REVISAO DA LITERATURA .....oooveveeeeeeeeeveevee et 24
Compostos organossulfurados ...........ccccveiveveeie e, 24
THOUS vttt 24
(OF> T (0] o 1 | SRR 25
Caracteristicas farmacol0giCas ...........cccccevveiierieereiie e 27
Métodos de analise de captopril ..........cccovieieeii i 28
CHSEEING .ttt 30
BioSSINtese da CISTEING .......cceivriiiiiiiee e 31
Importancia bioldgica da CiSteina ..........ccceveveieniirieiiceeee e 33

Implicagdes do uso de cisteina como suplemento alimentar na saide

PUMBNA ..o bbb nne s 34
Métodos de analise de CISteiNga .........cccceeveeieiiieiieieeee e 35
GIULALIONEA ...t 36
Biossintese da glutationa ............ccccvvvviiineieie e 37
Funcdes bioldgicas da glutationa ...........ccoeeveereieiincneeeee e 38
Glutationa e a salde NUMANA ........cccovveiirieieieie e 39
Métodos de analise de glutationa ...........cccevceveieiiieieeieieie e 40
As redes MetalorganiCas ... 41
Métodos de Sintese de MOFS ........ccoovirieinieerere s 44
Caracterizagdo de MOFS ..o s 46
A MOF de [Cuz(BTC)2(H20)3]n sveverereerereeerirereeienesieneseeresesieseneeseseenees 47
Aplicabilidade das MOFs e uso como sensores eletroquimicos ............ 48
Uso de Cu-BTC como sensor eletroquimiCo .........ccccvevveeeieenieaeesieene. 49
Copolimero de acrilamida e acrilato de sOdio .........ccccovevviveiverircnnene, 50
Nanoparticulas de OUF0 .........ccecuviieiieie e 51
Técnicas voltamétricas aplicadas a eletroanalise ............c.cccccveiveene, 53
Voltametria CiCHICA ........cooviieeee e 54
Influéncia do pH na voltametriaciclica ............cccooeviiieiciicicceceee 56

Estudo de processos de adsorcéo por voltametria ciclica .............c......... 57



2.6.2
2.6.3
2.7
2.8
2.9

3.1
3.2
321
3.2.11
3.2.1.2
3.2.1.3
3.2.14
3.2.15
3.2.1.6

3.2.2

3.2.21
3.2.2.2
3.2.2.3
3.2.24
3.2.25
3.2.2.6
3.2.2.7
3.2.2.8
3.2.29

3.2.2.10

3.2.211

Voltametria de pulso diferencial .............cccoooviiiiiiiiic i 59
Voltametria de onda quadrada ...........cccoccveviiiie i 60
Eletrodos solidos em eletroanaliSe ...........cccocvveviieiieieiein v 60
Eletrodos quimicamente modificados ..........ccccovevieienieniinnese e, 63
ODJETIVOS ..ot 64
PARTE EXPERIMENTAL ..o 65
REAGENTES ... 65
Materiais € MELOUO ......coveveieiecie e 66
oL =] g T USROS 66
Polimento dos eletrodos ..o 66
Filtracdo das amostras COMErCIAIS ........cccvvereeriesieeseerie e e eeesee e 66
Pesagem das @amMOSLIAS .........ccuecueeieiieieeie e 66
Medidas de pH das solugoes-tampao ..........ccccvevveieeieeriesie e 66
Experimentos eletroqUimICOoS ..........ccovevveiieiecie e 67

Caracterizacdo das nanoparticulas de ouro e das MOFs de Cu-BTC e

AUGCU-BTC ...t 68
MIELOO ... 68
Sintese das nanoparticulas de OUI0 .........cccccveieeveeciecie s 68
Sintese dos nanocompdsitos de AU@CU-BTC ........cccocvvvvveiiecievieerieennn, 69

Preparo do modificador de Cu-BTC em acrilamida/acrilato de sédio ... 69

Pré-tratamento mecénico e ativacéo eletroquimica do GCE ................. 69
Modificacdo do GCE para estudos eletroquimicos ..........ccceveveieninnens 70
Modificacdo do eletrodo de ouro para estudos eletroquimicos .............. 71
Preparo das solugfes-tampao fosfato ..........cccoveveieiieiiiinneee e 71
Estudos de voltamétrica ciclica no GCE modificado com Cu-BTC ........ 71

Estudos de voltamétrica ciclica em Cu-BTC/GCE na presenca de
CAPLOPIIL oo 72
Estudos de voltamétrica de pulso diferencial em Cu-BTC/GCE na
presenca de Captopril .........cooveiiiiciicce e 73

Preparo e analise da amostra real de captopril em Cu-BTC/GCE por



3.2.2.12

3.2.2.13

3.2.2.14

3.2.2.15

3.2.2.16

3.2.2.17

3.2.2.18

4.1

41.1

4.1.2

4.1.3

4.1.4

4.1.5

4.1.6

4.1.7

4.1.8

4.1.9

Estudos de voltametria ciclica em Cu-BTC/GCE na presenca de
CISTEINA ..ttt
Estudos de voltametria de pulso diferencial em Cu-BTC/GCE na
PresenGa de CISTEING ......ecve e
Estudos de voltametria ciclica em Cu-BTC/GCE na presenca de
GIUTALIONA ...
Estudos de voltametria ciclica no eletrodo de ouro modificado com Cu-
BTC na presenga de glutationa ............ccocueeienineninienieeee e
Estudos de voltametria ciclica no GCE modificado com Au@Cu-BTC
na presenca de glutationa ...........coceeiieiiiienie s
Estudos de voltametria de onda quadrada em Au@Cu-BTC/GCE na
presenca de glutationa ...........ccccoveieeiicie i
Preparo e andlise por SWV das amostras reais de glutationa..................
RESULTADOS E DISCUSSAO .....oovvuriiririreneesneeseesssssssesesnees
EStudos emM CU-BTC ..o
Estudo de CV das propriedades eletroquimicas de Cu-BTC/GCE ........
Influéncia do pH na resposta eletroquimica de Cu-BTC/GCE ............
Efeito da velocidade de varredura na corrente de pico anddica de Cu-
BTC/GCE ...ttt
Estudos de oxidacao eletroquimica de CAP em Cu-BTC/GCE por CV
Influéncia do pH na oxidacdo eletroquimica de CAP em Cu-
BTC/GCE ..ot
Efeito da velocidade de varredura na corrente de pico anddica de
CAP €M CU-BTC/GCE ......ooiiiiiiieieie s
Estudos de oxidacao eletroquimica de CAP em Cu-BTC/GCE por

Influéncia do pH na intensidade da corrente de pico anddica de CAP
em CU-BTC/GCE POr DPV ..ot
Efeito da concentracdo de Cu-BTC e do tempo de deposicdo na
intensidade da corrente de pico anddica de CAP em Cu-BTC/GCE

74

74

75

76

76

76

77

79

79

79

80

82

83

85

87

88

89



4.1.10

4111
4.1.12

4.1.13

4.1.14

4.1.15

4.1.16

4.1.17

4.2

4.3

43.1

4.3.2

4.3.3

43.4

4.3.5

Determinacdo dos paradmetros analiticos para a oxidagao
eletroquimica de CAP em Cu-BTC/GCE por DPV ......cccccccvvvveincnnene. 91
Determinacao de CAP em amostras farmacéuticas .............ccccceceveenee. 93

Estudos de oxidacao eletroquimica de CYS em Cu-BTC/GCE por CV

................................................................................................................. 94
Influéncia do pH na oxidacéo eletroquimica de CYS em Cu-BTC/
GCE et 94
Estudos de oxidacdo eletroquimica de CYS em Cu-BTC/GCE por
PV e ———————— 97
Efeito do tempo de deposi¢cdo na intensidade da corrente de pico
anodica de CYS em Cu-BTC/GCE por DPV ......ccccooviiiiniinineiciens 97

Determinacdo dos parametros analiticos para a oxidacdo
eletroquimica de CYSem Cu-BTC/GCE por DPV .......ccccoecvvevveiieennene. 98
Estudos de oxidagao eletroquimica de GSH em Cu-BTC/GCE por CV
................................................................................................................. 100

GV 101

POF CV et 102
A influéncia do pH na resposta eletroquimica de GSH em Au@Cu-
BTC/GCE POI SWV ... 103
Efeito da concentracdo de Au@Cu-BTC e do tempo de deposi¢céo na

intensidade da corrente de pico anoddica de GSH em Au@Cu-

BTC/GCE POF SWV ...t 105
Efeito da velocidade de varredura na oxidagcdo de GSH em Au@Cu-

BTC IGCE ..o e 106
Determinacdo dos parametros analiticos para a oxidacdo

eletroquimica de GSH em Au@Cu-BTC/GCE por SWV ........ccccveuee. 108
Determinacao de GSH em amosStras reais ........cccocevvereereeseerieseesnenns 110
CONCLUSOES ....vtvirimiiiieiesiesies s 112
REFERENCIAS ..ottt se s 113
ANEXO A - IMAGENS DE MICROSCOPIA E ANALISES. .......... 146

ANEXO B - ARTIGOS PUBLICADOS .......cccccooiiiiiiiinieicncieens 149



21

1 INTRODUCAO

Compostos organossulfurados constituem uma classe de moléculas organicas que
contém, pelo menos, uma ligacdo covalente entre carbono e enxofre (CREMLYN, 1996).
Dentre o grande namero de compostos organossulfurados existentes, destacam-se os tidis,
analogos de alcoois e fendis nos quais o atomo de oxigénio é substituido por um atomo de
enxofre (STOKER, 2012). Os tiois constituem uma grande classe de compostos, naturais ou
sintéticos, que apresentam como caracteristica principal o forte odor que exalam como, por
exemplo, o etanotiol e o butan-1-tiol, usados como odorantes do gés de cozinha (FINK, 2012;
DIKSHITH, 2011), ou, por outro lado, podem apresentar aromas agradaveis quando em baixas
concentracbes como, por exemplo, o 2-furfuriltiol e a 4-mercapto-4-metilpentan-2-ona,
responsaveis pelos aromas de cafés e vinhos, respectivamente (HERDERICH et al., 2011,
DAVIS & QIAN, 2011).

Muitos tidis possuem importancia bioldgica e farmacéutica. Exemplos desses tidis
incluem a cisteina (CYS, do inglés Cysteine), um aminoacido ndo essencial que desempenha
importante papel na bioguimica de proteinas e peptideos menores (DARDEVET, 2016), a
glutationa (GSH), um antioxidante hidrossoltvel presente em grandes quantidades nas células
animais (PIZZORNO, 2014), o captopril (CAP), um farmaco usado principalmente no controle
da pressdo arterial (CAPTOPRIL, 2020), a N-acetilcisteina (NAC), um metabdlito da CYS
produzido dentro do corpo humano usado principalmente no tratamento de envenenamento por
acetaminofeno (PRESCOTT & CRITCHLEY, 1983) e a penicilamina, um medicamento
antirreumatico usado no tratamento de pacientes com artrite reumatoide ativa
(PENICILAMINA, 2020).

Em funcdo da importancia bioguimica de muitos tidis, cresceu-se o interesse no
desenvolvimento de métodos de monitoramento de rotina da concentracdo desses compostos
em amostras bioldgicas e formulagGes farmacéuticas (TZANAVARAS, 2010). Diversos
métodos convencionais de analise instrumental, tais como espectrofotométrico (KARLICEK &
SOLICH, 1998; ZAlA et al., 1999; TSIOMLEKTSIS, 2010), fluorimétrico (IMAIl et al., 1983;
KARAKOSTA, 2009), quimiluminescente (ZHANG et al.,, 1996) e cromatografico
(BAHMAEI et al., 1997; SYPNIEWSKI & BALD, 1996) sdo relatados na literatura como Uteis
na determinagdo desses tiois em niveis de trago.

Métodos eletroquimicos, por sua vez, tém ganhado amplo uso na analise de tragcos como
alternativa aos métodos convencionais, pois algumas técnicas voltamétricas classificam-se

entre 0S meios mais sensiveis para medi¢do direta da concentracdo de analitos, aléem de
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fornecerem informac@es sobre os estados de oxidacdo das espécies quimicas envolvidas e 0
reconhecimento de efeitos de complexacdo (COMPTON & BANKS, 2018). Outra
possibilidade é a fabricacdo de dispositivos portateis que podem ser utilizados no
monitoramento continuo dessas espécies bioativas (AREIAS et al., 2016a).

Trabalhos utilizando voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) (AREIAS
et al., 2016a; AREIAS et al., 2015; LEE et al., 2014; ENSAFI & ARABZADEH, 2012),
voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés Differential Pulse Voltammetry) (ZARGAR
et al., 2015; HOSSEINI et al., 2013a; ENSAFI et al., 2011b) e voltametria de onda quadrada
(SWV, do inglés Square Wave Voltammetry) (VITORETI et al., 2014) em eletrodos com e sem
modificacdo de superficie foram relatados na literatura como simples, rapidos e sensiveis o
bastante para deteccdo de tidis de interesse biologico e farmacéutico em niveis de traco.

O interesse pelo uso de técnicas voltamétricas na determinacédo eletroanalitica de tidis
pode ter aumentado consideravelmente nos Gltimos anos, mas ainda sdo poucos os relatos na
literatura de trabalhos que se utilizam de redes metalorganicas (MOFs, do inglés Metal-Organic
Frameworks) como modificadoras de eletrodos sélidos para esse fim (KUMAR et al., 2015,
POURNARA et al., 2019). Isso pode estar associado ao fato de que MOFs convencionais ndo
sdo boas condutoras elétricas devido, principalmente, ao carater isolante de seus ligantes
organicos (SADAKIYO et al., 2009), por esse motivo, houve um crescimento no interesse pela
sintese de MOFs dopadas com outros materiais, tais como nanoparticulas, espécies ibnicas e
nanotubos, permitindo que propriedades eletronicas fossem nelas induzidas, possibilitando sua
utilizacdo como sensores eletroquimicos (KUMAR et al., 2015). Consequentemente, trabalhos
recentes relatam o uso de MOFs amino-funcionalizada (WANG et al., 2014), dopada com
nitrogénio (CUI et al., 2014) e com nanoparticulas de ouro e silica (HOSSEINI et al., 2013a)
como modificadores de eletrodos solidos na determinacao de analitos organicos e inorganicos.

Neste trabalho, discute-se 0 uso de uma MOF formada por ions de cobre conectados
pelo ligante organico acido benzeno-1,3,5-tricarboxilico (BTC) — Cuz(BTC)2, HKUST-1 ou
Cu-BTC — como modificadora da superficie de eletrodos solidos na determinacdo de tidis
bioativos, como CAP, CYS e GSH. Para isso, foi necessario o aumento das propriedades
eletrénicas de Cu-BTC antes da modificacdo da superficie eletrodica, que foi realizado de duas
formas, ou seja, foram preparados dois modificadores diferentes. O primeiro foi através do uso
de uma solucéo aquosa de um copolimero de acrilamida e acrilato de sodio como dispersante
de Cu-BTC comercial e 0 segundo foi através da sintese de Cu-BTC dopada com nanoparticulas
de ouro (Au@Cu-BTC), a qual foi dispersa em uma solucgédo alcoolica de dimetilformamida

(DMF). No primeiro caso, a MOF comercial dispersa no copolimero de acrilamida e acrilato de
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sodio foi usada na determinacdo eletroanalitica de CAP e CYS por DPV. No segundo caso,
Au@Cu-BTC foi usada na determinacdo de GSH por SWV. O eletrodo solido utilizado em
ambos os estudos foi, especificamente, um eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés Glassy
Carbon Electrode), embora também tenha sido testado, em alguns momentos, em eletrodo de
ouro. As metodologias desenvolvidas foram aplicadas na anélise de comprimidos, para o CAP,

e de amostras de sangue desproteinizadas e suplemento alimentar, para a GSH.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Compostos Organossulfurados

Os compostos organossulfurados podem ser definidos como moléculas que possuem
uma ou mais ligacdes carbono-enxofre (CREMLYN, 1996). Eles estéo presentes em diversos
locais, inclusive no espaco interestelar (OPPENHEIMER & DALGARNO, 1974) no interior
de vulcdes (DE ROSA et al., 1975) e nas profundezas dos oceanos (MOORE, 1971).

Os compostos organossulfurados podem ser encontrados naturalmente na forma de
certos aminoacidos, tais como CYS e metionina (MET), do tripeptideo GSH, de enzimas,
coenzimas, vitaminas e horménios (CREMLYN, 1996). Outros compostos organossulfurados
de interesse incluem o gas mostarda — sulfeto de bis(2-cloroetil) — um potente agente quimico
de guerra com potencial carcinogénico (DOI et al., 2011), a cefalosporina e a penicilina,
poderosos antibioticos (PICHICHERO, 2006). Compostos organossulfurados sintéticos podem
incluir as polissulfonas, uma classe de polimeros com alta estabilidade térmica e oxidativa
(ROSE, 1974), os politiofenos, compostos heterociclicos amplamente utilizados como
substratos para sintese de muitos produtos agroquimicos e farmacéuticos (SWANSTON, 2006)
e alguns solventes organicos, tais como o dimetil sulfoxido. Dentre os diversos tipos de

compostos organossulfurados existentes, a classe dos tidis recebe destaque neste trabalho.
2.2 Tibis

Tiois, tioalcoois ou mercaptanas (R—SH) sdo compostos organossulfurados analogos de
alcoois e fenois nos quais 0 &tomo de oxigénio é substituido por um atomo de enxofre (Esquema
1) (STOKER, 2012).

Esquema 1 — Representacgéo geral de um tiol como analogo de alcool ou fenol
R-OH ;—‘S’> R-SH
alcool tiol
Ar —OH ;—‘S’> Ar —SH
fenol tiol

Fonte: STOKER (2012)

H& um grande numero de tidis naturais ou sintéticos com diferentes caracteristicas e

aplicacfes. Muitos tidis tém como principal caracteristica o forte odor que exalam. O 3-metil-
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butan-1-tiol, por exemplo, é encontrado nas glandulas perianais de cangambas (Mephitis
mephitis) e Ihes conferem o mau cheiro (ANDERSEN & BERNSTEIN, 1975) e o 2-propanotiol
estd presente no odor do alho (KUWATA et al., 1982). Para alguns tidis, como a 4-mercapto-
4-metilpentan-2-ona, presente nos vinhos Sauvignon Blanc (DAVIS & QIAN, 2011), e o 2-
furfuriltiol, presente no aroma do café fresco (HERDERICH et al., 2011), o odor varia de
agradavel em baixos niveis a desagradavel em altos niveis.

Devido aos seus fortes odores, os tidis, como o butan-1-tiol e o etanotiol, sdo utilizados
como agentes de alerta para vazamentos de gas liquefeito de petroleo (FINK, 2012). Ha também
outras aplicacdes de tidis que ndo estdo diretamente relacionadas a seus fortes odores como, por
exemplo, a utilizacdo do 2-mercaptobenzotiazol como acelerador na vulcanizacdo da borracha
(DOGADKIN et al., 1958) ou como inibidor de corrosdo (CEN et al., 2019).

Muitos tidis sdo compostos bioativos, ou seja, podem ser encontrados naturalmente em
sistemas bioldgicos ou usados como farmacos (MOIDOVEANU & DAVID, 2002).

Tidis bioativos constituem uma classe importante de compostos de interesse bioldgico
e farmacéutico. Alguns deles sdo poderosos antioxidantes que protegem as células contra as
consequéncias dos danos induzidos pelos radicais livres, tais como a GSH e o acido
dihidrolipdico (SEN & PACKER, 2000; WLODEK, 2002), outros como CAP e NAC, podem
ser utilizados como medicamentos na prevencao e tratamento de numerosos distdrbios cronicos
(BOWMAN et al., 1983; PRESCOTT & CRITCHLEY, 1983; CAPTOPRIL, 2020).

Dentre o grande nimero de tiois bioativos, naturais ou sintéticos, recebem destaque
neste trabalho o CAP, a CYS e a GSH.

2.2.1 Captopril

O CAP (Figura 1) é um farmaco indicado no tratamento de pacientes com hipertensao,
insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto do miocardio e nefropatia diabética (doenca renal
causada por diabetes) (CAPTOPRIL, 2020).

Figura 1 — Estrutura do CAP
CH;
SH O

CN; wCOOH

Fonte: CREMLYN (1996)
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Seu uso e sua venda sdo autorizados e regulamentados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a partir da portaria n° 3.916, de 30 outubro de 1998 do
Ministério da Saude (BRASIL, 1998).

As principais propriedades fisico-quimicas do CAP estdo resumidas na Tabela 1.

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do CAP

Propriedades Caracteristicas
Aparéncia P¢ cristalino branco
Nomenclatura (IUPAC) Acido (25)-1-[(2S)-2-metil-3-sulfanilpropanoil]
pirrolidino-2-carboxilico
Massa molar 217,29 g mol*
Solubilidade em &gua 190,0 g L (25°C)
Ponto de fuséo 103-104°C

Fonte: Dados obtidos do Sistema de Informagées PUBCHEM (2020a)

O CAP foi inicialmente sintetizado a partir de peptideos naturais extraidos do veneno
da jararaca (Bothrops jararaca) (CUSHMAN et al., 1977). A historia da sua sintese teve como
ponto de partida a descoberta da bradicinina (BRA), um hipotensor e espasmogénico da
musculatura lisa, gerada no plasma sanguineo a partir da exposicao deste ao veneno da Bothrops
jararaca (ROCHA E SILVA et al., 1949). Embora fosse conhecida desde a década de 1940, foi
s0 a partir do inicio da década de 1960 que a estrutura quimica da BRA foi elucidada (ELLIOTT
etal., 1960) e, com isso, pdde ser sintetizada em laboratorio (BOISSONAS, 1962). No entanto,
as propriedades hipotensoras da BRA sintética eram completamente distintas daquela gerada
pelo veneno. Foi s6 em 1965 que um pesquisador brasileiro observou que no veneno
propriamente dito havia um potente fator de potencializacdo da BRA (BPF, do inglés
Bradykinin Potentiating Factor) (FERREIRA et al., 1965).

O BPF foi descrito como uma familia de pequenos peptideos que atuavam na inibigdo
de enzimas inativadoras da BRA (FERREIRA et al., 1965). Uma vez que o maior sitio de
inativacdo da BRA era semelhante ao da enzima conversora da angiotensina (ECA), uma enzina
que atua no controle da pressao arterial (ERDOS & WOHLER, 1963), o BPF passou entédo a
ser estudado como inibidor da ECA. Do BPF foram isolados alguns peptideos, dos quais 0
teprotideo (TEP), um nonapeptideo, foi o que apresentou maior habilidade em inibir a

conversdo da angiotensina | em angiotensina Il (FERREIRA et al., 1970). Uma vez que o TEP
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ndo era aceitavel do ponto de vista clinico, pois ndo era oralmente ativo, seguiram-se estudos
para obtencédo de derivados sintéticos inspirados no TEP.

A contribuicdo fundamental para a obtencéo desses derivados sintéticos veio do estudo
envolvendo a sintese de inibidores ndo-peptidicos da carboxipeptidase-A, uma metaloenzima
dependente de zinco (BYERS et al., 1972), semelhante a ECA. Esse enfoque orientou um grupo
de cientistas a incluirem um grupamento tiol primario no protoétipo, de forma a favorecer as
interacOes efetivas do candidato a farmaco com a enzima-alvo, explorando a forte interacdo
entre enxofre e zinco. Com isso, o0 CAP pdde ser sintetizado a partir da substituicdo do
grupamento carboxilico terminal do derivado peptidico pelo grupamento tiol correspondente
(CUSHMAN et al., 1977).

2.2.1.1 Caracteristicas farmacoldgicas

Comercialmente vendido sob diversos nomes fantasia, tais como CAPOTRINEO®,
CAPOX®, CAPTOLAB® dentre outros, 0 CAP pode ser encontrado na forma de comprimidos
de 12,5 mg, 25 mg e 50 mg para administracdo oral (CAPTOPRIL, 2020). Suas caracteristicas

farmacoldgicas incluem:

Mecanismo de Acéo

Seu mecanismo de acdo hipotensora no organismo ocorre basicamente na sua eficécia
de inibicdo da ECA provocando o relaxamento dos vasos sanguineos, reduzindo a pressao
arterial (KOROLKOVAS, 1988).

Farmacocinética

A administracdo de doses terapéuticas de comprimidos de CAP deve ser feita uma hora
antes das refeicfes, uma vez que a presenca de alimentos no trato gastrointestinal pode reduzir
a absorcdo do farmaco em cerca de 30 a 40% (SINGHVI et al., 1982). Apds ingestdo de uma
dose individual do medicamento, observa-se reducdo da pressao arterial em um periodo de 60
a 90 minutos. Para se atingir efeitos terapéuticos maximos, o tratamento pode se estender por
varias semanas. Uma vez no organismo, em um periodo de 24 h, mais de 95% da dose absorvida
é eliminada na urina, na qual 40 a 50% sdo medicamentos inalterados e o restante sdo
metabdlitos do CAP (ONOYAMA et al., 1981).



28

Posologia
Para pacientes com hipertensao, recomenda-se aos profissionais que o tratamento com

CAP seja iniciado com a dosagem de 50 mg do farmaco uma vez ao dia (u.v.d) ou de 25 mg
duas vezes ao dia (d.v.d). Ndo havendo reducéo satisfatoria da pressdo sanguinea apds duas ou
mais semanas, a dosagem pode ser aumentada para 100 mg u.v.d ou 50 mg d.v.d, acompanhada
da restricdo no consumo de sodio. Se, apos algumas semanas, a pressdo sanguinea ainda ndo
seja satisfatoriamente controlada, pode-se administrar um diurético (por exemplo,
hidroclorotiazida, 25 mg ao dia) juntamente com CAP. O aumento da dosagem de CAP pode
ser novamente necessario, mas ndo deve exceder a quantidade diaria de 450 mg (CAPTOPRIL,
2020).

No tratamento da insuficiéncia cardiaca, a dose diaria inicial recomendada a maioria dos
pacientes € de 25 mg d.v.d ou trés vezes ao dia (t.v.d). A dosagem pode aumentar para 50 mg
d.v.d ou t.v.d caso uma resposta satisfatoria ndo seja alcancada. Se o paciente ainda ndo
apresentar melhora clinica, a dose pode ser aumentada gradativamente apds duas semanas,
desde que ndo ultrapasse uma dosagem didria maxima de 450 mg (CAPTOPRIL, 2020).

Para pacientes que sofrem de disfuncdo ventricular esquerda apos infarto do miocéardio,
recomenda-se que a terapia seja iniciada trés dias apés o infarto. Apos dose inicial de 6,25 mg,
o tratamento com CAP deve ser seguido com a administracdo de 12,5 mg do farmaco t.v.d. A
dose deve entdo ser aumentada para 25 mg t.v.d e novamente até atingir uma dose alvo de 50
mg t.v.d. O tratamento pode ser feito concomitantemente com a administragao de tromboliticos,
aspirina e bloqueadores beta (CAPTOPRIL, 2020).

Para pacientes que apresentem nefropatia diabética, a dose recomendada de CAP para
uso prolongado é de 25 mg t.v.d. Todos os tratamentos devem ser realizados sob supervisdo
médica (CAPTOPRIL, 2020).

Contraindicacdes

Seu uso ndo é recomendado para pacientes com hipersensibilidade a inibidores da ECA,
assim como para gestantes, uma vez que a sua atuacao na inibicdo da ECA pode causar lesdes

e morte ao feto em desenvolvimento (SADECK et al., 1997).
2.2.1.2 Métodos de analise de captopril

E comum, durante o desenvolvimento de um novo farmaco, a realizacio de estudos

quimicos detalhados sobre controle de qualidade, estabilidade, identificacdo e ensaios clinicos
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(SCHIRMER, 1982). Tais estudos promoveram o desenvolvimento continuo de métodos de
analise (BASELT & CRAVEY, 1995). Em hospitais, a andlise de medicamentos é normalmente
empregada para monitoramento terapéutico e toxicologia de emergéncia (BASELT, 1987).
Com base nessas observacOes, € importante que métodos adequados de analise devam ser
aplicados a compostos bioativos, tanto para a determinacdo dos principios ativos em
formulacdes farmacéuticas quanto para ensaios clinicos em amostras bioldgicas.

Varios métodos quantitativos de analise instrumental para determinacdo de CAP em
formulagdes farmacéuticas sdo descritos na literatura. Tais métodos podem ser Gteis no controle
de qualidade sobre a correta dosagem do medicamento (NAVEDD, 2013).

Além da determinacdo de CAP em formulagdes farmacéuticas, os métodos de analise
instrumental também podem ser usados no estudo da farmacocinética de CAP no organismo
por analise de amostras bioldgicas, tais como plasma ou urina (KAWAHARA et al., 1981).

A Tabela 2 resume alguns trabalhos da literatura que utilizam métodos convencionais

de analise instrumental na determinacdo de CAP em amostras farmacéuticas.

Tabela 2 — Métodos convencionais de analise utilizados na determinacdo de CAP em

amostras bioldgicas e formulagdes farmacéuticas

Método LDR? LODP Referéncia
Espectrofotométrico 10,0 -50,0 ugmL?* 0,66 ugmL*  EL-ENANY etal., 2008
Fluorimétrico 0-20mgL* 23 gLt KARAKOSTA, 2009
Quimiluminescente 1-200 ymol L*  0,2mmol L™ ZHANG et al., 1996
Quimiluminescente 20 — 150 pmol L* 2 umol L? LIMAetal., 2016
Espectrofotométrico 0,1-15ugmL? 20 ng mL? EL-SHABRAWY et al.,
2004
Fluorimétrico 0,92 — 460 umol L* 0,18 pmol L™ SHl et al., 2018
Quimiluminescente  0,3-150pugmL? 0,05 ug mL*? FU etal., 2017
Cromatografico 50 — 1200 ng mL*! 10ngmL?  SYPNIEWSKI et al., 1996
Cromatografico 5-500 ng mL* 2ng mL* Ll etal., 1996

3 Faixa de trabalho linear. ® Limite de detecgéo (As siglas vém do inglés).

Fonte: O autor (2020)

Além dos métodos de analise instrumental até aqui relatados, métodos eletroquimicos
tém avancgado bastante no campo da analise de farmacos como o CAP. Muito disso se deve as

técnicas voltamétricas, tais como DPV e SWV, classificarem-se entre 0s meios mais sensiveis
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para medicdo direta da concentracdo de analitos (COMPTON & BANKS, 2018). Além disso,
sdo técnicas de analise rapidas, que permitem a determinacdo simultanea de varios analitos,
possibilitam a determinacéo de parametros cinéticos e mecanisticos e requerem volumes muito
pequenos de amostra, geralmente na faixa de microlitros (MOLINA & GONZALEZ, 2016).
A Tabela 3 mostra um resumo de alguns sensores eletroquimicos encontrados na
literatura desenvolvidos para determinacédo eletroanalitica de CAP em amostras farmacéuticas

e bioldgicas.

Tabela 3 — Sensores eletroquimicos utilizados na determinacdo de CAP em amostras

farmacéuticas e biologicas

Eletrodo Técnica LOD Referéncia
BDD? cVv 25 umol L* SIANGPROH et al., 2003
CPE® modificado DPV 1,1 pmol L SHAHROKHIAN et al., 2005
SMDE® SWV 0,029 umol L™ PARHAM & ZARGAR,
2005
GCE CcVv 0,10 pmol L* AREIAS et al., 2016a
GE¢ DPV 0,019 umol L* SHETTI et al., 2015
BDD SWv 36,0 g L* VITORETI et al., 2014
CPE/FCCA®/TIO; SWvV 0,0096 umol L RAOOF et al., 2011
MWCNT'/CuO DPV 0,29 umol L* ZARGAR et al., 2015

a Diamante dopado com boro. ° Eletrodo de pasta de carbono. ¢ Eletrodo de mercurio de gota estatica.
d Eletrodo de ouro. ¢ Acido carboxilico ferroceno. f Nanotubos de carbono de paredes multiplas. (Todas as siglas

vém do inglés).

Fonte: O autor (2020)
2.2.2 Cisteina

A CYS (Figura 2) é um aminoacido ndo essencial encontrado na constituicdo da maior
parte das proteinas (DEVLIN, 2010).

Figura 2 — Estruturada CYS
O

HS/\HJ\OH

NH,
Fonte: DEVLIN (2020)
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As principais propriedades fisico-quimicas da CYS estdo resumidas na Tabela 4.

Tabela 4 — Propriedades fisico-quimicas da CYS

Propriedades Caracteristicas
Aparéncia Cristal branco
Nomenclatura (IUPAC) Acido (2R)-2-amino-3-sulfanilpropandico
Massa molar 121,16 g mol*
Solubilidade em agua 277,0g L (25°C)
Ponto de fuséo 240°C

Fonte: Dados obtidos do Sistema de Informag6es PUBCHEM (2020b)

Seu nome tem origem na palavra grega kustis, que significa “bexiga”, pois ela foi
descoberta a partir da analise de calculos urinarios pelo cientista inglés William Wollaston em
1810, sob a forma de cistina (CST) (WOLLASTON, 1810 apud VICKERY etal., 1931, p. 174-
175), uma substancia composta por duas moléculas de CYS unidas por uma ponte dissulfeto,
um tipo de ligacdo covalente entre dois &tomos de enxofre (-S-S-) (DEVLIN, 2010).

Durante muito tempo, a CST e a CYS trouxeram um enorme quebra-cabeca para 0s
quimicos. Quando Karl Mérner isolou pela primeira vez a CST a partir da hidrélise de proteinas
em 1899 (MORNER, 1899 apud VICKERY, 1972, p. 104), o grande problema era descobrir
como essa substancia se combinava na molécula da proteina. Gustav Embden sugeriu em 1901
que a CST isolada por Morner era, na verdade, um produto secundario da hidrolise da proteina,
que o residuo de meia CST era de fato a unidade de amino&cido na cadeia peptidica de proteinas
contendo enxofre (EMBDEN, 1901 apud VICKERY, 1972, p. 104).

Hoje ndo ha mais davidas de que o residuo de meia CST (a CYS) € a unidade real contida
na proteina, mas desde a sugestdo de Embden em 1901, levaram-se mais de 50 anos de pesquisa
para que isso fosse descoberto a partir de estudos de hidrdlise da insulina por métodos
cromatogréaficos (RYLE et al., 1955 apud VICKERY, 1972, p. 105-106).

2.2.2.1 Biossintese da cisteina

A CYS é encontrada naturalmente em diversos alimentos tais como carne, laticinios,
0Vvos, nozes, sementes e legumes, além disso, pode ser sintetizada no corpo humano a partir da
transmetilacdo (TM) da MET, um aminoécido essencial que se converte inicialmente em

homocisteina (HCYS) que, por sua vez, sofre transulfuracdo (TS) a partir da reagcdo com a serina
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para produzir cistationina, cujo produto da clivagem origina a CYS (DEVLIN, 2010;
STIPANUK, 1986).

A Figura 3 mostra um esquema de biossintese da CYS a partir do metabolismo da MET.

Figura 3 — Metabolismo da MET no organismo via TM e TS para biossintese da CYS. Os
numeros representam enzimas ou sequéncia da reacdo: (1) L-metionina-s-adenosil-
transferase; (2) Transmetilacdo; (3) Adenosil-homocisteinase; (4) Cistationina-p-sintase; (5)
Cistationase; (6) Remetilacdo (RM) da HCYS. ATP (Trifosfato de adenosina)

Metionina —__ __ ATP

S-Adenosil-metionina

/ L III
M) |
II i |—> Aceptor Mefilado
| v
|

S-Adenosil-homocisteina

oY

o s Adenosina
Homocisteina
Seri nE_"'\‘J@)

; - o
Cistationina .R_T_Elj
@ a-cetobutirato

I ' \
Cisteina

Fonte: Adaptado de DARDEVET (2016)

A TS da HCYS para originar CYS depende da vitamina B6, enquanto que a sua RM
para gerar a MET é dependente de vitamina B12 e &cido félico (DARDEVET, 2016).

A presenca do grupo sulfidrila (-SH) no final da cadeia lateral da CYS é que é a
responsavel pela sua alta capacidade reativa e, portanto, confere suas muitas funcdes bioldgicas
nos seres humanos (FAHEY, 1977).



33

2.2.2.2 Importancia bioldgica da cisteina

A importancia bioldgica da CYS esta associada ao seu metabolismo no organismo. A
CYS é um aminoéacido necessario para a sintese de proteinas e compostos ndo proteicos, como
a taurina (TAU) e o sulfato inorganico (DARDEVET, 2016).

Juntamente com o acido glutamico (GLU) e a glicina (GLI), a CYS é um constituinte
essencial da GSH, um poderoso antioxidante encontrado em todos os tecidos humanos, cuja
capacidade de proteger os tecidos gordurosos dos efeitos prejudiciais causados pelos radicais
livres € atribuida especificamente a presenca do residuo de CYS na sua estrutura (LU, 2013).

O metabolismo da CYS e regulado por algumas enzimas, as quais atuam para conservar
as concentracOes de CYS dentro da faixa ideal a fim de apoiar a sintese de seus metabdlitos e
manté-la abaixo do nivel de citotoxicidade (STIPANUK et al., 2006). Nesse sentido, a cisteina
dioxigenase (CDOQO) catalisa a oxidacdo do grupo sulfidrila da CYS, produzindo
cisteinasulfinato, um precursor da sintese da TAU, bem como substrato da sintese do sulfato
inorganico. Por sua vez, a y-glutamilcisteina sintetase (GCS) catalisa a reacdo de sintese da
GSH (STIPANUK et al., 2002).

A Figura 4 sintetiza as vias de metabolismo da CYS para sintese de seus principais

metabdlitos a partir da catalise de algumas enzimas.

Figura 4 — Vias do metabolismo da CYS. Os numeros representam as enzimas: (1) GCS; (2)
CDO; (3) Cisteina sulfinato descarboxilase (CSD); (4) Aspartato aminotransferase (AST).
(ADP) Difosfato de adenosina
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CO,
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Fonte: Adaptado de DARDEVET (2016)
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O fator determinante do tipo de metabdlito sintetizado é a concentracdo de CYS no
organismo (KWON & STIPANUK, 2001). Quando a concentracdo de CYS é alta (ensaios
realizados com incubacéo de 1,0 mmol L de CYS nos hepatdcitos de ratos), a sintese de sulfato
e TAU ¢é favorecida, devido a maior producéo de cisteinasulfinato, por outro lado, a sintese de
GSH ¢ favorecida quando a concentracdo de CYS é baixa (incubagdo de 0,2 mmol L)
(STIPANUK et al., 1992).

Residuos de CYS também sdo encontrados na constituicdo da maioria das proteinas,
contribuindo na estabilizacdo de suas estruturas terciarias (pelo estabelecimento das pontes
dissulfeto) e podendo atuar como sitios ativos das mesmas, dada a alta reatividade do grupo —
SH presente em sua estrutura (DEVLIN, 2010; NELSON & CREIGHTON, 1994).

Por todos esses motivos, 0 entendimento claro do metabolismo da CY'S, o conhecimento

de suas necessidades e os fatores que 0 impactam sdo vantajosos para a salde humana.
2.2.2.3 Implicacdes do uso de cisteina como suplemento alimentar na satde humana

A baixa ingestdo de alimentos ricos em vitamina B6, vitamina B12, acido félico e MET
pode levar a uma deficiéncia de CYS, uma vez que esses nutrientes estdo envolvidos em sua
biossintese. Niveis inadequados de CYS podem prejudicar a fungdo do sistema imunolégico,
além de diminuir a capacidade de prevenir danos ao organismo causados pelos radicais livres
(DROGE, 2005). Dessa forma, a CYS pode ser usada como um complemento para evitar sua
falta de suprimento.

Em relagcdo ao uso como suplemento nutricional, a CYS pode ser também encontrada
nas formas de NAC ou de cloridrato de L-cisteina. Suplementos a base de CYS possuem
regulamentacdo na ANVISA a partir da Instru¢cdo Normativa n° 28, de 26 de julho de 2018
(BRASIL, 2018).

Alguns trabalhos relatados na literatura indicam beneficios a saude pelo uso de
suplementos alimentares a base de CYS e seus derivados, tais como poder antioxidante
(BADALOO et al., 2002), regulacdo da funcdo mucolitica (MEDURI et al., 2009),
fortalecimento dos cabelos (PETRI et al., 1990), prevencdo de doencas cardiacas (GO &
JONES, 2011), prevencdo de diabetes (JAIN, 2012) e protecdo do sistema digestivo
(LINDERBORG et al., 2011).

Devido a essas importantes implicacdes, a CYS atraiu grande interesse em nivel
industrial, principalmente em areas relacionadas a produtos farmacéuticos, medicamentos e

nutracéuticos. No entanto, a eficicia de suplementos a base de CYS ainda requer estudos mais
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aprofundados baseados em ensaios clinicos para que se haja um consenso sobre suas reais
contribui¢cdes na saide humana (PLAZA et al., 2018).

2.2.2.4 Métodos de analise de cisteina

Uma vez que a CYS esta presente na constituicdo de diversas proteinas e peptideos
menores, determinar quantitativamente as concentracfes de CYS em amostras bioldgicas e
farmacéuticas é de grande importancia, pois constitui um primeiro passo para a compreensao
dos mecanismos de acédo de espécies quimicas que a utilizem como precursor.

Vérios métodos quantitativos de analise instrumental para determinacdo de CYS em
suplementos alimentares e amostras bioldgicas sdo descritos na literatura. A Tabela 5 resume

alguns trabalhos que se utilizam desses ensaios.

Tabela 5 — Métodos convencionais de analise utilizados na determinacdo de CYS em

amostras farmacéuticas e bioldgicas

Método LDR LOD Referéncia
Espectrofotométrico 1,0 - 100,0 umol L* 2,1 umol L* HORMOZI-NEZHAD et al.,
2012
Espectrofotométrico 0,02 — 6,00 pg mL™ - EID, 1998
Fluorimétrico 10 — 100 umol L - PEREZ-RUIZ et al., 1991
Fluorimétrico 0,2-80umol LY 0,10 pmol L* ENSAFI et al., 2009
Quimiluminescente 2,0 —500,0 pmol L* 0,5 umol L* PEREZ-RUIZ et al., 2002
Quimiluminescente 1,0 —50,0 umol L* 0,67 umol L ZHU et al., 2003
Cromatografico 10300 umol LY 0,5 umol L*  GLOWACKI & BALD, 2009
Cromatogréafico 0,5-750,0 umol Lt 0,4 pmol L IVANOV et al., 2001

Fonte: O autor (2020)

Além dos métodos de analise instrumental relatados, métodos eletroquimicos, em
especial 0s que usam técnicas voltamétricas, também tém sido utilizados na determinacéo de
CYS em amostras farmacéuticas e bioldgicas.

A Tabela 6 resume alguns trabalhos da literatura que utilizam técnicas eletroquimicas
na determinacdo voltamétrica de CYS nessas amostras em eletrodos sélidos com e sem

modificacdo de superficie.
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Tabela 6 — Sensores eletroquimicos utilizados na determinacdo de CYS em amostras

farmacéuticas e biologicas
Eletrodo Técnica LOD Referéncia
Pt/POAP?GCE cv 0,08 pmol L1 LIU etal., 2010
CTCP/CG® CcVv 0,6 pmol L LEE et al., 2015
GCE Ccv 0,03 pmol L1 AREIAS et al., 2016b
DMBQYZnO/NPsé/CPE SWv 0,05 pmol L1 KHALILZADEH et al., 2015
DPV 0,3 umol L1 ENSAFI et al., 2011a

p-APMY/CNTPEY
2 Poli(o-aminofenol). ® Ciclotricatecileno. ¢ Eletrodo de carbono. ¢ 8,9-dihidroxi-7-metil-12H-benzotiazol [2,3-

b]quinazolin-12-ona. ¢ Nanoparticulas. f p-aminofenol. 9 Eletrodo de pasta de nanotubos de carbono. (Todas as

siglas vém do inglés).
Fonte: O autor (2020)

2.2.3 Glutationa
A GSH (Figura 5), como ja discutido anteriormente, é um poderoso antioxidante

presente nas células animais (PIZZORNO, 2014).
Figura 5 — Estrutura da GSH
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Fonte: CREMLYN (1996)
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Suas principais caracteristicas fisico-quimicas sao descritas na Tabela 7.

Tabela 7 — Propriedades fisico-quimicas da GSH
Caracteristicas

Propriedades
Po cristalino branco

Aparéncia
Nomenclatura (IUPAC) Acido (2S)-2-amino-5-[[(2R)-1-(carboximetilamino)-
1-oxo-3-sulfanilpropan-2-ilJamino]-5-oxopentandico
Massa molar 307,33 g mol*?
Solubilidade em agua 292,59 L1 (25°C)
195°C

Ponto de fuséo
Fonte: Dados obtidos do Sistema de Informagées PUBCHEM (2020c)
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A GSH foi descoberta em 1888 por J. de Rey-Paihade a partir da reacdo de extratos de
leveduras com enxofre elementar. Das palavras gregas para “amor” e “enxofre”, ele resolveu
dar o nome de philothion para sua nova substancia (DE REY-PAIHADE, 1888 apud WU, 2013,
p. 149). Estudos subsequentes levaram Frederick G. Hopkins a sugerir em 1921 que o
philothion se tratava de um dipeptideo formado por CYS e GLU. A presenc¢a de GLI na estrutura
foi ignorada muito provavelmente pela interpretacdo errada do teste de Van Skyle para a
determinacdo de aminoacidos contendo o grupo amina. Hopkins resolveu dar o nome de
“glutationa” ao composto, pois preservava a terminagdo do nome original e acrescentava um
lembrete da existéncia do GLU na sua estrutura (HOPKINS, 1921 apud WU, 2013, p. 149).

Com base no contetdo de nitrogénio e enxofre da GSH isolada de leveduras, sangue e
figado, G. Hunter e B. A. Eagles indicaram em 1927 que a GSH néo era um dipeptideo, mas se
tratava de um tripeptideo formado por GLU, CYS e um aminoéacido adicional de baixo peso
molecular (HUNTER & EAGLES, 1927 apud WU, 2013, p. 149-150). Em uma reinvestigacao
em 1929, Hopkins admitiu que a presenca GLI havia sido negligenciada em seu trabalho
anterior e, com isso, sugeriu que a GSH era um tripeptideo formado por GLU, CYS e GLI, o
qual foi confirmado em estudos subsequentes por sintese quimica e enzimatica, degradacéo e
métodos fisicos (HOPKINS, 1929 apud WU, 2013, p. 150).

2.2.3.1 Biossintese da glutationa

O tripeptideo GSH ¢ sintetizado dentro das células a partir dos aminoacidos GLI, CYS
e GLU (REID & JAHOOR, 2000).

Praticamente todos os tipos de células podem sintetizar a GSH, entretanto o figado é o
seu principal produtor e exportador. A maior parte da GSH celular (cerca de 85-90%) esta
presente no hialoplasma, uma vez que ela é sintetizada quase que exclusivamente no
citoplasma, o restante encontra-se em muitas organelas, tais como mitocondrias e peroxissomos
(SMITH et al., 1996). Diferentemente da sintese de proteinas, ndo é necessaria a agdo do RNA,
seja ele mensageiro, ribossémico ou transportador, para que a sintese de GSH ocorra
(BEUTLER, 1989).

A biossintese de GSH ocorre em duas etapas: na primeira, a enzima GCS catalisa a
formacéo da ligacéo peptidica entre o grupo y-carboxil do GLU e o grupo amino da CYS. Essa
ligagdo protege a GSH da hidrdlise pelas peptidases intracelulares, uma vez que ela ocorre no

grupo y-carboxil, em vez do a-carboxil do GLU. Na segunda etapa, a GLI une-se ao dipeptideo



38

v-glutamil-cisteina para formar a GSH. Essa reagéo € catalisada pela glutationa sintetase (GST)
(Figura 6) (BEUTLER, 1989).

Figura 6 — Biossintese da GSH. (1) GLU; (2) CYS; (3) y-glutamil-cisteina; (4) GLI; (5) GSH
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Fonte: Adaptado de NOCTOR (1998)

2.2.3.2 Funcdes bioldgicas da glutationa

A concentragdo de GSH no interior das células animais varia de 0,5 a 10,0 mmol L™,
Fora das celulas, por exemplo no plasma, as concentracdes de GSH costumam ser baixas, na
faixa de 2,0 a 20,0 pmol L%, exceco feita ao acido biliar que pode conter até 10,0 mmol L de
GSH (MEISTER & ANDERSON, 1983).

A maioria das func@es bioldgicas da GSH requer sua forma reduzida, ou seja, o estado
em que ela possui 0 grupo sulfidrila livre. No entanto, o residuo de CYS presente em sua
composic¢do pode ser facilmente oxidado a dissulfeto de GSH (GSSG) por eletréfilos (como os
radicais livres), contribuindo para a perda liquida de GSH intracelular. A propor¢édo de [GSH]
para [GSSG], que é frequentemente usada como um indicador do estado redox celular, deve ser
maior que 10 em condicOes fisiologicas normais. GSH/GSSG é o principal par redox que
determina a capacidade antioxidante das células (BEUTLER, 1989).

A GSH é um inibidor eficaz de radicais livres, protegendo as células dos efeitos toxicos
dos compostos reativos de oxigénio, fortalecendo o sistema imunoldgico (AOYAMA &
NAKAKI, 2013; REID & JAHOOR, 2000). A GSH desempenha um papel importante na
diminuicao da resposta a desnaturagéo proteica ao impedir a oxidacéo de grupos sulfidrilas por
peroxidos (GRIFFITH, 1999; WU et al., 2004). Alem disso, pode ser uma fonte de reserva de
CYS em caso de desnutricdo (FUKAGAWA et al., 1996).
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2.2.3.3 Glutationa e a salide humana

A manutencdo de niveis adequados de GSH no organismo é importante para varias
funcgdes celulares criticas. A deficiéncia de GSH esta associada ao aparecimento e progressao
de inimeras enfermidades, tais como doencas neurodegenerativas (LI1U et al., 2004), doencas
pulmonares (RAHMAN, 2005), imunodeficiéncias (PETERSON et al., 1998), doencas
cardiovasculares (LEOPOLD & LOSCALZO, 2005), doencas cronicas relacionadas a idade
(SAMIEC et al., 1998), doencas hepaticas (DELEVE & KAPLOWITZ, 1990) e fibrose cistica
(BISHORP et al., 2005). Por outro lado, niveis elevados de GSH em células tumorais, por
exemplo, sdo capazes de aumentar a capacidade antioxidante e a resisténcia ao estresse
oxidativo dessas células, conferindo-as resisténcia a varios medicamentos quimioterapicos
utilizados no tratamento de canceres de medula dssea, mama, célon, laringe e pulméo
(BALENDIRAN et al., 2004).

O reconhecimento de que os niveis descontrolados de GSH no organismo estdo
intimamente associados a diversas doencas gerou um interesse consideravel de pesquisadores
na identificacdo de terapias destinadas a controlar tais niveis, a fim de modular o risco ou a
progressdo da doenca (BALLATORI et al., 2009).

Na tentativa de aumentar as concentragcdes sistémicas e/ou intracelulares de GSH,
métodos de administracdo direta de GSH por via intravenosa (HAUSER et al., 2009),
intrabronquica (PROUSKY, 2008) e intranasal (ALLEN, 2008) foram estudados e mostraram
eficacia no combate as enfermidades associadas a baixos niveis de GSH no organismo. Além
disso, a administracdo de GSH também pode ser feita por suplementagéo oral, a qual ainda é
controversa e carece de estudos mais aprofundados (PIZZORNO, 2014).

Evidéncias experimentais minimas demonstraram aumentos significativos nos niveis
sanguineos ou intracelulares de GSH através da suplementacdo oral com GSH reduzida em
ratos (FAVILLI et al., 1997; HAGEN et al., 1990). No entanto, a absor¢cdo de GSH por
administracdo oral direta em humanos ainda nao foi demonstrada adequadamente. Isso pode
estar associado ao fato de que o trato gastrointestinal humano contém quantidades significativas
de y-glutamil-transferase que pode impedir a absorcéo intacta significativa de GSH a partir de
sua suplementacdo oral (PIZZORNO, 2014). Alguns estudos, porém, demonstraram acdo
benéfica da administracdo oral direta de GSH a longo prazo em humanos (ALLEN &
BRADLEY, 2011; BASRI et al., 2017), mas tais estudos ainda sdo muito incipientes. Por essa
razdo, suplementos a base de GSH ainda ndo possuem regulamentagdo na ANVISA. Para

contornar tais problemas, o uso de precursores de GSH na suplementacéo oral, tais como NAC
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ou sais de sodio de GSH, é mais comum. Tais nutrientes se mostraram Uteis no aumento da
concentracdo sistémica e celular de GSH em humanos (PENDYALA & CREAVEN, 1995;
TRUSCELLI et al., 2017).

2.2.3.4 Métodos de analise de glutationa

Dada essa importancia bioquimica, farmacéutica e médica da GSH, métodos analiticos

de monitoramento de rotina desse composto foram desenvolvidos ao longo dos anos visando a

sua quantificacdo em amostras bioldgicas e formulagdes farmacéuticas (TZANAVARAS,

2010).

Um resumo de alguns trabalham que utilizam tais método é descrito na Tabela 8.

Tabela 8 — Métodos convencionais de analise utilizados na determinacdo de GSH em

amostras farmacéuticas e bioldgicas

Método LDR LOD Referéncia
Espectrofotométrico 50 — 600 pmol L* - RAGGI etal., 1991
Espectrofotométrico 5,0 —200,0 umol L' 3,3 pmol L HORMOZI-NEZHAD et

al., 2012
Espectrofotométrico 0 — 0,25 mmol L™ - ZHENG et al., 2015
Fluorimétrico 5,0 -1000,0 ug L - HISSIN & HILF, 1976
Quimiluminescente 0,15 —100 umol L* 0,058 umol L HAN et al., 2006
Cromatogréafico 1,0-200 ugmL? 0,05 pgmL? APPALA et al., 2016

Cromatogréafico

Cromatogréafico

Cromatogréafico
Cromatogréafico

Cromatogréafico

25-60,0pugmL?  06ugmL? SUTARIYA et al., 2012
5200 umol L 3umol LY RELLAN-ALVAREZ etal.,

2006
0,5-500,0 umol LY 0,4 pmol L IVANOV et al., 2001
0,01 -20 umol L* 0,01 umol L CAMERA et al., 2001
25— 300 pmol L* 12 pmol L* RAGGI et al., 1997

Fonte: O autor (2020)

Métodos eletroquimicos, em especial 0s que usam técnicas voltamétricas, também tém

sido utilizados na determinacdo de GSH em amostras farmacéuticas e bioldgicas em eletrodo

com e sem modificacdo (Tabela 9).



41

Tabela 9 — Sensores eletroquimicos utilizados na determinacdo de GSH em amostras

farmacéuticas e biologicas

Eletrodo Técnica LOD Referéncia
GCE CcVv 0,14 umol L* AREIAS et al., 2016¢
CNT/BF?/CPE SWv 0,03 pmol L1 SOLTANI et al., 2014
MWCNT/CPE SWV 0,9 umol L* KEYVANFARD et al., 2016
BPPDNi"/Pt:Co-NPs/CPE SWV 0,5 nmol L JAHANDARI et al., 2019
AB-CSY/GCE DPV 0,058 pmol L™ HUANG et al., 2017b
MWCNT/SPES* DPV 0,47 pmol L* TURUNC et al., 2013

2 Benzoilferroceno. ? Bis(1,10-fenantrolina) (1,10-fenatrolin-5,6-diona) niquel(1l) hexafluorofosfato. ¢ Negro de

acetileno e quitosana. ¢ Eletrodos impressos (Todas as siglas vém do inglés).

Fonte: O autor (2020)
2.3 As redes metalorgéanicas

As redes de coordenagéo, 1D, 2D ou 3D, conhecidas por MOFs, fazem parte de uma
nova classe de polimeros de coordenacdo com propriedades de materiais organicos e
inorganicos que tém como principais caracteristicas: alta cristalinidade, alta porosidade e forte
interacdo metal-ligante organico (HENDON et al., 2017).

As MOFs s@o montadas a partir de ions ou aglomerados metalicos como articulagdes e
moléculas organicas como ligantes (BRANDON et al., 2012). Um esquema genérico estrutural
de uma MOF pode ser visto na Figura 7.

Figura 7 — Representacdo esquematica de uma MOF, construida a partir de ligantes organicos
e aglomerados metalicos.

=
Ligante No

Orginico Metalico

Fonte: Adaptado de BRANDON et al. (2012)

A sintese de MOFs a partir de ions metalicos simples e ligantes organicos néo é tao facil,

uma vez que a falta de direcionabilidade dos ions costuma resultar em uma falta de controle da
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estrutura sintetizada (YAGHI et al., 2003). Na pratica, as MOFs costumam ser sintetizadas sob
condigdes pré-determinadas para produzir unidades secundarias de construcéo (SBUs, do inglés
Secondary Building Units) no lugar de ions simples. As SBUs sdo, em geral, estruturas rigidas
formadas por complexos metal-carboxilato que, na topologia das MOFs, ocupam o Vértice de
células unitarias e, ao se conectarem a ligantes poliproticos, transformam-se em redes altamente
porosas e resistentes (EDDADOUDI et al., 2001).

Estruturas porosas sintetizadas a partir de SBUs conectadas a ligantes organicos foram
demonstradas pela primeira vez na MOF-2 (LI et al., 1998) e na MOF-5 (LI et al., 1999). Na
MOF-5 (Figura 8A), por exemplo, unidades de Zn;O(CO2)es contendo quatro aglomerados
tetraédricos de ZnOs4 com um Vvértice comum e seis a&tomos de carbono formam SBUs
octaédricas (Figura 8B) que, quando unidas por ligantes de benzeno, transformam-se em uma
estrutura de alta porosidade (indicada por sua sorcdo) e estabilidade (indicada por andlise
térmica e estudos de difragdo de raios X) (EDDAOUDI et al., 2001; LI et al., 1999).

Figura 8 — (A) Estrutura da MOF-5. Os tetraedros azuis representam os aglomerados de
Zn04, 0s atomos de oxigénio sao representados por esferas vermelhas e os de carbono por
esferas pretas. A esfera amarela representa a cavidade do poro da MOF-5. (B) SBU octaédrica

de Zn40O(CO2)s

Fonte: Adaptado de LI et al. (1999)

Diferentes ions metalicos constituintes das SUBs, assim como diversas moléculas
organicas podem ser utilizados no processo de sintese das MOFs (TRANCHEMONTAGNE et
al., 2009, PAZ et al., 2012).
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A escolha dos ions metélicos para a sintese de uma MOF pode incluir desde ions de
metais de transicao (Zn?*, Fe3*, Cr3* e Cu?*, por exemplo), até ions de metais alcalinos ou terras
raras. Outras variaveis tais como o estado de oxidacdo do metal, 0 nimero de coordenacgéo e a
geometria de coordenacgdo também devem ser levadas em consideracdo na construcdo de uma
MOF (KITAGAWA et al., 2004).

Quanto aos ligantes organicos, a escolha vai depender do nimero de sitios basicos de
Lewis que este possui e do angulo relativo dos sitios de ligagcdo, pois essas propriedades
desempenham um papel importante na morfologia e na topologia da rede (HOFFART & LOEB,
2005). Em geral, moléculas multidentadas que possuem &tomos de N e/ou O doadores de
elétrons (como as aromaticas policarboxiladas, as aminas heterociclicas e os arilfosfonatos) sdo
as mais utilizadas como ligantes (PAZ et al., 2012).

A Figura 9 mostra alguns dos ligantes organicos mais comuns usados na sintese de
MOFs.

Figura 9 — Ligantes organicos comumente usados no processo de sintese de MOFs
COOH

Oy OH O
HO 0
>_©_{ o o) O
o OH OH OH O O
HOOC COOH
N

COOH

A J (@] — — OH
N__ _ Wy,
HO N N (@] HOOC COOH

Fonte: PAZ et al. (2012)

As vantagens das MOFs em relacdo a outros materiais nanoporosos tais como as
zeolitas, por exemplo, é a possibilidade de controle da estrutura e tamanho dos poros durante a
sintese a partir da escolha cuidadosa dos ions metalicos e dos ligantes organicos (HU, 2011).
Além disso, as MOFs apresentam alta estabilidade quimica, térmica e grandes areas superficiais
especificas (TRANCHEMONTAGNE et al., 2009; FURUKAWA et al., 2010).

O controle do tamanho dos poros das MOFs é de extrema importancia, principalmente
em aplicacdes que envolvam adsorcdo seletiva e/ou separagédo de gases (CAMPOS, 2014). Tal
controle pode ser feito a partir da mudanca do ligante organico no processo de sintese da MOF

(EDDAOQUDI et al., 2002). Esse efeito pode ser visto na Figura 10, a qual mostra uma série de
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MOFs isorreticulares (IRMOFs - sdo aquelas que apresentam a mesma topologia estrutural,
mas diferentes tamanhos de poros por mudanca do ligante organico) baseada na topologia
cubica da MOF-5.

Figura 10 — Série de IRMOFs baseadas da topologia cubica da MOF-5. (A) MOF-5; (B)
IRMOF-8; (C) IRMOF-12; (D) IRMOF-16. Em cada vértice das estruturas hd uma SBU
octaédrica de Zn4O(CO2)s

2.3.1 Métodos de sintese de MOFs

Diversas sdo as vias para sintese de MOFs. Dentre elas, as mais utilizadas sdo: sintese
por difuséo lenta (CHEN et al., 2005; QIU et al., 2005); hidro/solvotermal (MAJANO &
PEREZ-RAMIREZ, 2012; SCHLICHTE et al., 2004); assistida por micro-ondas ou ultrassom
(sonoquimica) (KHAN & JHUNG, 2015); mecanoquimica (PICHON & JAMES, 2008) e
eletroquimica (AL-KUTUBI et al., 2015).

Sintese por difusdo lenta

Fundamenta-se na dissolucdo dos reagentes de partida em um solvente apropriado e,
apos evaporacdo lenta do solvente, o ligante coordena-se ao aglomerado metalico, produzindo
a estrutura cristalina da MOF. Em geral, utilizam-se sais de metais de transicdo (d ou f) e acidos
di- ou tricarboxilicos como reagentes de partida. A sintese € normalmente realizada em sistema
aberto, ou parcialmente aberto, & temperatura ambiente. E um método de sintese bastante lento,
que pode durar semanas ou até meses (STOCK & BISWAS, 2012).

Sintese hidro/solvotermal

O termo hidro/solvotermal indica que tanto a dgua quanto outros solventes estdo
presentes na mistura reacional e que o processo ocorre sob aquecimento. A mistura reacional
(sais metalicos e ligantes organicos) é colocada em reatores fechados (geralmente de teflon®),

que sdo posteriormente colocados dentro de autoclaves e levados a estufa para aquecimento. O
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processo de aquecimento é relativamente lento, requer longos periodos de reacdo (de dias a
semanas) até que a sintese aconteca (STOCK & BISWAS, 2012).

Sintese assistida por micro-ondas

Na sintese assistida por micro-ondas, 0s precursores metalicos e organicos sao
dissolvidos em solvente apropriado e colocados em reatores especificos para micro-ondas. O
sistema €, entdo, aquecido até temperatura de interesse durante o tempo de reacdo desejado.
Terminado o tempo reacional, a mistura é resfriada até temperatura ambiente, filtrada a véacuo,
lavada e seca (STOCK & BISWAS, 2012).

Sintese assistida por ultrassom

Na sintese assistida por ultrassom, os precursores metalicos e organicos da MOF séao
dissolvidos em solvente apropriado e, em seguida, colocados em banho ultrassénico a
temperatura ambiente. O tamanho e a morfologia do produto da reacdo variam com o tempo.
Ap0s o tempo de interesse, o produto sintetizado é filtrado, lavado e seco (STOCK & BISWAS,
2012).

Sintese mecanoguimica

Na sintese mecanoquimica, os reagentes precursores da MOF (sais de metais e ligantes
organicos) sao moidos em um reator contendo esferas de didmetro controlado, sob determinada
frequéncia de vibracdo, por um determinado tempo e sem aquecimento até a formacdo do
polimero de coordenagdo. A principal vantagem da sintese mecanoquimica em relagdo as
demais é a ndo utilizacdo de solventes organicos, sendo, portanto, uma técnica menos danosa
ao ambiente (PICHON & JAMES, 2008).

Sintese eletroguimica

Na sintese eletroquimica, uma solucdo aquosa é previamente preparada pela dissolugado
do ligante organico e um eletrdlito suporte (condutor) em solvente adequado (que pode ser dgua
ou uma mistura de solventes). Os ions metélicos que fardo parte da estrutura da MOF s&o
introduzidos a partir da dissolucdo anddica no meio reacional por aplicacdo de uma diferenca
de potencial. A sintese é geralmente realizada sob agitacdo magnética e corrente fixa por um
pequeno tempo. Transcorrido esse tempo, o produto obtido € centrifugado, lavado e seco
(STOCK & BISWAS, 2012).
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2.3.2 Caracterizacdo de MOFs

As MOFs sintetizadas pelas diferentes metodologias relatadas na se¢do anterior devem
ser caracterizadas por diferentes técnicas para determinar suas propriedades fisico-quimicas
(BEDIA et al., 2019).

A estabilidade térmica de uma MOF, por exemplo, pode ser determinada por anélise
termogravimétrica (TGA, do inglés Thermal Gravimetric Analysis). A TGA mede a variagdo
da massa do material em fungdo da temperatura em uma atmosfera controlada (sob fluxo de
gases como N2, Ar ou Oz). Além de determinar a estabilidade térmica da MOF, essa técnica
pode ser Util para estimar o volume de poro acessivel ao solvente (BEDIA et al., 2019).

A cristalinidade e os parametros estruturais da MOF podem ser determinados por
difragéo de raios-X. Ao comparar o difratograma da MOF sintetizada com outros relatados na
literatura ou com o de uma amostra padréo, pode-se obter a sua identificacéo estrutural (BEDIA
etal., 2019).

No que diz respeito as técnicas de microscopia, a microscopia eletronica de varredura
(SEM, do inglés Scanning Electron Microscopy) é bastante usada para caracterizacdo de MOFs.
Ela gera imagens bidimensionais de alta resolugéo que exibem a forma do material e suas
variacdes espaciais, revelando informac6es sobre a morfologia externa, dispersao e mistura de
fases. Ja a microscopia eletrénica de transmissé@o (TEM, do inglés Transmission Electron
Microscopy) costuma ser utilizada para determinar o tamanho de particulas e dados
cristalograficos, como indices de plano e deslocamentos (BEDIA et al., 2019).

A espectroscopia no infravermelho (IRS, do inglés Infrared Spectroscopy) pode ser
utilizada para verificar as bandas de absor¢cdo dos grupos funcionais associados ao ligante
organico. Nesse caso, as bandas mais investigadas sdo as do grupo carboxilato, dos anéis
benzénicos e da hidroxila a partir dos picos de absorcdo caracteristicos das ligacdes C-H, C—
O, C=C, C=0 e O-H (DATURI, 2012).

Dependendo das caracteristicas das MOFs e das aplicacfes desejadas, outras técnicas
de caracterizacdo podem ser empregadas, tais como a espectroscopia de raios-X por energia
dispersiva (ZIREHPOUR et al., 2017), usada na determinacao das concentragdes dos elementos
quimicos presentes na MOF e o espalhamento dinamico de luz (HIRSCHLE et al., 2016), usada

para informar a distribuicdo de tamanho das estruturas sintetizadas, dentre outras.
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2.3.3 A MOF de [Cu3(BTC)2(H20)3]n

Dentre os diferentes tipos de MOFs sintetizadas pelos diversos métodos existentes, um
dos materiais de grande interesse por parte dos investigadores é o [Cu3(BTC)2(H20)3]n,
também conhecido como HKUST-1 ou MOF-199, aqui denominada Cu-BTC. Este material
possui como ligante organico o BTC e como SBU uma unidade dimérica de cobre-
tretacarboxilato (Figura 11A) com uma curta separagdo internuclear cobre-cobre de 2,630 A.
Doze 4tomos de oxigénio oriundos dos grupos carboxilatos dos dois ligantes BTC ligam-se aos
quatro sitios de coordenacéo de cada um dos fons Cu?* em uma estrutura cristalina de face
centrada com grupo espacial Fm3m. Cada metal completa sua esfera de coordenacgéo pseudo-
octaédrica com um ligante aqua axial oposto ao vetor Cu-Cu (Figura 11B). O comprimento da
ligacdo Cu—OCO é de 1,952 A e da ligacio Cu—OH> é de 2,165 A (CHUI et al., 1999). As
moléculas de a4gua coordenadas com os metais s&o removidas no vacuo, criando centros de Cu?*
acessiveis que podem atuar como sitios de acido de Lewis (HARTMANN et al., 2008). Todos

os detalhes cristalinos da MOF foram determinados por difragdo de raios-X (CHUI et al., 1999).

Figura 11 — (A) Unidade dimérica cobre-tetracarboxilato. (B) Representacdo estrutural da
Cu-BTC, na qual os &tomos de cobre séo representados em verde, oxigénio em vermelho e

carbono em cinza

A B
Fonte: Adaptado de CHUI et al. (1999)
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Este polimero de coordenacdo possui em sua estrutura duas cavidades octaédricas de
diferentes tamanhos, a cavidade central com didmetro interno de 9,0 A e uma gaiola menor com
cerca de 5,0 A de didmetro. Essas cavidades comunicam-se através de janelas triangulares com
3,5 A de didmetro (MARTIN-CALVO et al., 2011).

2.3.4 Aplicabilidade das MOFs e uso como sensores eletroquimicos

A possibilidade de variar o tamanho e a natureza das estruturas das MOFs sem alterar
suas SBUs permitiu sintetizar IRMOFs com maior abertura de poros e menor densidade,
favorecendo a exploragéo de suas aplicagcdes em diferentes areas. Nesse sentido, a estabilidade
térmica e quimica de muitas MOFs tornaram-nas passiveis de funcionalizagcdo orgéanica e
inorganica apos a sintese (FURUKAWA et al., 2013), o que permitiu que elas tivessem
potencial aplicacdo no armazenamento de gases (MURRAY et al., 2009), na catalise
heterogénea (LEE et al., 2009), no carreamento de farmacos (TAYLOR-PASHOW et al., 2009),
como membranas condutoras de prétons para aplicagdes em células de combustivel (YOON et
al., 2013), como sensores (KRENO et al., 2012), dentre outras.

Em relacdo ao uso das MOFs como sensores, a maioria das pesquisas até agora sao
direcionadas para o desenvolvimento de sensores quimiluminescentes (DIAMANTIS et al.,
2018), os quais se mostraram Uteis na detecgdo de uma série de analitos organicos e inorganicos
em niveis de traco (LUSTIG et al., 2017).

Mais recentemente, as MOFs tém sido utilizadas na modificacdo de eletrodos sélidos
para determinacéo voltamétrica de espécies organicas e inorganicas (POURNARA et al., 2019).
Eletrodos quimicamente modificados possibilitam o maior acimulo de analitos em sua
superficie devido a alta capacidade de adsor¢do do modificador em relacdo a espécie alvo
(COMPTON & BANKS, 2018), o que acaba tornando atraente o uso de polimeros de
coordenacao altamente porosos e com uma variedade de grupos funcionais, tais como as MOFs,
como sensores eletroquimicos. Embora o interesse pelo uso de MOFs como modificadoras de
eletrodos sélidos tenha aumentado consideravelmente nos Ultimos anos, as pesquisas nesse
campo ainda séo incipientes, o que justifica um estudo mais aprofundado no uso dessa nova
classe de polimeros de coordenacdo para esse fim.

No momento, os desafios a serem enfrentados no desenvolvimento estendido de
eletrodos modificados com MOFs concentram-se em avaliar potenciais MOFs que possam ser

Uteis na determinacdo eletroanalitica de espécies orgénicas e inorganicas em diferentes
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matrizes, estudar a estabilidade quimica das MOFs quando em solucéo e examinar a capacidade
de sorcdo das MOFs para analitos especificos (POURNARA et al., 2019).

Nesse sentido, houve um crescente numero de trabalhos reportados na literatura, nos
altimos anos, descrevendo a fabricacdo e utilizacdo de eletrodos modificados por diferentes
MOFs na determinacdo eletroanalitica de diversos analitos orgénicos e inorganicos (Tabela 10).

Tabela 10 — Eletrodos modificados por MOFs usados na determinacéo eletroanalitica de

analitos orgénicos e inorgéanicos

MOF Técnica Analito LOD Referéncia
UiO-66 DPV Hidroquinona 0,056 umol L™ DENG et al., 2017
UiO-66 DPV Catecol 0,072 umol L™ DENG et al., 2017
UiO-66 DPV Resorcinol 3,51 umol L DENG et al., 2017

MOF-525 DPV Dopamina 0,04 umol L™ HUANG et al., 2017a
MIL-101 DPV Catecol 4,1 umol L*? WANG et al., 2018a
MOF-525 DPV Luteolina 0,35 nmol L CAOetal., 2018
UiO-66 SWv Paraoxon 0,2 nmol L* KARIMIAN et al., 2019
UiO-66 SWv Clorpirifos 1,0 nmol L KARIMIAN et al., 2019
MIL-101 DPV Hidroquinona 0,66 umol L™ WANG et al., 2018a
MIL-101 DPV Metronidazol 0,24 umol L™ GU et al., 2018
MIL-101 DPV Quercetina 0,06 pmol L* ZHANG et al., 2018
MIL-101 DPASV? Pb?* 0,5 nmol L1 WANG et al., 2016a
Ni-MOF  SWASV® Pb?* 0,508 umol L* GUO et al., 2017

3 Voltametria de redissolucdo anddica de pulso diferencial. ® Voltametria de redissolugio anddica de onda

quadrada. (Todas as siglas vém do inglés).

Fonte: O autor (2020)

2.3.5 Uso de Cu-BTC como sensor eletroquimico

Apesar da Cu-BTC ndo ser estadvel em meio aquoso (0 ambiente de trabalho mais
comum para um eletrodo) (MCHUGH et al., 2018), muitos estudos foram desenvolvidos
recentemente na literatura fazendo uso de eletrodos modificados baseados em Cu-BTC na

determinacéo eletroanalitica de diversas moléculas orgénicas (Tabela 11).
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Tabela 11 — Eletrodos modificados com Cu-BTC usados na determinacgéo

eletroanalitica de espécies organicas

Sensor Técnica Analito LOD Referéncia
Cu-BTC/Nafion DPV Dopamina 0,15 pmol L Ll etal., 2018b
Cu-BTC/Nafion DPV Dopamina 0,11 nmol L SOFl et al., 2019
Cu-BTC/Grafite SwWv Catecol 0,1 umolL*  BRONDANI etal.,

2017

Cu-BTC/Grafeno DPV Hidroguinona 0,59 umol L™ LI etal., 2018a

Cu-BTC/Grafeno DPV Catecol 0,33 umol L Ll etal., 2018a
Cu-BTC/Nafion DPV Glifosato 0,14 pmol L CAOcetal., 2019
Cu-BTC/ERGO? DPV TNPP 0,1 umol LT WANG etal., 2018b
Cu-BTC/SWCNT® DPV Hidroguinona 0,08 umol L*  ZHOU etal., 2015
Cu-BTC/SWCNT DPV Catecol 0,1 umol L* ZHOU etal., 2015
Au-SH-SiO.@Cu-  DPV Hidrazina 0,01 umol L*  HOSSEINI et al.,
BTC 2013b
Au-SH-SiO>@Cu- DPV Cisteina 0,008 umol L*  HOSSEINI et al.,
BTC 2013a

a Oxido de grafeno eletrorreduzido. ° 2,4,6-trinitrofenol. ¢ Nanotubos de carbono de parede simples. (Todas as

siglas vém do inglés).

Fonte: O autor (2020)

Uma vez que a CU-BTC por si s6 ndo é uma boa condutora elétrica (KUMAR et al.,
2015), o uso de Cu-BTC como sensor eletroquimico depende de sua funcionalizagdo com outras
espécies, tais como nanoparticulas, espécies ibnicas e nanotubos de carbono, ou, em outros
casos, elas podem ser ancoradas em espécies altamente condutoras, como no caso dos trabalhos
que fizeram uso do copolimero de Nafion® (L1 et al., 2018b; SOFI et al., 2019; CAO et al.,
2019) durante a modificacdo do eletrodo, para que as respostas eletroquimicas da MOF em

termos de corrente sejam potencializadas.
2.4 Copolimero de acrilamida e acrilato de sodio

O copolimero de acrilamida e acrilato de sodio (Figura 12) faz parte da classe dos
polimeros superabsorventes (SAPs, do inglés Super Absorbent Polymers), sendo estruturas

poliméricas reticuladas tridimensionais que, em solugdo aquosa, complexam grupos cationicos
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reativos devido ao seu carater anidénico (POURJAVADI et al., 2009; HE et al., 2016). Ele é

obtido pela polimerizacdo de acrilamida e acrilato de sodio.

Figura 12 — Férmula estrutural do copolimero de acrilamida e acrilato de sodio.

CHH | [HH ]
¢ E—¢
b &=o| | B ¢—o
IlIHz d, L C|)—Na_y
- -z
Acrilamida Acrilato de Sodio

Fonte: POURJAVADI et al. (2009)

Uma vez que a MOF de Cu-BTC apresenta terminais de fons Cu?* em sua estrutura,
estes sdo incorporados pelo copolimero através de forcas eletrostaticas e trocas de carga, a partir
dos grupos carboxilatos e dos dtomos de nitrogénio dos grupos amidas presentes em sua
estrutura (OROZCO-GUARENO et al., 2010). Dessa forma, o copolimero ao interagir com a
MOF permite que propriedades eletronicas sejam nela induzidas, de modo a ampliar a resposta
analitica, possibilitando a sua utilizacio como modificador de eletrodo sélido para fins
eletroanaliticos sem a necessidade de sintese de Cu-BTC com outros materiais funcionalizantes,

agilizando o processo de modificacdo do eletrodo solido.
2.5 Nanoparticulas de ouro

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo pequenas particulas de ouro com diametros que
podem variar de 1 a 100 nm. A sintese de AuNPs foi inicialmente explorada para fins cientificos
h& mais de 150 anos na obra de Michael Faraday, através da reducdo do ion metalico a partir
de uma solugdo aquosa de AuCls~ (FARADAY, 1857 apud CHEN et al., 2014, p. 163), mas foi
somente a partir de 1951 que Turkevich popularizou a sintese de AuNPs a partir da reducéo de
HAUCI4 na presenca de citrato em meio aquoso (TURKEVICH et al., 1951).

Uma das caracteristicas mais importante das AuNPs é a facilidade com que sua
superficie pode ser modificada. A afinidade da superficie das AUNPs por diversas espécies tais
como fosfinas, aminas e tidis permite a sua bioconjugacdo com uma variedade de biomoléculas
(DANIEL & ASTRUC, 2004), favorecendo suas aplicacbes como genossensores (AUTHIER
et al., 2001), biossensores (O 'NEAL et al., 2004), em bioeletrénica (LIU & LU, 2003), dentre
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outras. Além disso, as AuNPs podem ser sintetizadas de diversas formas (esferas, bastdes,
prismas etc.) e tamanhos (JANA et al., 2001).

As distintas propriedades fisicas e quimicas das AuNPs as tornam excelentes estruturas
para a fabricagdo de sensores eletroquimicos, uma vez que elas podem oferecer uma plataforma
adequada para multifuncionalizagdo com uma ampla gama de ligantes organicos ou bioldgicos,
permitindo a deteccdo seletiva de ions, pequenas moléculas e alvos bioldgicos (HAICK, 2007).

Seguindo essa linha, muitos trabalhos encontrados na literatura discutem o uso de
eletrodos modificados com AuNPs funcionalizadas com diferentes espécies quimicas na
determinacdo eletroanalitica de ions metalicos, pequenas moléculas orgénicas e proteinas de
maneira rapida e com alta sensibilidade. AuNPs também tém sido utilizadas na forma de
nanocompositos com MOFs (HOSSEINI et al., 2013a; HOSSEINI et al., 2013b) a fim de
aumentar suas propriedades condutoras, possibilitando seu uso como sensores eletroanaliticos
(Tabela 12).

Tabela 12 — Eletrodos modificados com AuNPs usados na determinacao eletroanalitica de

especies organicas e inorganicas.

Sensor Técnica Analito LOD Referéncia
rGO?AuNPs DPV Dopamina 0,02 umol L' LIUetal., 2012a
G-PEI°/AuNPs DPV Dopamina 0,2 umol LT PONNUSAMY et
al., 2014
AUNPs/rGO/Quitosana DPV Prolactina 0,038 ngmL*  SUNetal., 2015
PDDA°-rGO/Au NPs SWv Angiogenina 0,064 pmol L CHEN et al.,
2015
AuNPs/RBH¢ EIS® Ccu® 12,5fmol L' PENG etal., 2016
AUNPs/MMPF'-6(Fe) DPV Hidroxilamina 4,0 nmol L™ WANG et al.,
2016b
Au-SH-SiO,@Cu-BTC DPV Hidrazina 0,01 pmol LT HOSSEINI et al.,
2013b
Au-SH-SiO>@Cu-BTC DPV Cisteina 0,008 pmol Lt HOSSEINI et al.,
2013a

2 Oxido de grafeno reduzido. ® Grafeno-Polietilenoimina. ¢ Poli (dialil dimetil aménio cloreto). ¢ Rodamina B
hidrazina. ¢ Espectroscopia de impedancia eletroquimica.  metal-metaloporfirina (Todas as siglas vém do

inglés).

Fonte: O autor (2020)
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2.6 Técnicas voltamétricas aplicadas a eletroanalise

O campo da eletroquimica denominado voltametria desenvolveu-se a partir dos estudos
de polarografia realizados pelo quimico checoslovaco Jaroslav Heyrovsky em 1922
(HEYROVSKY, 1922 apud KOUNAVES, 1997, p. 711).

A caracteristica comum dentre as técnicas voltamétricas € que elas envolvem a medida
da aplicacéo de uma diferenca de potencial (E) entre os eletrodos de trabalho e de referéncia e
0 monitoramento da corrente resultante (I) que flui através da célula eletroguimica
(KOUNAVES, 1997). O potencial é o parametro controlado que faz com que as espécies
quimicas presentes na solucdo sejam eletrolisadas (oxidadas ou reduzidas) no eletrodo de
trabalho. Quando o potencial aplicado se torna suficientemente negativo ou positivo, as espécies
quimicas séo eletrolisadas e a corrente produzida € registrada (WANG, 1988).

As técnicas voltamétricas possuem como vantagens analiticas sua alta sensibilidade, a
possibilidade de uso de um grande nimero de solventes e eletrélitos, a determinacdo
simultanea de varios analitos, a capacidade de determinar parametros cinéticos e mecanisticos
e a facilidade com que potenciais em forma de onda podem ser gerados e pequenas correntes
medidas (KOUNAVES, 1997).

A voltametria é altamente empregada em estudos de processos de oxidacdo e reducéo,
por meio da difusdo ou adsorcdo dos analitos as superficies eletrddicas e dos mecanismos de
transferéncia de elétrons em superficies modificadas de eletrodos, que possibilitam a
determinacdo da concentragdo de ions metalicos e moléculas orgéanicas em diferentes matrizes,
dentre outras coisas (SKOOG et al., 2009).

Dentre as tecnicas voltamétricas existentes, a CV, a DPV e a SWV serdo aqui discutidas.
A CV por ser uma técnica que oferece uma localizacdo rapida dos potenciais redox das espécies
eletroativas e uma avaliagdo conveniente do efeito dos meios no processo redox (WANG,
2006). A DPV e a SWV por se classificarem entre 0s meios mais sensiveis para a medicdo
direta da concentracdo de analitos em solucdo. A alta sensibilidade atribuida a essas duas
técnicas ocorre devido ao aumento significativo na resposta associada a corrente faradaica
(referente as reacGes redox na superficie do eletrodo) em relagdo a corrente capacitiva
(necesséria para carregar a dupla camada elétrica existente na interface eletrodo/solucao)
(COMPTON & BANKS, 2018).
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2.6.1 Voltametria ciclica

A CV consiste na varredura linear, em forma de onda triangular, do potencial aplicado
a um eletrodo de trabalho estacionario (em uma solugdo sem agitacdo) (KOUNAVES, 1997)

(Figura 13).

Figura 13 — Sinal de excitacdo do potencial em fungdo do tempo na CV
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Fonte: BARD & FAULKNER (2001)

Cada onda triangular constitui um ciclo e dependendo da informag&o procurada, um ou
vérios ciclos podem ser usados. A medida que o potencial é varrido, a corrente resultante é
medida. O gréafico da corrente medida em funcdo do potencial é chamado de voltamograma

ciclico (WANG, 2006) (Figura 14).

Figura 14 — Voltamograma ciclico tipico para um processo redox reversivel
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A Figura 14 mostra a resposta esperada de um par redox reversivel durante um ciclo de
potencial. Inicialmente assume-se que apenas a espécie na forma oxidada (O) esteja presente.
Ao escolher uma varredura positiva de potencial para o meio ciclo de ida, deve-se observar que
o0 potencial inicial seja suficientemente negativo para reduzir a espécie O na superficie do
eletrodo. A medida que o potencial se aproxima do potencial formal (E°) caracteristico do
processo redox, uma corrente anddica comeca a aumentar, até que um pico seja atingido. Depois
de atravessar a regido de potencial em que 0 processo de oxidacdo ocorre (R — O), a direcdo
da varredura de potencial € invertida. Durante a varredura de volta, a espécie O (gerada no meio
ciclo de ida e acumulada perto da superficie do eletrodo) é reduzida a R (O — R), resultando
em um pico catodico (WANG, 2006).

A corrente de pico, em amperes, para um processo redox reversivel é medida pela

equacio de Randles-Sevéik:

I, (A) =2,69x10° ng AD%V%C 1)

Na equacdo acima, n € o nimero de elétrons; A ¢é a area eletroativa do eletrodo (em cm?);
D € o coeficiente de difusdo (em cm? s%); C é a concentragdo (em mol cm) e v é a velocidade
de varredura (em V s!) (BARD & FAULKNER, 2001; COMPTON & BANKS, 2018).

De acordo com a Equacdo 1, a corrente de pico aumenta com a raiz quadrada da
velocidade de varredura. Essa dependéncia é indicativa de um processo eletroquimico
controlado por difusdo (BARD & FAULKNER, 2001; COMPTON & BANKS, 2018).

A posicdo dos picos no eixo do potencial é indica por E°. Para um processo reversivel,
ele é dado por:

o_ B+ Epe
2

Na equagédo acima, Epa é 0 potencial de pico anddico e E. é potencial de pico catddico.

()

A separacdo entre os potenciais de pico (4Ep) para um processo redox reversivel é dada
por:
0,059

- Y, 3)
n

AE, =|E,, - E,

C

Assim, AEp para um processo reversivel envolvendo um elétron é cerca de 59 mV. Os
potenciais de pico catddico e anddico sdo independentes da velocidade de varredura (WANG,
2006).

O potencial de meio pico (Epr2), no qual a corrente é metade da corrente de pico, pode

ser relacionado com o potencial polarogréafico de meia onda (E1) pela seguinte equacao:
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0,028

Ep/Z = E1/2 * \ (4)

Para 0s processos irreversiveis (aqueles com troca lenta de elétrons), os picos individuais sdo

reduzidos em tamanho e amplamente separados (Figura 15).

Figura 15 — Voltamograma ciclico para um processo redox irreversivel
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Fonte: O autor (2020)

Nos processos irreversiveis, I, em amperes, pode ser calculada por:

1 1 1

| (A) =2,99x10°n(n, + @) AD22C (5)

Na equacdo acima, n, A, D, v e C sd0 0s mesmos parametros para 0 processo reversivel,
Na € 0 nimero de elétrons envolvidos na etapa de transferéncia de carga e « é o coeficiente de
transferéncia de carga (HENSTRIDGE et al., 2012; SHIMIZU et al., 2016; GUIDELLI et al.,
2014a; GUIDELLI et al., 2014b).

2.6.1.1 Influéncia do pH na voltametria ciclica

Em presenca de compostos organicos, as voltametrias ciclicas realizadas em meio
aquoso sao em geral dependentes do pH, uma vez que a adi¢do ou remocdo de um elétron pode
induzir a captacdo ou perda de um proton (COMPTON & BANKS, 2018).

Em um processo eletroquimicamente reversivel em que a espécie A produz B, a reacdo

redox ocorre em uma Unica etapa, onde A recebe m-prétons e consome n-elétrons, gerando B:

A+mH" +ne- =B (6)
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O reflexo disso é que, em diferentes concentracbes de H*, a posicdo da onda
voltamétrica, monitorada pelo seu potencial de pico, move-se em funcao da concentracdo desse

ion, de acordo com a Equacao 7,
E, :const.1+%ln[H*]m @)
n

na qual, const. 1 € uma constante que depende do potencial formal do par redox A/B e de suas
concentracdes, F € a constante de Faraday (em C mol™), R é a constante universal dos gases
(em J molt K1), T é a temperatura (em K) e n ja foi definido anteriormente na Equacéo 1
(COMPTON & BANKS, 2018).

Assim, quando a concentragdo de ions H" aumenta, o potencial de pico desloca-se para
valores mais positivos.

Em um processo eletroquimicamente irreversivel, assumimos que a reacao redox da

espécie A produzindo B, ocorre em etapas separadas (Equacdes 8 e 9).
Etapa 1: A+mH" = AH™" (8)
Etapa 2: AH™ +ne- »>B 9)
Como consequéncia, o potencial de pico também se move em funcdo da concentracéo
de H*, de acordo com a Equacéo 10,
RT [H]"

E_ =const.2+ In 10
P (n, +a)F K (10)

na qual, const. 2 é uma constante que esta relacionada com o potencial formal e as
concentracdes do intermediario AHM* e do produto B e K é a constante de equilibrio da etapa
1 (COMPTON & BANKS, 2018).

Portanto, em um processo irreversivel a variacdo da concentracdo de H™ tem o mesmo
impacto que no processo reversivel, isto é, quando a concentracdo de ions H" aumenta, o

potencial de pico se desloca para valores mais positivos.
2.6.1.2 Estudo de processos de adsor¢do por voltametria ciclica

A CV pode ser usada para avaliar o comportamento interfacial de compostos
eletroativos. Tanto os reagentes, quanto os produtos podem estar envolvidos em um processo
de adsorcao—dessorcdo (WANG, 2006).

A resposta eletroquimica de uma reagdo O + ne” = R pode ser significantemente

afetada pela adsorgdo de “O” ou “R” na superficie do eletrodo (BARD & FAULKNER, 2001).
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Para melhor entender como as caracteristicas das espécies O e R impactam na CV

(potencial e corrente de pico), dois casos distintos devem ser considerados:

Casol: O e R adsorvidos séo eletroativos com reacgdo reversivel e as contribuigcdes de O
e R dissolvidos sdo despreziveis. Situacdes em que ocorrem: (a) quando a voltametria é
realizada em uma velocidade tdo alta que as espécies adsorvidas ndo tém tempo de difundir
apreciavelmente da superficie do eletrodo para a solucéo e (b) quando a adsorcdo € téo forte
que mesmo em concentra¢cdes muito baixas ainda assim forma-se uma camada da espécie na
superficie do eletrodo. Nesta condi¢do, assume-se que o nimero de mols da espécie adsorvida
a superficie (I'o") dentro da faixa de potencial da onda, independe do potencial. A onda tem
uma forma simétrica e a corrente de pico é proporcional a velocidade de varredura segundo a
Equacdo 11,
nZFZ
4RT

1, (A) = VAT, (11)

na qual, I'o" é a quantidade da substancia adsorvida na superficie do eletrodo (em mol cm™) e
0s outros parametros ja foram definidos anteriormente (BARD & FAULKNER, 2001).

O potencial de pico é dado pela equacéo 12,

o (RTY, (b
Ep:E —(Fjln[gj (12)

na qual, bo e br sdo parametros que dependem do nimero de mols e das energias livres-padrado
de O e R adsorvidos (BARD & FAULKNER, 2001).

Caso 2: Somente O adsorvido € eletroativo, porém a reagdo é totalmente irreversivel.
Nesta condicdo, a corrente de pico é também proporcional a velocidade de varredura segundo
a Equacdo 13, mas a onda é deslocada negativamente comparada com a onda de um processo
reversivel e o formato simétrico é distorcido.
_aF*AVT,

I, (A)=
(A) 2,718RT

(13)
O potencial de pico é dado pela equacao 14,
0
E :Eo_(ﬂjm RT K (14)
P aF aF v

na qual, k° é a constante de velocidade padrdo de uma reacdo heterogénea (BARD &
FAULKNER, 2001).
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2.6.2 Voltametria de pulso diferencial

A DPV € uma técnica voltamétrica que se baseia na aplicacdo de um pulso de potencial
fixo em forma de onda, de pequena amplitude e que, sobreposto a uma mudanga lenta de
potencial de base, € mostrado graficamente como um potencial em forma de escada (Figura 16)
(COMPTON & BANK, 2018).

Figura 16 — Sinal de excitacdo em DPV
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Fonte: Adaptado de COMPTON & BANKS (2018)

A medicdo da corrente ocorre em dois pontos para cada pulso de potencial, o primeiro
ponto (1), imediatamente antes da aplicacdo do pulso e o segundo (2), imediatamente antes do
final de cada pulso (Figura 16). As correntes 1 e 2 sdo entdo subtraidas, uma vez que a primeira
é a contribuicdo da corrente capacitiva e a segunda é a contribuicdo da corrente faradaica e,
entdo, constrdi-se o gréafico dessa diferenca contra o potencial em forma de escada, gerando um
voltamograma em forma de pico (Figura 17) (COMPTON & BANKS, 2018).

Figura 17 — Voltamograma tipico de uma analise por DPV
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2.6.3 Voltametria de Onda Quadrada

Na SWV, o sinal de excitacdo consiste em um pulso de onda quadrada simétrico em
amplitude sobreposto a uma mudanca lenta de potencial de base em forma de escada (Figura
18) (COMPTON & BANKS, 2018).

Figura 18 — Sinal de excitagdo em SWV
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Assim como na DPV, as correntes sdo medidas em dois pontos, como por exemplo, 0s
pontos 1 e 2 na Figura 18, que correspondem aos finais dos pulsos de ida e volta,
respectivamente. A diferenca entre elas (4l) é plotada em relagcdo ao potencial em forma de

escada, gerando o voltamograma caracteristico dos experimentos de SWV (Figura 19).

Figura 19 — Perfis voltamétricos esquematicos das correntes medidas durante os pulsos de ida

(I1) e volta (1) e a diferenca resultante, Al, plotados contra o potencial em forma de escada
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Fonte: Adaptado de COMPTON & BANKS (2018)
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O principal beneficio da SWV em relagdo a DPV € a diminuigdo apreciavel que se pode
obter em relacdo a corrente capacitiva. 1sso decorre da subtracdo das correntes nos pontos 1 e
2 e o fato de que, na pequena faixa de potencial entre os pulsos de ida e volta, a capacitancia
interfacial é aproximadamente constante. 1sso também permite pulsos curtos e velocidades de
varredura mais répidas, assim como favorece a obtencdo de limites de deteccdo mais baixos
(COMPTON & BANKS, 2018).

2.7 Eletrodos sélidos em eletroanalise

Eletrodos solidos comecaram a ser usados em eletroanalitica a partir da década de 1950.
A popularidade do uso desses eletrodos se deu em funcdo da necessidade de encontrar
alternativas a utilizacdo de eletrodos a base de mercurio (KISSINGER & HEINEMAN, 1996).

O material constituinte do eletrodo de trabalho influencia fortemente o desempenho do
procedimento voltamétrico. Espera-se que o eletrodo de trabalho selecionado forneca uma alta
relacdo sinal-ruido e respostas com alta repetibilidade. Assim, sua selecdo depende do
comportamento redox do analito investigado e da corrente de fundo sobre a regido de potencial
na qual ocorre a medida. Em geral, 0s requisitos impostos aos eletrodos s@o 0s seguintes: inércia
eletroquimica em uma ampla janela de potenciais, altos potenciais em relagéo as evolugGes de
hidrogénio e oxigénio, baixa corrente residual e a possibilidade de renovagdo suficientemente
simples da sua superficie (USLU & OZKAN, 2007).

Diversos materiais solidos podem ser usados como eletrodos de trabalho. Os mais
utilizados séo a base de carbono, platina, ruténio e ouro. Prata, niquel, bismuto e cobre também

podem ser usados para algumas aplicacdes especificas (WANG, 1988).

Eletrodos de metais nobres

Eletrodos de metais nobres, tais como platina, ouro e paladio, sdo comumente
considerados inertes, entretanto eles podem ser altamente ativos sob certas condicGes
eletroquimicas. As vantagens eletroquimicas associadas a esses eletrodos estdo relacionadas a
sua alta condutividade. Além disso, apresentam baixa corrente de fundo, superficie rica e
respostas com alta repetibilidade. Desvantagens em relacao a esses eletrodos incluem o baixo
potencial para evolucdo de hidrogénio, possibilidade de formacdo de camadas de 6xidos em
suas superficies ou a dissolugdo de metais, que podem gerar erros sistematicos nas medidas
(KISSINGER & HEINEMAN, 1996; WANG, 1988).

Em particular, eletrodos de ouro foram muito usados na determinacdo de tracos
elementares (POSEY & ANDREWS, 1980; CHUNGUO, 1984). Devido ao baixo potencial
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para evolugdo de hidrogénio, as faixas catddicas de potencial costumam ser limitadas para a sua
utilizacdo e por essa razdo, sdéo comumente usados em faixas de potenciais mais positivos para
determinacéo de espécies que sdo mais dificeis de oxidar, tais como farmacos (MASAWAT &
SLATER, 2007; PALAHARN et al., 2003; SHETTI et al., 2015).

Eletrodos a base de carbono

Eletrodos a base de carbono geralmente possuem aplicacBes eletroanaliticas mais
abrangentes do que os eletrodos de metais nobres devido a sua ampla janela de potencial de
trabalho, baixa corrente de fundo, diversificada quimica de superficie, inércia quimica e
possibilidade de adequacdo a varias aplicagcdes. No entanto, a velocidade de transferéncia de
elétrons em superficies de carbono é geralmente mais lenta do que a observada em eletrodos de
metais nobres (USLU & OZKAN, 2007). Eles podem ser classificados em homogéneos
(carbono vitreo, grafite, fulerenos, nanotubos de carbono e diamante) ou heterogéneos (pasta
de carbono e pasta de carbono modificada) (WANG, 1988).

Em particular, o GCE tem sido muito utilizado devido suas excelentes propriedades
elétricas e mecénicas, ampla faixa de potencial de trabalho, extrema inércia quimica e facilidade
de renovacéo de superficie (KINOSHITA, 1988). Suas aplicacGes em eletroanalitica sdo bem
extensas, com énfase na dosagem de farmacos (RADI et al., 2004; NIGOVIC & SIMUNIC,
2003) e deteccdo de espécies em amostras biologicas (EL-MAALLI, 2000; RADI et al., 2003).

Cada tipo de eletrodo de carbono tem diferentes quantidades de sitios defeituosos que
afetardo a sua reatividade frente um determinado analito (BANKS & COMPTON, 2006), pois
ela esta diretamente associada aos grupos funcionais (Figura 20) que podem estar presentes em

sua superficie (fenois, carbonilas, lactonas, acidos carboxilicos e outros) (MCCREERY, 1991).

Figura 20 — Grupos funcionais encontrados na superficie de eletrodos de carbono. (1) Aril,
(2) Eter, (3) Carbonila, (4) Aldeido, (5) Alcool, (6) Lactona, (7) Acido carboxilico, (8) o-
quinona, (9) Fenol e (10) p-quinona

(a) (5) ™ (8 7

(3) o

Fonte: Adaptado de HARFIELD, et al. (2012)
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Nesse sentido, € importante a realizacdo de um pré-tratamento da superficie do eletrodo
antes da sua utilizacdo, de modo a criar uma superficie ativa e repetivel a fim de melhorar seu
desempenho analitico. Tal pré-tratamento pode consistir em um procedimento mecanico de
polimento com particulas de alumina. Além disso, o polimento pode ser seguido de ativacao
eletroquimica (DEKANSKI et al., 2001). Ao mesmo tempo que a ativacdo eletroquimica
produz uma superficie repetivel, aumenta a transferéncia de elétrons e a adsor¢éo especifica
(SHI et al., 2007).

Além do tratamento mecanico e da ativacao eletroquimica, a sensibilidade e seletividade
dos eletrodos de trabalho podem ser melhoradas pelo uso de um mediador na determinacdo
analitica (COMPAGNONE et al., 1993; SHANKARAN & NARAYANAN, 2001) ou a partir
da modificacdo da sua superficie (INOUE & KIRCHHOFF, 2000; SALIMI & HALLAI, 2005;
NDAMANISHA et al., 2009).

2.8 Eletrodos quimicamente modificados

Eletrodos quimicamente modificados comecaram a ser descritos na literatura a partir da
década de 1970 (MOSES et al., 1975). A modificacdo da superficie de eletrodos sélidos
permitiu a construcdo de uma base para novas aplicacdes eletroanaliticas e para a construcao
de diferentes tipos de sensores eletroquimicos (STRADIOTTO et al., 2003). Em geral, a
modificacdo € feita a partir da ligacdo ou da imobilizacao, na superficie do eletrodo sélido, de
um fino filme da espécie quimica desejada (PEREIRA et al., 2002). Em comparacdo aos
eletrodos solidos convencionais, as caracteristicas e reatividade dos eletrodos modificados
podem ser melhor controladas, uma vez que a modificacdo transfere as propriedades fisico-
quimicas do modificador para a superficie do eletrodo sélido (USLU & OZKAN, 2007).

O desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados baseia-se principalmente
na obtencdo de um maior grau de seletividade, que pode ser acoplado a alta sensibilidade
alcancavel pela técnica voltamétrica empregada e a possibilidade de eletrocatalise de reacfes
especificas em comparagdo aos eletrodos ndo modificados (PEREIRA et al., 2012).

Diversas espécies quimicas podem ser utilizadas como modificadores de eletrodos,
sendo as mais populares: filmes metalicos (MATH et al., 2019), nanoparticulas metélicas (LI1U
et al., 2012a), nanomateriais de carbono (KEYVANFARD et al., 2016), filmes poliméricos
(SONG & SHIU, 2001) e moléculas bioldgicas (LIU et al., 2012b).

Embora exista uma grande quantidade de modificadores quimicos descritos na

literatura, a busca por novos materiais € sempre continua. Nesse sentido, nos ultimos anos,
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MOFs tém se popularizado como modificadoras de eletrodos. Seu potencial uso na modificagdo
de superficies eletrodicas para analises voltamétricas ocorre devido, principalmente, as suas
grandes areas superficiais (que podem chegar até 7000-8000 m? g'1) (FARHA et al., 2012), que
melhorariam a pré-concentracdo do analito no eletrodo e aos seus largos tamanhos de poro
(HONICKE et al., 2018), que permitiriam a rapida difusio de varios analitos até a superficie do
eletrodo. Além disso, MOFs podem ser funcionalizadas com um grande nimero de espécies
quimicas que, se apropriadas, podem facilitar a adsorcéo seletiva de analitos no curso da analise
voltamétrica (POURNARA et al., 2019).

Pesquisas no campo de uso das MOFs como modificadoras de eletrodos sélidos para

fins eletroanaliticos ainda sdo incipientes, mas se mostram bastante promissoras.
2.9 Objetivos

Geral
Desenvolvimento de eletrodo modificado com rede metalorganica de cobre para
determinacéo eletroanalitica de CAP, CYS e GSH.

Especificos
Avaliar a eficiéncia do copolimero de acrilamida e acrilato de sddio, assim como das

nanoparticulas de ouro no aumento da condutividade elétrica de Cu-BTC de modo a favorecer
Seu uso como sensor eletroquimico;

Aplicar as metodologias desenvolvidas na avaliacdo das concentracdes de CAP, CYS e
GSH em amostras farmacéuticas e biolégicas empregando as técnicas de DPV e SWV;

Verificar as melhores condi¢des de pH para anéalise de cada tiol;

Comparar o desempenho do eletrodo modificado produzido com outros descritos da

literatura.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Reagentes

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico ndo sendo necessaria

purificacdo prévia (Tabela 13).

Tabela 13 — Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados

Reagente Pureza Procedéncia
Basolite™ C300 (Cu-BTC) 98% Sigma-Aldrich
L-cisteina 97% Sigma-Aldrich
Bicarbonato de sddio 99% Sigma-Aldrich
Cloreto de potéassio 99% Sigma-Aldrich
Hidroxido de potassio 99% Sigma-Aldrich
Acido benzeno-1,3,5-tricarboxilico 95% Sigma-Aldrich
Glutationa reduzida > 98% Sigma-Aldrich
Polivinilpirrolidona > 98% Sigma-Aldrich
Butan-1-ol 99,8% Vetec
Acetato de cobre (1) 98% Vetec
Fosfato de potéassio dibasico 99% Vetec
Citrato de sodio 99% Merck
Acido cloridrico 36% Merck
Acido formico 99% Merck
Dimetilformamida >99.8 % Merck
Etanol 99% Merck
Copolimero de acrilamida/acrilato de sédio 99% Angene Chemical
Captopril 99% LAFEPE
Acido fosférico 85% Fmaia
Fosfato de Potassio Monobasico 99% Cinética Quimica
Ferrocianeto de Potassio 99% J. T. Baker
Acido tetracloroaurico(lll) tri-hidratado 99,99% Alfa Aesar
Acido benzobico 99,5% Dinamica

Fonte: O autor (2020)
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As capsulas de complemento alimentar de GSH reduzida foram adquiridas na Oficial
Farma e os comprimidos de Capotrineo em farmacia.

Os tidis foram mantidos sob refrigeracao e as suas solucfes preparadas no momento do
uso. A agua utilizada no preparo das solucdes foi purificada pelo sistema Milli-Q (resistividade
18,2 MQ).

3.2 Materiais e método
3.2.1 Materiais

3.2.1.1 Polimento dos eletrodos

No processo de polimento dos eletrodos, utilizou-se suspensdes de Alumina 0,05 um;
0,3 ume 1,0 um e pano de polimento metalografico, ambos da marca Teclago (Vargem Grande
Paulista, SP, Brasil).

3.2.1.2 Filtragdo das amostras comerciais

A solugdo dos comprimidos de Capotrineo foi filtrada em papel de filtro de filtracdo
média adquirido na Casa do Laboratério (Recife, PE, Brasil) e as capsulas de complemento
alimentar de GSH, em filtro tipo seringa Chromafil Xtra 0,45 um, adquirido na Macherey-
Nagel GmbH & Co. KG (Duren, Alemanha).

3.2.1.3 Pesagem das amostras

As amostras de tidis foram pesadas em balanca analitica marca SHIMADZU (Kyoto,
Japdo), modelo AUY?220, com auxilio de espatula descartavel de polietileno, lavada com agua
Milli-Q.

3.2.1.4 Medidas de pH das soluc¢des-tampéo

As medidas de pH das solugdes-tampao foram realizadas com um pHmetro digital
Hanna Instruments (Woonsocket, RI, EUA), modelo HI 2221, acoplado com eletrodo de vidro
combinado, previamente calibrado com solugdes-tampao, pHs 4,0; 7,0 e 9,0 (conforme a faixa

requerida).



67

3.2.1.5 Experimentos eletroquimicos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula confeccionada com
polietileno descartavel, com volume aproximado de 20,0 mL, contendo 3,0 mL de solucdo-
tampdo, num arranjo de trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar), colocada em uma gaiola
de Faraday, utilizando um potenciostato/galvanostato Metrohm-Autolab (Utrecht, Paises
Baixos), modelo PGSTAT 128N (Figura 21).

Figura 21 — (A) Potenciostato/galvanostato Metrohm-Autolab. (B) Esquema da célula de trés
eletrodos. (1) Trabalho: Cu-BTC/GCE, Cu-BTC/Au ou Au@Cu-BTC/GCE, (2) Referéncia:
Ag/AgCI (KCI saturado), (3) Auxiliar: fio de Pt

1]
T]

) ‘
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Fonte: O autor (2020)

]

O aparelho foi controlado por um computador através da interface Universal Serial Bus
(USB) e o programa NOVA verséo 1.11.

Todos os potenciais foram medidos em relacao a um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl
em KCI saturado (Figura 21B.2), tendo como eletrodo auxiliar um fio de Pt (Figura 21B.3) e
como eletrodos de trabalho (Figura 21B.1) GCE ou ouro modificados com Cu-BTC em

acrilamida/acrilato de sédio, além disso, o GCE também foi modificado com Au@Cu-BTC.
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3.2.1.6 Caracterizagdo das nanoparticulas de ouro e das MOFs de Cu-BTC e Au@Cu-BTC

A distribuigdo de tamanho e o tamanho das nanoparticulas de ouro foram caracterizados
por TEM (Figura A1, Anexos) utilizando um microscopio eletrénico modelo Tecnai 20 de 200
kV, da marca FEI (Waltham, MA, EUA). Os dados de difragdo de raios-X em po para Cu-BTC
e Au@Cu-BTC (Figura A2, Anexos) foram coletados em um difratdmetro de raios-X Bruker
(Billerica, MA, EUA), modelo D8 Advance operando sob radiagdo CuKa (40 kV, 40 mA)
equipado com um detector LynxEye. O padréo de difracdo foi coletado na faixa de 26 de 5-50°
com um tamanho de passo de 0,01° e um tempo de contagem de 1 s passo™*. As microestruturas
das amostras de Cu-BTC e Au@Cu-BTC foram analisadas por SEM (Figura A4, Anexos)
utilizando um microscopio eletrdnico modelo MIRA 3, marca TESCAN (Brno, Republica
Tcheca), operando a 10 kV. A estabilidade térmica das MOFs (Figura A5, Anexos) foi
determinada com um analisador térmico da marca SHIMADZU (Kyoto, Japao), modelo DTG-
60H, com taxa de aquecimento de 10 °C min?, sob atmosfera dinamica de oxigénio (50 mL
mint). As MOFs também foram analisadas por espectroscopia de infravermelho (entre 4.000
cm™ e 500 cm™) (Figura A3, Anexos) usando um espectrémetro modelo 1FS66, da marca
Bruker (Billerica, MA, EUA).

3.2.2 Método
3.2.2.1 Sintese das nanoparticulas de ouro

AuNPs foram sintetizadas de acordo com o método de Turkevich. Inicialmente,
aqueceram-se 150,0 mL de uma soluc¢éo aquosa de HAuCl4 0,01% em uma chapa sob agitacédo
até a ebulicdo. Assim que a solucdo comecou a ferver, adicionaram-se 5,0 mL de uma solucgéo
aquosa de citrato de sddio 0,5% e o aquecimento foi mantido constante durante 10 minutos. O
produto final, uma solucdo de cor vermelho escuro, foi resfriado até a temperatura ambiente
(ZHAO et al., 2013).

Apbs a sintese das AuNPs, 13,0 mL de uma solugdo aquosa 0,45 mmol L? de
polivinilpirrolidona (PVP) (MM = 44.000) foram adicionados gota a gota & solugdo das AuNPs,
sob agitacdo, e a mistura preparada foi mantida & temperatura ambiente e deixada em repouso
durante 24 h. A solucéo final, nanoparticulas (nanoesferas) de ouro estabilizadas com PVP, foi
entdo lavada 3 vezes com agua, empregando ciclos de precipitacdo/ressuspensdo usando
centrifugagdo com 14.000 rpm durante 30 minutos e finalmente dispersando em DMF (ZHAO
etal., 2013).
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3.2.2.2 Sintese dos nanocompdsitos de Au@Cu-BTC

Os nanocompositos de Au@Cu-BTC foram fornecidos pelo Laboratério de Terras Raras
do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, os quais foram preparados a partir da
sintese de nanoparticulas esféricas de Cu-BTC na presenca de AuNPs. Em processo tipico,
dissolveram-se 3,8 mmol (0,8g) de BTC em 30,0 mL da suspensdo de AuNPs em DMF, sob
agitacdo. Em seguida, essa mistura foi adicionada gota a gota a uma solucgao contendo 1,6 mmol
(0,3 g) de acetato de sodio e 0,03 mol (4,0 g) de acido benzdico dissolvidos em 30,0 mL de
butan-1-ol, durante um periodo de 30 minutos a temperatura ambiente. Foi possivel observar a
formacdo de particulas suspensas azuis. O sistema foi mantido sob agitacdo por mais 30
minutos, e as particulas azuis formadas foram precipitadas por centrifugacdo (6.000 rpm, 10
minutos) e depois lavadas trés vezes com etanol (LI et al., 2017). O produto obtido foi ent&o
disperso em volume adequado de DMF de modo a obter uma suspensdo com concentracéo final
de 6,15 mg mL* de Au@Cu-BTC, a qual foi usada como estoque para posterior modificagio
do GCE.

3.2.2.3 Preparo do modificador de Cu-BTC em acrilamida/acrilato de sédio

Dissolveram-se 2,0 g do copolimero de acrilamida/acrilato de s6dio em 400 mL de &gua.
Em seguida, uma aliquota de 1,0 mL dessa mistura foi transferida para um tubo Eppendorf™ e
adicionou-se uma quantidade de Cu-BTC comercial (Basolite™ C300) suficiente para se obter
uma concentragdo de 10,0 mg mL* de Cu-BTC que foi submetida & sonicagdo por 20 minutos
até formar uma suspensdo estavel. Essa suspensdo foi usada como estogque para posterior

modificacdo do GCE.
3.2.2.4 Pré-tratamento mecanico e ativagao eletroquimica do GCE

Antes da modificagdo, o GCE foi cuidadosamente polido com uma suspensdao de
alumina 1,0 um e em seguida lavado com agua Milli-Q por 10 s. O processo foi repetido para
as suspensdes de alumina 0,3 um e 0,05 um. Em seguida, o eletrodo foi polido novamente em
um pano de polimento metalografico sem a presenga de alumina e depois lavado com agua
Milli-Q por 10 s (CHEN et al., 1995). Para assegurar ainda mais a remoc¢do do residuo de
alumina, o GCE foi colocado na célula eletroquimica contendo 3,0 mL de uma solug@o tampao
fosfato 0,1 mol L! desoxigenada no pH de interesse e realizaram-se voltametrias ciclicas entre

—0,4 V e +0,8 V a uma velocidade de varredura de 50 mV s até que se obtivessem
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voltamogramas repetiveis (cerca de 5 ciclos). Apos pré-tratamento mecanico, o GCE foi ativado
eletroquimicamente (DEVADAS et al., 2013) em uma solug¢do 0,1 mol L de NaHCOs,
desoxigenada, a partir do registro de voltamogramas ciclicos repetiveis (cerca de 7 ciclos) entre
~1.2 Ve +2.0 V a uma velocidade de varredura de 100 mV s™'. Apés ativagio eletroquimica,
prosseguiram-se os processos de modificacdo da superficie eletrodica descritos na secdo

seguinte.
3.2.2.5 Modificagédo do GCE para estudos eletroquimicos

Os modificadores preparados com as suspensdes de Cu-BTC em acrilamida/acrilato de
sodio e Au@Cu-BTC em DMF foram depositados na superficie do eletrodo de diferentes
maneiras.

Para os experimentos realizados na determinacdo de CAP, apos ativacao eletroquimica
do GCE descrita na se¢éo 3.2.2.4, 6,0 pL da suspensdo de Cu-BTC em acrilamida/acrilato de
sodio foram gotejados na superficie do eletrodo sélido com o auxilio de uma micro-pipeta e,
em seguida, a superficie eletrodica foi seca em estufa (100 °C) até formar um fino filme (Figura
22) (HOSSEINI et al., 2013a).

Figura 22 — (A) GCE sem modificacdo. (B) GCE apds modificacdo com Cu-BTC em

acrilamida/acrilato de sédio (A concentracdo de MOF utilizada nesse exemplo foi de 10,0 mg
mL?)

Fonte: O autor (2020)

Para os estudos de determinacdo de CYS, o processo de modificacdo foi 0 mesmo
utilizado para o CAP, com a diferenca de que o volume da suspensdo de Cu-BTC em

acrilamida/acrilato de sédio gotejado na superficie do eletrodo foi de 2,0 pL.
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Para a GSH, foram usados os dois tipos de modificadores, a suspensédo de Cu-BTC em
acrilamida/acrilato de sédio e a suspensdo de Au@Cu-BTC, sendo, em ambos 0s casos,
gotejados 2,0 uL das suspensdes na superficie do eletrodo sélido seguida de secagem a 100 °C
até a formacdo do fino filme de MOF sobre a superficie do eletrodo de GCE.

Os volumes diferentes das suspensoes das MOFs (6,0 uL e 2,0 uL) se deram em funcao
das diferentes areas superficiais dos eletrodos utilizados. O GCE utilizado na determinacdo de
CAP tinha uma érea superficial maior que o GCE utilizado na determinacdo de CYS e GSH.

Apbs cada experimento, o eletrodo passou novamente pelos processos de pré-tratamento

mecanico e ativacgdo eletroquimica, seguidos de modificacdo da superficie.
3.2.2.6 Modificacéo do eletrodo de ouro para estudos eletroquimicos

O eletrodo de ouro foi preparado seguindo 0s mesmos processos de pré-tratamento
mecanico e ativagdo descritos para 0 GCE na secdo 3.2.2.4. Apds ativacdo, 2,0 uL da suspensao
de Cu-BTC em acrilamida/acrilato de sodio foram gotejados na superficie do eletrodo sélido
com o auxilio de uma micro-pipeta e em seguida, a superficie eletrddica foi seca em estufa (100
°C) até a formacao de um fino filme.

Ap0s cada experimento, o eletrodo passou novamente pelos processos de pré-tratamento

mecanico e ativacdo eletroquimica, seguidos de modificagdo da superficie.
3.2.2.7 Preparo das solugdes-tampéo fosfato

Solucdes-tampao fosfato foram preparadas pela mistura de volumes adequados de
solugBes estoque de H3PO4 e KH2PO4, ambas na concentragio de 0,1 mol L™ para se obter a
faixa de pH 2,0-4,0 (a mistura foi monitorada por pHmetro digital até que o pH de interesse
fosse obtido) e de KH,PO4 e K;HPO,4, ambas na concentracdo de 0,1 mol L™ para se obter a
faixa de pH 5,0-7,0 (HOSSEINI et al., 2013a).

3.2.2.8 Estudos de voltametria ciclica no GCE modificado com Cu-BTC

As propriedades eletroquimicas do GCE modificado com Cu-BTC (Cu-BTC/GCE)
foram inicialmente estudadas por CV.

Para a realizagio desses estudos, a solugio estoque de 10,0 mg mL™ de Cu-BTC foi
inicialmente diluida para 1,0 mg mL* em solugdo aquosa 5,0 mg mL™ de acrilamida/acrilato
de sodio. O GCE foi entdo modificado, seguindo o método descrito na se¢éo 3.2.2.5 (para 0
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CAP). Apos modificacdo, o eletrodo foi imerso na célula eletroquimica contendo 3,0 mL de
tampdo fosfato (pH 7,0), previamente desoxigenada, e voltamogramas ciclicos foram
registrados no intervalo de 0,4 V a +0,8 V a uma velocidade de varredura de 50,0 mV s,

Apos obtencdo dos voltamogramas em pH 7,0, o procedimento acima descrito foi
repetido para outros valores de pH do tampao na faixa de 3,0-6,0 para estudos de influéncia do
pH do meio na resposta eletroquimica de Cu-BTC/GCE.

Estudos de CV variando a velocidade de varredura tambem foram feitos para Cu-
BTC/GCE. Nesses estudos, o procedimento foi semelhante ao adotado no estudo de pH, exceto
pelo fato de que a concentragdo de Cu-BTC foi diluida para 0,05 mg mL™ e o pH do tampéo
foi mantido fixo no valor 3,0. Voltamogramas ciclicos foram obtidos para 5 diferentes valores
de velocidade de varredura (25,0; 50,0; 100,0; 150,0 e 200,0 mV s™).

Todos os experimentos descritos nessa se¢ao foram realizados em triplicata.

3.2.2.9 Estudos de voltametria ciclica em Cu-BTC/GCE na presenca de captopril

Na presenca de uma amostra padrdo de CAP, os estudos de CV foram realizados
inicialmente em GCE modificado com uma suspensdo contendo 1,0 mg mL™? de Cu-BTC
dispersa em solucdo aquosa 5,0 mg mL? de acrilamida/acrilato de sédio, em uma célula
eletroquimica, previamente desoxigenada por 5 min., contendo 3,0 mL de solug¢do 1,0 mmol L
1 de CAP em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,0). O potencial foi varrido no intervalo de —0,4
V a +1,6 V numa velocidade de varredura de 50,0 mV s,

A influéncia do pH na oxidacdo eletroquimica de CAP em Cu-BTC/GCE foi estudada
a partir da obtencdo de voltamogramas ciclicos variando o pH na faixa entre 3,0-7,0. Nesse
estudo, a concentracdo de Cu-BTC utilizada foi de 0,8 mg mL™ e a concentracdo de CAP foi
de 0,1 mol L. O potencial foi varrido no intervalo de —0,4 V a +0,8 V numa velocidade de
varredura de 50,0 mV s,

O efeito da velocidade de varredura na oxidacéo eletroquimica de CAP foi estudado por
CV em GCE modificado com 0,05 mg mL™? de Cu-BTC dispersa em 5,0 mg mL* de
acrilamida/acrilato de sodio, imerso em uma célula eletroquimica contendo 3,0 mL de solucéo
50,0 umol L de CAP em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,0), para 5 diferentes velocidades
de varredura (10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 50,0 mV s%).

Todos os experimentos descritos acima foram realizados em triplicata.
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3.2.2.10 Estudos de voltametria de pulso diferencial em Cu-BTC/GCE na presenca de captopril

Voltamogramas de DP foram obtidos inicialmente para GCE modificado com 1,0 mg
mL de Cu-BTC dispersaem 5,0 mg mLde acrilamida/acrilato de sddio, em 3,0 mL de tamp&o
fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) (previamente desoxigenada por 5 min.) na presenca de 5,0 pmol
L de CAP. Nesse primeiro estudo, o potencial de deposicio foi mantido em +0,1 V durante
360 s, seguido por uma etapa de repouso de 5 s. Transcorrido esse tempo, o potencial foi varrido
em sentido anddico até +0,6 V, com velocidade de varredura de 10 mV s*.

O efeito do pH na resposta eletroquimica de CAP em Cu-BTC/GCE por DPV foi
estudado nas mesmas condigdes descritas acima, exceto pelo fato de que a concentracdo do
analito preparada foi de 10,0 pmol L e 0 pH do tampao variou de 2,0 até 6,0.

Diferentes concentracdes de Cu-BTC também foram analisadas por DPV (0,36; 0,42;
0,50; 0,62; 0,79; 1,65 e 3,30 mg mL™) em tampao fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) na presenca de
5,0 umol L de CAP. Os parametros de DPV foram os mesmos utilizados nos estudos
anteriores.

A pré-concentragdo do analito na superficie do eletrodo modificado com Cu-BTC foi
analisada por DPV variando o tempo de deposicdo (120, 180, 240, 300, 360 e 420 s). A
concentracéo de Cu-BTC utilizada nesse caso foi de 0,5 mg mL™ e o pH mantido em 3,0 para
uma concentracio de CAP igual a 10,0 pmol L2,

Visando a obtencdo de uma melhor resposta eletroquimica do eletrodo, foram
verificadas as melhores condicdes para a etapa de redissolucdo relativas a DPV. Aqui, séo
apresentados somente os valores dos parametros que tiveram as melhores respostas: tempo de
modulacéo: 0,1 s, intervalo de tempo: 0,6 s e amplitude de modulagdo: 0,01 V. Tais parametros
conduziram a uma velocidade de varredura para DPV de 8,3 mV s,

Voltamogramas de DP foram obtidos nas condic¢des otimizadas para Cu-BTC/GCE em
tampao fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) na presenca de concentragdes crescentes de CAP (0,5; 1,0;
2,0; 3,0; 5,0 e 7,0 pmol L) para determinagio da faixa linear de trabalho, do coeficiente de
determinacéo (R2), da equacdo de regressao linear e do limite de deteccdo. A concentracdo de
Cu-BTC utilizada nesse caso foi de 0,5 mg mL™ e o tempo de deposi¢do de 360 s.

Todos os voltamogramas de DPV foram otimizados utilizando correcao de linha de base
e suavizagdo com filtro Savitzky-Golay (janela de 9 pontos).

Todos os experimentos descritos nessa se¢do foram realizados em triplicata.
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3.2.2.11 Preparo e analise da amostra real de captopril em Cu-BTC/GCE por DPV

Trés comprimidos da amostra comercial de CAP foram finamente pulverizados e uma
quantidade equivalente a massa de um comprimido foi precisamente pesada e dissolvida em
50,0 mL de agua ultrapura. A mistura foi agitada durante 20 minutos e filtrada para um baléo
volumétrico de 100,0 mL, usando processo convencional (funil de vidro e papel de filtro de
filtragem média), lavando com a &gua ultrapura até aferir o bal&o.

Para os estudos voltamétricos, uma aliquota de 10,0 uL da solugdo aquosa preparada do
farmaco de CAP foi transferida para a célula eletroquimica contendo 3,0 mL de tampéo fosfato
0,1 mol L (pH 3) e os voltamogramas de DP foram obtidos nas condig@es otimizadas descritas
na secdo 3.2.2.10.

Em seguida, realizaram-se ensaios de recuperagdo de CAP por adi¢do, de aliquota
suficiente para se obter uma concentragio de 1,2 umol L™ do padrdo de CAP, a uma célula
eletroquimica contendo 10,0 uL da amostra do farmaco de CAP em 3,0 mL de solu¢do tampéao
fosfato 0,1 mol Lt (pH 3).

Todos os ensaios foram feitos em triplicata.
3.2.2.12 Estudos de voltametria ciclica em Cu-BTC/GCE na presenca de cisteina

Na presenca de uma amostra padrdo de CYS, os estudos de CV foram realizados
inicialmente em GCE modificado (se¢do 3.2.2.5 para CYS) com uma suspenséo contendo 0,05
mg mL? de Cu-BTC em acrilamida/acrilato de sodio, em uma célula eletroquimica,
desoxigenada por 5 min., contendo 3,0 mL de solugdo 10,0 pmol L de CY'S em tampdo fosfato
0,1 mol L (variando o pH na faixa de 3,0-7,0), numa velocidade de varredura de 50,0 mV s.
Os voltamogramas ciclicos foram obtidos na faixa de potencial de -0,4 V a +0,8 V, com tempo
de espera de 120 s, para facilitar a pré-concentragdo do analito na superficie do eletrodo.

Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
3.2.2.13 Estudos de voltametria de pulso diferencial em Cu-BTC/GCE na presenga de cisteina

Voltamogramas de DP foram obtidos inicialmente para GCE modificado com 0,5 mg
mL* de Cu-BTC dispersaem 5,0 mg mL de acrilamida/acrilato de sodio, em 3,0 mL de tamp&o
fosfato 0,1 mol L (pH 4,0) (previamente desoxigenada por 5 min.) na presenca de 5,0 pmol
L de CYS. Nesse primeiro estudo, o potencial de deposicdo foi mantido em +0,1 V com tempo

de deposicdo de 360 s, sequido por uma etapa de repouso de 5 s. Transcorrido esse tempo, 0
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potencial foi varrido em sentido anddico até +0,5 V, a uma velocidade de varredura de 20,0 mV
s,

Para CYS, as melhores condicGes para a etapa de redissolucéo relativas a DPV foram:
tempo de modulagéo: 0,05 s, intervalo de tempo: 0,25 s e amplitude de modulagéo: 0,025 V.
Tais parametros conduziram a uma velocidade de varredura para DPV de 20,0 mV s,

A pré-concentracdo do analito na superficie do eletrodo modificado com Cu-BTC foi
analisada por DPV variando o tempo de deposicéo (180, 240, 360, 420 e 480 s). A concentracdo
de Cu-BTC utilizada nesse caso foi de 0,5 mg mL? e o pH mantido em 4,0 para uma
concentracgdo de CYS igual a 5,0 pmol L.

Voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos para GCE modificado com 0,5 mg
mL? de Cu-BTC em acrilamida/acrilato de sédio, em 3,0 mL de tamp&o fosfato 0,1 mol L
(pH 4,0) (previamente desoxigenada por 5 min.) na presenca de concentracfes crescentes de
CYS (1,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 10,0 mol L) para determinacio da faixa linear de trabalho, do
coeficiente de determinacéo (R2), da equacdo de regressao linear e do limite de deteccdo. Nesse
estudo, o potencial de deposicdo foi mantido em +0,1 V com tempo de deposi¢cdo de 420s,
seguido por uma etapa de repouso de 5 s. Apos esse tempo, o potencial foi varrido em sentido
anodico até +0,5 V.

Todos os voltamogramas de DPV foram otimizados utilizando correcdo de linha de base
e suavizacao com filtro Savitzky-Golay (janela de 9 pontos).

Todos os experimentos descritos nessa secao foram realizados em triplicata.
3.2.2.14 Estudos de voltametria ciclica em Cu-BTC/GCE na presenca de glutationa

Para a amostra padrdo de GSH, os estudos de CV foram realizados inicialmente em GCE
modificado (sec¢éo 3.2.2.5 para GSH) com uma suspensdo contendo 0,1 mg mL™* de Cu-BTC
em acrilamida/acrilato de sddio, em uma célula eletroquimica contendo 3,0 mL de solucéo 0,1
mmol L de GSH em tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 3,0), numa velocidade de varredura de
50,0 mV s*. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos na faixa de potencial de —0,4 V a +0,8
V, com tempo de espera de 5 s.

Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
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3.2.2.15 Estudos de voltametria ciclica no eletrodo de ouro modificado com Cu-BTC na

presenca de glutationa

Voltamogramas ciclicos foram obtidos para o eletrodo de ouro modificado com 0,1 mg
mL? Cu-BTC (Cu-BTC/Au) em 3,0 mL de solugio 0,7 mmol L de GSH em tampao fosfato
0,1 mol L (pH 3,0) a uma velocidade de varredura de 50,0 mV s™. Os voltamogramas ciclicos
foram obtidos na faixa de potencial de —0,2 V a +0,8 V, com tempo de espera padréo de 5 s.
Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

3.2.2.16 Estudos de voltametria ciclica no GCE modificado com Au@Cu-BTC na presenca de
glutationa

Para a realizagdo desses estudos, a solucéo estoque de 6,15 mg mL™* de Au@Cu-BTC
foi inicialmente diluida para 61,5 ng mL™ em uma mistura de DMF (92,5%) e etanol (7,5%), a
qual facilitou sua adesdo a superficie do eletrodo.

Os estudos iniciais de CV na presenca de uma amostra padrdo de GSH em GCE
modificado (se¢édo 3.2.2.5 para GSH) com a MOF de Au@Cu-BTC (Au@Cu-BTC/GCE) foram
feitos em uma célula eletroquimica contendo 3,0 mL de solugdo 0,1 mmol L* de GSH em
tampao fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) (sem desoxigenagdo), numa velocidade de varredura de
20,0 mV s. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos na faixa de potencial de 0,4 V a +1,0
V, com tempo de espera de 120 s, para facilitar a pré-concentracdo do analito na superficie do
eletrodo.

Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

3.2.2.17 Estudos de voltametria de onda quadrada em Au@Cu-BTC/GCE na presenca de
glutationa

O efeito do pH na resposta eletroquimica de GSH foi estudado por SWV em Au@Cu-
BTC/GCE em 3,0 mL de solugdo 10,0 umol L™ de GSH em tampao fosfato (variando a faixa
de pH de 2,0-7,0) para uma concentragdo de 61,5 ug mL™* de Au@Cu-BTC. Nesse estudo, 0
potencial de deposicéo foi mantido em —0,4 VV com tempo de deposicdo de 120 s, seguido por
uma etapa de repouso de 5 s. Transcorrido esse tempo, o potencial foi varrido em sentido

anodico até +0,8 V, a uma velocidade de varredura de 75 mV s
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Estudos de SWV em Au@Cu-BTC nas mesmas condi¢Oes foram realizados para
verificar a influéncia de outros eletrdlitos suporte (formiato/acido férmico e cloreto de
potassio/acido cloridrico) na resposta eletroquimica de GSH, mantendo-se o pH fixo em 3,0.

A pré-concentracdo do analito na superficie de Au@Cu-BTC/GCE foi analisada por
SWYV variando o tempo de deposic¢do (30, 60, 120, 180, 240 e 300 s). A concentracdo de
Au@Cu-BTC utilizada nesse caso foi de 61,5 ug mL?* e 0 pH mantido em 3,0 para uma
concentracdo de GSH igual a 10,0 pmol L. O potencial de deposicéo foi mantido em +0,1 V
e varrido até +0,6 V ap0s a pré-concentracdo do analito.

Diferentes concentra¢fes de Au@Cu-BTC também foram analisadas por SWV (0,0615;
0,308; 0,461; 0,615; 1,54; 3,08 e 6,15 mg mL™) em 3,0 mL de solugdo 10,0 umol L de GSH
em tamp&o fosfato 0,1 mol L (pH 3,0), com tempo de deposicdo de 240 s e potencial de
deposicédo de +0,1 V.

Os parametros otimizados para a etapa de redissolucdo relativa a SWV foram:
frequéncia: 15 Hz, passo de potencial: 0,005 V, Amplitude de pulso: 0,05 V. Tais parametros
conduziram a uma velocidade de varredura para SWV de 75,0 mV s™.

Voltamogramas de SW foram obtidos para Au@Cu-BTC/GCE em tampéo fosfato 0,1
mol L (pH 3,0) na presenca de concentragdes crescentes de GSH (1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0;
8,0 e 10,0 umol L) para determinacdo da faixa linear de trabalho, do coeficiente de
determinacéo (R?), da equagéo de regressédo linear e do limite de deteccdo. A concentracdo de
Au@Cu-BTC utilizada nesse caso foi de 0,461 mg mL™ e o tempo de deposicdo de 240 s. As
condicdes de redissolucao foram as otimizadas descritas anteriormente.

Todos os voltamogramas de SWV foram otimizados utilizando correcao de linha de
base e suavizagdo com filtro Savitzky-Golay (janela de 9 pontos).

Todos os experimentos descritos nessa se¢do foram realizados em triplicata.

3.2.2.18 Preparo e analise por SWV das amostras reais de glutationa

Glutationa como complemento alimentar

Comprimidos comerciais de GSH reduzida (3 unidades) foram pesados e finamente
pulverizados. Uma massa do p6 correspondente a massa de um comprimido foi pesada com
precisdo, dissolvida em 100 mL de &gua ultrapura com sonicacdo constante (20 minutos) e
filtrada através de um filtro tipo seringa de 0,45 pm diretamente em um tubo Eppendorf® e

mantidas sob refrigeracdo até 0 momento do uso.
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Para os estudos voltamétricos, aliquotas de 10,0 uL da amostra comercial de GSH foram
transferidas para a célula eletroquimica contendo 3,0 mL de tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 3).
Em seguida, foram adicionados volumes do padrdo de GSH (equivalentes a 4,0 umol L™?) &
célula eletroquimica contendo uma nova amostra comercial de GSH tamponada, para a
realizacdo dos ensaios de recuperacao e os voltamogramas de SW foram posteriormente obtidos

nas condi¢des otimizadas.

Amostra biolégica contendo glutationa

A analise da amostra bioldgica foi realizada em um total de 17 amostras de sangue
periférico e corddo de recém-nascidos (utilizando EDTA como anticoagulante) coletadas de
doadores voluntarios, misturadas (este procedimento foi necessario para obter o volume
necessario para realizar a analise eletroquimica, uma vez que os volumes originais das amostras
coletadas ndo foram suficientes para realizar os experimentos) e processadas para obter
eritrocitos. Plasma e leucocitos foram isolados dos globulos vermelhos e descartados apds
centrifugacdo em gradiente de dupla densidade (Histopaque 1.077 e 1.119, Sigma-Aldrich), em
seguida, os eritrécitos foram lavados em solucao aquosa de NaCl 0,9%, separados em aliquotas
e armazenados a —80°C. Eritrdcitos totais diluidos (1: 250 com HCIO4 a 5%) foram
completamente homogeneizados e centrifugados a 10.000 rpm por 15 min a 4°C. O teor de GSH
(6,95 umol L) foi determinado e seu valor foi utilizado para comparagdo com a nova
metodologia.

Para estudos voltamétricos, uma aliquota da amostra diluida foi tamponada com tampao
fosfato 0,1 mol L (pH 3) e transferida (0,5 mL) para a célula eletroquimica. Em seguida, a

amostra foi analisada por SWV nas condi¢des otimizadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados aqui discutidos foram divididos em funcéo do tipo de eletrodo modificado
utilizado. Inicialmente sera discutido o uso de GCE modificado com Cu-BTC dispersa numa
solucéo aquosa do copolimero de acrilamida/acrilato de sodio, na determinag&o eletroanalitica
de CAP, CYS e GSH. A seguir, o uso de eletrodo de ouro, também modificado com Cu-BTC
em acrilamida/acrilato de s6dio, na determinacdo eletroanalitica de GSH. Por fim, a utilizacdo
do GCE modificado com Au@Cu-BTC dispersa numa mistura de 92,5% de DMF e 7,5% de

etanol, na determinacdo eletroanalitica de GSH.
4.1 Estudos em Cu-BTC/GCE

Neste trabalho, a presenca de ions Cu(ll), liberados da quebra da MOF, na superficie do
eletrodo desempenha um papel muito importante na anélise voltamétrica de tiois, pois catalisa
a oxidacao destes a partir da diminuicdo do potencial, o que torna a metodologia desenvolvida
bastante atrativa.

O comportamento descrito acima foi verificado a partir das respostas eletroquimicas de
Cu-BTC em acrilamida/acrilato de sodio depositada na superficie do GCE. Tais resultados
serdo relatados nas proximas secdes. Inicialmente o estudo foi feito na auséncia dos tiois e,

posteriormente, na presenca destes.
4.1.1 Estudo de CV das propriedades eletroquimicas de Cu-BTC/GCE

A Figura 23 mostra a resposta relacionada ao estudo por CV das propriedades
eletroquimicas de Cu-BTC/GCE em solugio tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).

Figura 23 — Voltamograma ciclico de Cu-BTC/CGE em tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0)
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Como pode ser visto na Figura 23, a resposta para CV em Cu-BTC/GCE consistiu em
um par de picos anodico e catodico em, aproximadamente, +0,01 V e —-0,20 V, respectivamente,
que correspondem a reagéo redox do cobre (Equacdo 15) (HOSSEINI et al., 2013a) liberado de
Cu-BTC, devido a sua decomposi¢cdo em meio aquoso (Equacéo 16) (AL-JANABI et al., 2016):

Cu* ,y +26” =Cuy, (15)

aq)

Cu,(BTC) ) +6H" ) = 3Cu2+(aq_) +2H,(BTC) . (16)

(aq.)
A Cu-BTC dispersa em DMF como modificadora de GCE apresenta uma condutividade
elétrica muito baixa nas mesmas condi¢cdes de analise, 0 que inviabiliza seu uso como
modificadora de eletrodos para fins eletroanaliticos (HOSSEINI et al., 2013a; HOSSEINI et
al., 2013b). Entretanto, foi observado que a incorpora¢do do copolimero de acrilamida/acrilato
de sédio como dispersante de Cu-BTC levou a um aumento significativo da intensidade das
correntes obtidas para a reacdo redox de cobre, favorecendo sua aplicacdo em eletroanalise.

A viabilidade de utilizacdo de Cu-BTC como sensor eletroquimico sem a necessidade
de dopagem foi atribuida inicialmente as caracteristicas condutoras do copolimero (LEE et al.,
2005), que em solucéo aquosa tem carater anidnico (ZEYNALI & RABBII, 2002) e seus grupos
carboxilatos, assim como 0s atomos de nitrogénio de seus grupos amidas interagem com 0s
terminais de cobre acessiveis em Cu-BTC (FOMINA et al., 2015; OROZCO-GUARENO et
al., 2010) facilitando o processo de transferéncia de elétrons e, consequentemente, 0 aumento
da resposta voltamétrica.

4.1.2 Influéncia do pH na resposta eletroquimica de Cu-BTC/GCE

Para verificar a influéncia do pH do meio nas repostas eletroquimicas de Cu-BTC/GCE
na auséncia de tidis e escolher o melhor pH para analise voltamétrica, foram conduzidos
experimentos de CV em tampéo fosfato 0,1 mol L para diferentes valores de pH.

Para a escolha do pH ideal em meio aquoso, dois fatores devem ser considerados: (a) a
liberacdo do fon Cu(ll) da MOF depende da concentracdo de H* do meio, conforme foi
anteriormente mostrado na Equacdo 16 e (b) a estabilidade do ion Cu(ll) liberado é também
afetado pela concentracdo de H*, pois outras espécies de cobre podem se formar.

Analisando o diagrama de Pourbaix para as espécies de cobre em meio aquoso (Figura
24), o ion Cu(Il) ocorre somente no meio com pH maximo em torno de 5 (BEVERSKOG &
PUIGDOMENECH, 1995; SHAIKH et al., 2011). Acima desse valor, a presenca de espécies
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como Cu(OH)2 e Cu20 podem contribuir para a queda do sinal analitico de oxidacao de cobre

devido a diminuicao da concentracdo do ion Cu(ll) disponivel.

Figura 24 — Diagrama de Pourbaix do cobre em meio aquoso. SHE (Eletrodo padréo de
hidrogénio, do inglés Standard Hydrogen Electrode)
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Fonte: Adaptado de BEVERSKOG & PUIGDOMENECH (1995)

A Figura 25 mostra as respostas obtidas para o estudo de CV de Cu-BTC/GCE em
tampé&o fosfato 0,1 mol Lt sob diferentes valores de pH (3,0-7,0).

Figura 25 — Voltamogramas ciclicos de Cu-BTC/CGE em tampé&o fosfato 0,1 mol L para

diferentes valores de pH
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Como observado na Figura 25, a resposta voltamétrica de Cu-BTC/GCE é influenciada
pelo pH do meio. Os potenciais de pico catodicos e anddicos deslocam-se para valores menos
positivos a medida que o pH aumenta. Esse comportamento pode ser descrito pela presenca das
espécies organicas (BTC e copolimero) associadas aos ions Cu(ll) (COMPTON & BANKS,
2018).

Foi observado também que as correntes de pico anddicas aumentam com a diminuicdo
do pH enquanto que o inverso ocorre com as correntes de pico catodicas. O aumento das
correntes de pico anddicas em funcdo do pH ocorre devido a maior disponibilidade, na
superficie do eletrodo, de ions Cu(ll) oriundos da quebra da MOF para maiores concentraces
de H* no meio, conforme foi mostrado na Equacéo 16. Por outro lado, mesmo com a menor
disponibilidade de ions Cu(ll) em valores maiores de pH, ha um aumento do pico catddico a
medida que o pH aumenta devido a adsor¢do de outras espécies de cobre, tais como Cu(OH):
e Cu20 (RICHARDSON et al., 2001). Com base no comportamento de Cu-BTC/GCE nas
condicbes avaliadas, o pH 3,0 foi escolhido para o0s ensaios posteriores dada a maior

disponibilidade da espécie oxidada de cobre na superficie do eletrodo.
4.1.3 Efeito da velocidade de varredura na corrente de pico anddica de Cu-BTC/GCE

O efeito da velocidade de varredura na oxidacdo do cobre oriundo de Cu-BTC foi
investigado por CV em tampao fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) (Figura 26).

Figura 26 — (A)Voltamogramas ciclicos de Cu-BTC/GCE em tampéo fosfato 0,1 mol L (pH
3,0) para diferentes velocidades de varredura. (B) Comportamento da corrente de pico

anddica em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura
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A Figura 26A mostra que a resposta em termos de corrente de pico para a oxidacao de
cobre em Cu-BTC/GCE aumenta com o aumento da velocidade de varredura (v) e possui
relacéo direta com sua raiz quadrada (Figura 26B).

A predicdo da variacdo da corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de
varredura € um importante resultado analitico que indica que o processo voltamétrico é
controlado por difusdo (BARD & FAULKNER, 2001) e, uma vez que o sistema é irreversivel,
a corrente de pico anodica (lpa), em amperes, pode ser calculada a partir da Equagao 5 (se¢do
2.6.1).

A éarea eletroativa do GCE foi determinada por CV em uma solucdo 1,0 mmol L™ de
K3[Fe(CN)g] no eletrdlito KCI 0,1 mol L™, variando a velocidade de varredura na faixa de 10—

50 mV s (Figura 27) e usando a equacdo de Randles-Sevéik para um sistema reversivel
(Equacdo 1, secdo 2.4.1).

Figura 27. (A)Voltamogramas ciclicos de 1,0 mmol L™ de K3[Fe(CN)s] em KCI 0,1 mol L*
para diferentes velocidades de varredura. (B) Comportamento da corrente de pico anddica em

funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura
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Fonte: O autor (2020)

Para K3[Fe(CN)s] em KCI 0,1 mol LY n=1e D = 7,6 x 10° cm? s? e a partir da
inclinagdo do grafico de Ipa vs. V2, a area pode ser calculada (ZARGAR et al., 2015). Assim,

uma area eletroativa de 0,0624 cm? foi estimada.
4.1.4 Estudos de oxidacao eletroquimica de CAP em Cu-BTC/GCE por CV

Estudos publicados na literatura mostram que, em meio aquoso, os ions Cu(ll) catalisam
a reacdo de oxidacdo de tidis (AREIAS et al., 2015; 2016a; 2016b; 2016c).
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Para verificar a influéncia de Cu(ll) oriundo da quebra de Cu-BTC na oxidacdo
eletroquimica de CAP, realizaram-se estudos de CV para Cu-BTC/GCE em tampdo fosfato 0,1
mol L! (pH 3,0) na presenca de 1,0 mmol L de CAP. Os resultados obtidos foram comparados

aos de GCE sem modificacdo (Figura 28).

Figura 28 — Voltamogramas ciclicos de 1,0 mmol L™ de CAP em tampdo fosfato 0,1 mol L*
(pH 3,0) em Cu-BTC/GCE (azul) e em GCE ndo modificado (vermelho). GCE ndo
modificado na auséncia de CAP (preto)

60 — GCE
50 — GCE (1,0 mmol L* de CAP)

—— Cu-BTC/GCE (1,0 mmol L™ de CAP)
40
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20
10

—
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_10 1 1 1 | |
-0,5 0,0 0,5 1,0 15 2,0

Potencial vs. Ag/AgCI (KCl sat.) / V

Fonte: O autor (2020)

De acordo com a Figura 28, para Cu-BTC/GCE na presenca de CAP (linha azul),
observa-se um ombro com potencial de pico em, aproximadamente, +1,25 V que esta
relacionado a oxidacdo direta de CAP em GCE e é consistente com trabalho reportado na
literatura (AREIAS et al., 2015). Esse ombro também aparece em GCE nao modificado (linha
vermelha) na mesma regido de potencial. O potencial de pico em, aproximadamente, +0,03 V
estd relacionado & oxida¢do do cobre oriundo da MOF, como discutido anteriormente. O
terceiro pico em aproximadamente +0,45 V esta relacionado ao efeito eletrocatalitico da
oxidacdo do CAP adsorvido com o cobre, uma vez que ele ndo aparece quando o tiol esta
ausente da solucdo como visto na secdo 4.1.2. Esse resultado estd de acordo com trabalho da
literatura que utiliza GCE ndo modificado no estudo da oxidacdo eletroquimica de CAP por
cobre presente em solucdo aquosa (AREIAS et al., 2016a), no qual também se observa o efeito
eletrocatalitico da oxidagdo de CAP provocado pelo cobre a partir da diminuicdo do potencial
para +0,24 V, em relacdo aquele requerido para a oxidacédo direta de CAP em GCE (+1,24 V).
Essa diferenca de potenciais para oxidacdo eletroquimica de CAP nos dois trabalhos (+0,45 V
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comparado com +0,24 V) pode estar relacionada aos efeitos de superficie provocados pela
presenca de Cu-BTC.

De acordo com estudos prévios (AREIAS et al., 2015; AREIAS et al., 2016a), a

oxidagdo eletroquimica de CAP catalisada pelo cobre em Cu-BTC/GCE pode ser escrita de
acordo com a reacdo (Figura 29):

Figura 29 — Oxidago eletroquimica de CAP em Cu-BTC/GCE
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ﬁ)\g_CLﬁ Oﬁ)\s_s)\fo
2 pooc N —  Hooc-_-N N_cooH + 2Cu*
\Q (ads.) \Q (_7/ (aq.) (act.)

Fonte: Adaptado de AREIAS et al. (2015)
4.1.5 Influéncia do pH na oxidacéo eletroquimica de CAP em Cu-BTC/GCE

Para verificar a influéncia do pH na resposta eletroquimica do eletrodo de Cu-BTC/GCE
em presenca de 0,1 mmol L™ de CAP, foram realizadas voltametrias ciclicas em tampé&o fosfato
variando o pH entre 3,0 e 7,0 (Figura 30).

Figura 30 — Voltamogramas ciclicos de 0,1 mmol L™ de CAP em tampdo fosfato 0,1 mol L*

em Cu-BTC/GCE para diferentes valores de pH
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Fonte: O autor (2020)
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Conforme discutido na secdo 4.1.2, em valores de pH acima de 5,0 0 meio tem uma
forte influéncia na formacdo de compostos insoltveis de cobre, entre eles, Cu(OH)2 e Cuz0,
que por formarem complexos pouco soluveis com o CAP inviabilizam o emprego da
metodologia.

Ao realizar o procedimento experimental em pH 7,0 (linha rosa), foram observados um
pico anddico em +0,05 V relacionado com a oxidag¢do do cobre da MOF e um segundo pico
anodico em —0,1 V que pode estar relacionado com a oxidacdo de uma outra espécie de cobre
diferente da primeira e, como ja se esperava, nao foi observada nenhuma interagdo com o CAP.

No experimento realizado em pH 6,0 (linha verde) foi observado somente um pico
anodico em +0,05 V relativo a oxidacdo do cobre liberado da MOF. Da mesma forma que em
pH 7,0, também ndo foi possivel visualizar interacGes entre cobre e CAP.

Por outro lado, em valores de pH iguais a 3,0, 4,0 e 5,0 (linhas preta, azul e vermelha,
respectivamente), com a diminui¢cdo do pH evidencia-se o aparecimento de um segundo pico
de oxidacdo na faixa entre +0,30 e +0,45 V, atribuido a oxidacdo do complexo cobre-CAP,
anteriormente observado (AREIAS et al, 2016a). Além disso, observa-se uma diminuicdo do
pico de oxidacao do cobre da MOF devido a sua interacdo com o0 CAP (ZARGAR et al., 2015).

Em pH 3,0, o pico de interagdo do cobre com CAP tem uma intensidade maior do que
aquelas observadas nos valores de pH 4,0 e 5,0, pois nesse valor de pH, a molécula do CAP
estd em maior quantidade na sua forma totalmente protonada, o que favorece a sua acumulacéo
na superficie do eletrodo (ZARGAR et al., 2015). A Figura 31, mostra as formas do CAP e suas
constantes de ionizacdo relativas a desprotonacdo do grupo carboxila (pKai) e do grupo tiol
(pKay).

Figura 31 — Formas de CAP em solugédo aquosa em funcdo do pKa.
CHs CHs CHs

0 0 ) o
HS pkal=37 HS pKa2=98 °

Fonte: Adaptado de ZARGAR et al. (2015)

Considerando-se que em pH 3,0 o pico de oxidagdo do complexo cobre-CAP mostrou-
se mais intenso e suficientemente afastado do pico de oxidagdo do cobre, optou-se por realizar

os estudos posteriores nessa condigao.
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4.1.6 Efeito da velocidade de varredura na corrente de pico anddica de CAP em Cu-
BTC/GCE

Semelhante ao experimento realizado em Cu-BTC/GCE na auséncia de CAP (se¢éo
4.1.3), o efeito da velocidade de varredura na corrente de pico anddica também foi estudado em
Cu-BTC/GCE na presenca de 50,0 umol L de CAP, variando a velocidade de varredura na
faixa de 10,0-50,0 mV st em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,0) (Figura 32).

Figura 32 — (A)Voltamogramas ciclicos de 50,0 pmol L™* de CAP em tampao fosfato 0,1 mol
L (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE para diferentes velocidades de varredura. (B) Comportamento

da corrente de pico anddica em funcéo da velocidade de varredura.
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Fonte: O autor (2020)

Na presenca do analito alvo, o aumento da intensidade da corrente de pico anddica
(Figura 32A) mostrou dependéncia linear com a velocidade de varredura (Figura 32B). Esse
comportamento indica que o processo eletrooxidativo ocorre via adsor¢do do complexo de
cobre-CAP na superficie do GCE, resultado que também foi observado em trabalho similar
utilizando GCE sem modificagdo (AREIAS et al. 2016a).

Para um sistema irreversivel, a corrente de pico anddica, em amperes, pode ser calculada
pela Equacdo 13 (secdo 2.6.1.2), assim como a quantidade da espécie adsorvida.

Ao calcular, a partir da Equacdo 13, a quantidade do complexo cobre-CAP que adsorve
na superficie do eletrodo, obteve-se um valor de aproximadamente 1,1 (£0,2) - 10" mol cm™.
A Figura 33 mostra a relacdo entre a quantidade do complexo adsorvido na superficie do
eletrodo e a velocidade de varredura. Como observado na Figura 33, a quantidade adsorvida é

independente da velocidade de varredura, como é esperado para um processo que ocorre via
adsorcdo (BARD & FAULKNER, 2001).
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Figura 33 — Cobertura superficial do eletrodo pelo complexo cobre-CAP (nmol cm™2) em

funcéo da velocidade de varredura (V s)
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Fonte: O autor (2020)
4.1.7 Estudos de oxidacao eletroquimica de CAP em Cu-BTC/GCE por DPV

O estudo de oxidacdo eletroquimica de CAP por CV (secdo 4.1.5) possibilitou a
deteccdo do analito em concentragdes apenas acima de 10,0 umol L. Na tentativa de aumentar
a sensibilidade do método, os estudos seguintes de oxidacdo de CAP em Cu-BTC/GCE foram
realizados por DPV, uma vez que essa técnica possibilita 0 aumento significativo da corrente
faradaica em relacdo a corrente capacitiva, favorecendo a obtencédo de limites de detec¢cdo mais
baixos (COMPTON & BANKS, 2018).

A Figura 34 mostra os voltamogramas de DP obtidos para Cu-BTC/GCE em tampéao
fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) na auséncia e na presenca de 5,0 umol L de CAP.

Figura 34 — Voltamograma de DP de 5,0 umol L de CAP em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH

3,0) em Cu-BTC/GCE (linha azul). Auséncia de CAP (linha preta).
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Fonte: O autor (2020)
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Em presenca de 5,0 umol L™ de CAP (linha azul), observa-se o aparecimento de um
pico de oxidagdo em, aproximadamente, +0,3 V associado a oxidacdo de CAP via formacao do
complexo cobre-CAP como discutido anteriormente. Por outro lado, em auséncia de CAP (linha
preta), nenhum pico foi observado.

Como pode ser visto nas respostas obtidas por DPV, a concentragéo de CAP detectada
foi menor quando comparada aos resultados obtidos por CV, por esse motivo, a determinacéo
eletroanalitica de CAP em Cu-BTC/GCE foi realizada por DPV. A otimizacdo da analise por
DPV é descrita nas proximas sec¢oes.

4.1.8 Influéncia do pH na intensidade da corrente de pico anddica de CAP em Cu-BTC/GCE
por DPV

Uma vez que a DPV foi a técnica escolhida para determinacéao da faixa linear de trabalho
de Cu-BTC/GCE no estudo da oxidacéo eletroquimica de CAP, resolveu-se realizar também o
estudo de pH do meio para essa técnica, visando verificar se 0 pH de melhor resposta seria
semelhante ao encontrado nos estudos realizados por CV.

Para esse estudo, voltamogramas de DP de uma solugio contendo 10,0 umol L™ de CAP
foram obtidos em tampdo fosfato 0,1 mol L™ para diferentes valores de pH (2,0-6,0) (Figura
35).

Observa-se na Figura 35B que a corrente de pico aumenta com o aumento do pH de 2,0

para 3,0, seguido de uma diminui¢do gradual a medida que o pH continua a aumentar.

Figura 35 — (A)Voltamogramas de DP de 10,0 umol L de CAP em tampéo fosfato 0,1 mol
L1 em Cu-BTC/GCE para diferentes valores de pH. (B) Comportamento da corrente de pico

anodica em funcéo do pH
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Como discutido anteriormente, a melhor resposta voltamétrica para oxidacdo de CAP
se da em valores menores de pH, devido a protonagdo do CAP, que facilita a sua acumulacao
na superficie do eletrodo influenciando, assim, a reacéo eletroquimica (ZARGAR et., 2015).
Além disso, ha o fato de que a MOF tem menor estabilidade em solu¢Bes aquosas mais acidas
(AL-JANABI et al., 2016), liberando uma maior quantidade de cobre na superficie do eletrodo,
0 qual catalisa a oxidacao de CAP.

Considerando o exposto acima, esperava-se que em pH 2,0, a resposta eletroquimica
para oxidacdo de CAP fosse maior que nos demais valores de pH. Entretanto, isso ndo foi
observado dado a condicdo de que a MOF em meios mais &cidos que em pH 3,0 se decompde
tdo facilmente que o cobre liberado da sua quebra acaba difundindo muito rapidamente para a
solucdo, diminuindo, assim, a sua concentracdo na superficie do eletrodo e consequentemente
a resposta eletroanalitica. Por esses motivos a solucao tampéo fosfato com pH 3,0 foi utilizada
nos estudos seguintes por DPV.

4.1.9 Efeito da concentracéo de Cu-BTC e do tempo de deposi¢do na intensidade da corrente
de pico anddica de CAP em Cu-BTC/GCE por DPV

Para encontrar a melhor condicao de determinacdo de CAP em Cu-BTC/GCE, foram
realizados estudos de efeito da concentragdo de Cu-BTC e do tempo de deposicdo na
intensidade da corrente de pico anddica.

Voltamogramas de DP de 5,0 umol L™ de CAP em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,0)
foram obtidos para diferentes concentragdes de Cu-BTC (0,36-3,3 mg mL™1) (Figura 36).

Figura 36 — (A) Voltamogramas de DP de 5,0 umol L de CAP em tampéao fosfato 0,1 mol
L (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE para diferentes concentra¢des de Cu-BTC. (B) Comportamento
da corrente de pico anddica em fun¢do da concentragdo de Cu-BTC
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Fonte: O autor (2020)
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Como pode ser visto na Figura 36B, a corrente de pico para oxidacdo do CAP em,
aproximadamente, +0,27 V atinge o valor maximo para uma concentragdo de 0,50 mg mL™ de
Cu-BTC. Depois disso, a corrente de pico comeca a diminuir em intensidade, provavelmente
devido a saturacdo da superficie do eletrodo (SCHOLZ, 2010).

Posteriormente, voltamogramas de DP para 10,0 umol L™ de CAP em tampéo fosfato
0,1 mol L (pH 3,0) foram obtidos aumentando o tempo de pré-concentracéo do analito no
eletrodo (120-420 s) (Figura 37).

Figura 37 — (A) Voltamogramas de DP de 10,0 umol L de CAP em tampéo fosfato 0,1 mol
L (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE para diferentes tempos de deposicdo. (B) Comportamento da
corrente de pico anddica em funcdo do tempo de deposicao

0,10

= 20 e I
0,081 ——240's 0.08
‘ 300 s wor *
0,06 - ——360s <
i 420's o 0,07t
0,04+ €
I o °
5 0,06+
0,02+ \ 8 .
0,00+ 0,05 o
o1 02 03 04 05 0,6 100 200 300 400
Potencial vs. Ag/AgCl (KCl sat.) / V Tempo /s

Fonte: O autor (2020)

De acordo com a Figura 37B, a corrente de pico para a oxidacdo de CAP aumentou até
360-420 s, ndo havendo mais alteracdo significativa a partir de entdo, muito provavelmente
pela saturacdo da superficie do eletrodo (LOVRIC, 2005).

Apos os resultados obtidos, a concentracdo de Cu-BTC e o tempo de pré-concentracéo

utilizados para as medicdes subsequentes foram de 0,5 mg mL™ e 360 s, respectivamente.

4.1.10 Determinacdo dos parametros analiticos para a oxidacéo eletroquimica de CAP em
Cu-BTC/GCE por DPV

Os parametros analiticos, tais como a faixa de trabalho linear, o coeficiente de
determinacéo, a equacdo de regressdo linear e o limite de deteccdo, foram examinados a fim

de validar o método proposto.
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A Figura 38 mostra os voltamogramas de DP obtidos para CAP em tampao fosfato 0,1

mol L (pH 3,0) na faixa de concentragéo de 0,5 a 7,0 pmol L™

Figura 38 — (A) Voltamogramas de DP para concentragdes crescentes de CAP em
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,0) em Cu-BTC/GCE. (B) Comportamento da corrente de
pico anddica em funcdo da concentracdo de CAP
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Fonte: O autor (2020)

Como pode ser visto na Figura 38A, a corrente de pico em, aproximadamente, +0,27 V
aumenta com o aumento da concentragdo de CAP e mostra boa linearidade na faixa de
concentragéo entre 0,5 a 7,0 umol L™ de CAP (Figura 38B), com um desvio-padréo relativo

de 3,52 % (n = 3). A partir do ajuste linear, foi possivel obter a seguinte relacéo:

lpa (WA) = 0,000358 + 0,00971 [CAP] / pmol L™ R?=0,993 (17)

O LOD do método proposto de 0,20 pumol L*, foi calculado pela férmula

3,3-0,

LOD = na qual o é o desvio padrdo da interceptacdo do exido da ordenada e S a

inclinacdo da linha de regresséo (SHRIVASTAVA, 2011).

A Tabela 14 compara a resposta caracteristica de Cu-BTC/GCE com outros eletrodos
modificados reportados na literatura para determinacdo de CAP utilizando DPV, indicando
que a nova metodologia é compativel com aquelas listadas, sendo capaz de detectar
concentragGes muito baixas do tiol. O diferencial do Cu-BTC/GCE em relagdo aos outros
eletrodos é o processo simples de modificacdo da superficie do eletrodo, pois ndo ha
necessidade de nenhuma etapa adicional de sintese de Cu-BTC, além disso, pode ser utilizada

Cu-BTC comercial no processo de fabricacdo do eletrodo.
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Tabela 14 — Eletrodos modificados utilizados na determinacdo de CAP por DPV

Eletrodo Modificador LDR LOD Referéncia
(umol LYy (umol L?)
CPE Cobalto-5- 4-110 1,1 SHAHROKHIAN et al.,
nitrosalofeno 2005
CPE Grafeno/ferroceno 1-430 0,87 GHOLIVAND &
KHODADADIAN, 2013
CPE MWCNT/ferroceno 0,5-12 0,15 FOULADGAR, 2011
CPE CNT/DHB? 0,2-30 0,07 MAZLOUM-
ARDAKANI et al., 2012
CPE MWCNT/CuO 1-10 0,29 ZARGAR et al., 2015
nanoparticulas
GCE Cu-BTC 0,5-7 0,20 Este trabalho

8 (E)-3-((2- (2,4-dinitrofenil)hidrazono)metil)benzeno-1,2-diol. (A sigla vém do inglés)

Fonte: O autor (2020)
4.1.11 Determinacdo de CAP em amostras farmacéuticas

O método analitico proposto foi utilizado na determinacdo de CAP em uma amostra
comercial de comprimido (25,0 mg de CAP por comprimido) da marca Capotrineo por ensaio
de recuperagdo. VVoltamogramas de DP foram obtidos para trés diferentes solu¢des contendo
1,2 umol L de CAP em solugio tamp&o fosfato 0,1 mol L (pH 3,0).

Os resultados mostrados na Tabela 15 revelam boa repetibilidade para essa
concentracdo de CAP. Além disso, esse método apresentou taxa de recuperacdo de 93,3 % e

um desvio padrdo relativo de 1,10 % (n = 3).

Tabela 15 — Determinacao de CAP em amostra de comprimido (25,0 mg por comprimido)

pelo método de recuperacédo

Amostra Encontrado (mg Adicionado  Encontrado Recuperagéo (%)

por comprimido)  (umol L) (umol L1

Capotrineo 24,4(x0,5) 0 3,39(z0,06) -
1,2 4,51(+0,05) 93,3

Fonte: O autor (2020)
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Conforme relatado em trabalhos anteriores (AREIAS et al., 2016b; AREIAS et al.,
2016¢c) a CYS e a GSH também podem ser oxidadas em eletrodos sélidos pela formacéo de
um complexo com cobre. Entretanto, esses compostos estdo ausentes na matriz estudada
(comprimidos de CAP), nédo interferindo nas respostas. Sendo assim, os resultados obtidos
mostram que a metodologia proposta pode ser aplicada na determinagdo de CAP em amostras

farmacéuticas.
4.1.12 Estudos de oxidacao eletroquimica de CYS em Cu-BTC/GCE por CV

Além dos estudos de oxidagdo eletroquimica de CAP, o eletrodo de Cu-BTC/GCE
produzido também foi utilizado no estudo da oxidacdo eletroquimica de CYS. Uma vez que esse
aminoéacido possui um grupo sulfidrila em sua estrutura, sua oxidacdo pode também ser catalisada
pelo cobre proveniente da MOF (HOSSEINI et al., 2013a; AREIAS et al., 2016b).

4.1.13 Influéncia do pH na oxidac&o eletroquimica de CYS em Cu-BTC/GCE

Os primeiros ensaios de oxidacdo da CYS foram feitos por CV em tampao fosfato 0,1 mol
L para diferentes valores de pH (3,0—7,0) visando encontrar a melhor resposta eletroquimica em
termos de corrente para a oxidacdo da CYS e a melhor separacdo de picos entre a oxidacdo do
cobre oriundo da MOF e a oxidagdo da CY'S via formacgédo de complexo com o cobre.

As respostas eletroquimicas para oxidagdo de 10,0 umol L de CYS em tampéo fosfato

0,1 mol L't em Cu-BTC/GCE para diferentes valores de pH sio mostradas na Figura 39.

Figura 39 — Voltamogramas ciclicos de 10,0 umol L de CYS em tampao fosfato 0,1 mol L*

em Cu-BTC/GCE para diferentes valores de pH
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Fonte: O autor (2020)
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De acordo com a Figura 39, quando o pH do tampé&o se encontra na faixa de 3,0 a 5,0
(linhas preta, azul e vermelha), dois picos anddicos podem ser observados. O primeiro pico com
potenciais variando, aproximadamente, de +0,08 V a +0,09 V é atribuido a oxidacdo do cobre
liberado da rede metalorganica de Cu-BTC e o segundo pico que varia de, aproximadamente,
+0,29 V a +0,31 V € atribuido & oxidacio da CYS via formagdo do complexo com o cobre. A
medida que o pH aumenta para 6,0 e 7,0, 0 segundo pico anddico desaparece e o0 primeiro desloca-
se para potenciais menos positivos de +0,06 V e +0,01 V, respectivamente.

Tais resultados experimentais podem ser explicados em funcdo das espécies idnicas
existentes de CY'S para diferentes valores de pH. A CY'S contém os grupos funcionais COOH, SH

e NH2 com valores de pKa iguais a 1,71, 8,36 e 10,77, respectivamente (Figura 40).

Figura 40 — Formas de CY'S em solugédo aquosa em funcdo do pKa

O
pKal=1,71
SH o)
NH3*

pKa2 = 8,36

o)
OH
NH*
Q 0
pKa3 = 10,77
'S o} s o
NH, NHg*

Fonte: Adaptado de HOSSEINI et al. (2013a)

SH

Dentre esses grupos, o0 grupo SH € o que possui a maior tendéncia em se oxidar, formando
um dissulfeto (DEVLIN, 2010). A Figura 41 mostra os processos de oxidagdo para a CYS em
solucéo aquosa e a fracdo de distribuicdo (o) das espécies idnicas de CYS em fun¢édo do pH.

De acordo com as respostas obtidas no estudo de oxidagdo da CYS, observa-se na Figura
41 que a segunda espécie [H2A] (ion bipolar — zwitterion) é a responsavel pela formacao do

dissulfeto e é a espécie predominante na faixa de pH entre 4,0 e 5,0.



Figura 41 — Fracdo de distribuicdo (o) das espécies de CYS em funcédo do pH

0O 2 4 6 8 10 12 14

Fonte: Adaptado de HOSSEINI et al. (2013a)

Apesar dos experimentos realizados com pH 4,0 (linha preta) e 5,0 (linha azul),

de deposicédo de 120 s, terem apresentado comportamentos semelhantes, isto é, maior
pico para oxidacgdo da CYS e um maior afastamento entre os picos de oxidagdo do c
interacdo com a CYS, o pH 4,0 foi escolhido pois, nos experimentos subsequentes, uti

uma perda de sensibilidade. Estudos em pH acima de 7,0 ndo foram realizados, po

2015) e, por esse motivo, o complexo cobre-CYS n&o é observado.

De acordo com os estudos prévios (HOSSEINI et al., 2013a; ZHOU et al., 200
et al., 2016b), a oxidacdo eletroguimica de CYS em Cu-BTC/GCE pode ser escrita de
a reacao (Figura 42):

Figura 42 — Oxidacéo eletroquimica de CYS em Cu-BTC/GCE.
o) (0]
2 HS/%OH + o — 2 HO)‘Y\§—CU+ + 2H
ag. aq. a
N, (aq.) (ag.) N, (ads.) (aq
0 0 o)
HO OH
2 HO s—cut  —= + 2
q s—s
NH, (a S') H,N NH; (aq)

Fonte: Adaptado de AREIAS et al. (2016b)
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com tempo
corrente de
obre e 0 da
lizou-se um
tempo de deposicdo de 420 s, 0 que poderia propiciar a hidrolise do cobre em pH 5,0 e, com isso,
is, como ja

discutido anteriormente ocorre formagéo de hidroxidos e oxidos de cobre (CHUGHTAI et al.,

7, AREIAS

acordo com

+ 2

)

Cu*
(ag.)



97

4.1.14 Estudos de oxidacao eletroquimica de CYS em Cu-BTC/GCE por DPV

Na tentativa de aumentar a sensibilidade do método, os estudos seguintes de oxidagdo
de CYS em Cu-BTC/GCE foram realizados por DPV.

A Figura 43 mostra o voltamograma de DP obtido para Cu-BTC/GCE em tampéo
fosfato 0,1 mol L (pH 4,0) na presenca de 5,0 pmol L™ de CYS.

Figura 43 — Voltamograma de DP de 5,0 umol L de CYS em tampéo fosfato 0,1 mol L™
(pH 4,0) em Cu-BTC/GCE
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Fonte: O autor (2020)

Em presenca de 5,0 umol L de CYS, observa-se 0 aparecimento de um pico de
oxidagdo em, aproximadamente, +0,21 V associado a oxidacdo de CYS via formacdo do
complexo com cobre como discutido anteriormente.

Como observado nas respostas obtidas por DPV, a concentracdo de CYS detectada foi
menor quando comparada aos resultados obtidos por CV, por esse motivo, a determinacédo
eletroanalitica de CYS em Cu-BTC/GCE foi realizada por DPV.

4.1.15 Efeito do tempo de deposic¢ao na intensidade da corrente de pico anddica de CYS em
Cu-BTC/GCE por DPV

Voltamogramas de DP para 5,0 umol L™ de CYS em tampéo fosfato 0,1 mol L (pH
4,0) foram obtidos aumentando o tempo de pré-concentracdo do analito no eletrodo (180-480
s) (Figura 44).
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Figura 44 — (A) Voltamogramas de DP de 5,0 umol L de CYS em tampao fosfato 0,1 mol
L (pH 4,0) em Cu-BTC/GCE para diferentes tempos de deposicdo. (B) Comportamento da
corrente de pico anddica em funcdo do tempo de deposicao
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Fonte: O autor (2020)

De acordo com a Figura 44B, a corrente de pico para a oxidacdo de CYS aumentou até
420-480 s, ndo havendo mais alteracéo significativa a partir de entdo, muito provavelmente
pela saturacdo da superficie do eletrodo (LOVRIC, 2005).

Apos os resultados obtidos, o0 tempo de pré-concentracdo utilizados para as medicoes
subsequentes foi de 420 s.

4.1.16 Determinacao dos parametros analiticos para a oxidacéo eletroquimica de CYS em
Cu-BTC/GCE por DPV

Assim como nos experimentos realizados com CAP, a oxidacdo de CYS em Cu-
BTC/GCE também foi estudada por DPV. Para validar o método proposto, foram determinados
parametros analiticos tais como: faixa de trabalho linear, coeficiente de determinacgéo, equacédo
de regressdo linear e limite de deteccéo.

A Figura 45 mostra os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a CYS em
tampao fosfato 0,1 mol L (pH 4,0) com um tempo de deposicdo de 420 s, na faixa de
concentragdo de 1,0 a 10,0 umol L™.
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Figura 45 — (A) Voltamogramas de DP para concentragdes crescentes de CYS em tampéo
fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0) em Cu-BTC/GCE. (B) Comportamento da corrente de pico

anodica em funcgéo da concentracéo de CYS
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Fonte: O autor (2020)

Como pode ser visto na Figura 45A, a corrente de pico em, aproximadamente, +0,21 V
aumenta com o aumento da concentracdo de CYS e mostra relacdo linear na faixa de
concentragéo entre 1,0 a 10,0 pmol L de CYS (Figura 45B), com um desvio-padrio relativo

de 3,74 % (n = 3). Do ajuste linear obteve-se a seguinte relagéo:
Ipa (LA) =0,06109 + 0,01585 [CYS] / umol L R?=0,998 (18)

O LOD do método proposto de 0,25 pumol L*, foi calculado pela férmula

3,3-0,
S

LOD = (SHRIVASTAVA, 2011).

A Tabela 16 compara a resposta eletroquimica de Cu-BTC/GCE com a de outros
eletrodos modificados reportados na literatura para determinagéo de CY'S utilizando DPV.

De acordo com a Tabela 16, o Cu-BTC/GCE apresentou resultados semelhantes a
outros eletrodos modificados relatados na literatura, indicando que ele pode ser utilizado no
estudo da oxidacéo eletroquimica de CYS. O diferencial do Cu-BTC/GCE em relacdo aos
outros eletrodos é o processo simples de modificacdo da superficie do eletrodo, pois ndo ha
necessidade de nenhuma etapa adicional de sintese de Cu-BTC, além disso, pode ser utilizada

Cu-BTC comercial no processo de fabricacdo do eletrodo.
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Tabela 16 — Eletrodos modificados utilizados na determinacéo de CYS por DPV

Eletrodo Modificador LDR LOD Referéncia
(umol LYy (umol L?)
GCE Catecol 1-10 0,2 LIU etal., 2012b
GCE (Quercetina—AgNPs—GN  0,9-12 4 0,28 ZARE et al., 2016
s%)
GCE poli(acido p- 7,5-50 1,1 ZIYATDINOVA et al.,
cumarico)/MWCNT 2018

GCE Au-SH-SiO,@Cu-MOF  0,02-300 0,008 HOSSEINI et al., 2013a
GCE Cu-BTC 1-10 0,25 Este trabalho

2 Nanofolhas de grafeno. (A sigla vém do inglés)

Fonte: O autor (2020)

4.1.17 Estudos de oxidacao eletroguimica de GSH em Cu-BTC/GCE por CV

O eletrodo de Cu-BTC/GCE produzido, além dos estudos de oxidacdo eletroquimica de
CAP e CYS, também foi utilizado no estudo da oxidacgéo eletroquimica de GSH, uma vez que esse
tripeptideo também apresenta um grupo sulfidrila em sua estrutura quando na forma reduzida e
também sofre efeito de oxidacdo eletrocatalitico do cobre (AREIAS et al., 2016c).

As respostas de CV para Cu-BTC/GCE em tampao fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) na auséncia

e na presenca de 0,1 mmol L de GSH s&o mostradas na Figura 46.

Figura 46 — Voltamograma ciclico de 0,1 mmol L de GSH em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH
3,0) em Cu-BTC/GCE (azul). Cu-BTC/GCE na auséncia de GSH (preto)

20+ Cu-BTC/GCE
< . (0,1 mmol L™ GSH)
< 10-
o 5]
[
5 _
5 0
S _
-54
_10_

-0,4 0,0 0,4 0,8
Potencial vs. Ag/AgCI (KCl sat.) / V
Fonte: O autor (2020)
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Como visto na Figura 46, diferentemente das respostas obtidas para o CAP e a CYS,
nenhuma resposta para oxidacao de GSH foi observada a partir da interacdo com cobre oriundo de
Cu-BTC (linha azul). Na auséncia de GSH (linha preta) séo observados apenas o0s picos anddico e
catédico em, aproximadamente, +0,07 V e -0,2 V, respectivamente, referentes a rea¢do redox do
cobre, como ja relatado anteriormente nos estudos de oxidacdo de CAP e CYS e em outros
trabalhos da literatura (HOSSEINI et al., 2013a; 2013b).

Voltametrias ciclicas foram também realizadas em outros valores de pH, mas nenhuma
resposta para oxidacdo de GSH foi observada. Este fato pode estar associado ao tempo de
deposicdo ndo ter sido suficiente para verificar a formacdo do complexo, dado que a cinética de
transferéncia de elétrons da GSH é mais lenta se comparada a do CAP e da CYS, que possuem
tamanhos menores.

Né&o sendo possivel a utilizacdo de Cu-BTC/GCE no estudo de oxidagdo voltamétrica de
GSH usando a mesma metodologia aplicada ao CAP e a CYS, outros ensaios foram feitos
utilizando um eletrodo sélido de ouro no lugar do GCE. Tais ensaios foram baseados em trabalhos
da literatura (HOSSEINI et al., 2013a; 2013b) e pelo conhecimento prévio de que 0 ouro tem maior

afinidade com o cobre e com tiois (CAQ et al., 2004; XUE et al., 2014) que o carbono vitreo.
4.2 Estudos de oxidacao eletroquimica de GSH em Cu-BTC/Au por CV

Os ensaios iniciais de oxidacdo de GSH em Cu-BTC/Au foram feitos por CV em tampao
fosfato 0,1 mol L (pH 3,0). As respostas voltamétricas na auséncia e na presenca de 0,7 mmol

L de GSH séo mostradas na Figura 47.

Figura 47 — Voltamograma ciclico de 0,1 mmol L™ de GSH em tampao fosfato 0,1 mol L
(pH 3,0) em Cu-BTC/Au (azul). Cu-BTC/Au na auséncia de GSH (preto)
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Fonte: O autor (2020)
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A Figura 47 mostra, na auséncia de GSH, um par de picos anddico e catddico em,
aproximadamente, +0,32 V e +0,28 V, respectivamente, que estdo relacionados a reagdo redox
do cobre liberado de Cu-BTC quando essa é exposta em meio aquoso, semelhante a resposta
observada em Cu-BTC/GCE. Na presenca de 0,7 mmol L de GSH, observa-se um pico
anodico em, aproximadamente, +0,45 V, sugerindo que ocorre a oxidacao eletrocatalitica da
GSH, assim como observado para 0 Cu-BTC/GCE na presenca de CAP e de CYS.

Estudos posteriores nesse eletrodo modificado ndo foram realizados pois as respostas de
CV para a oxidacdo da GSH foram observadas apenas para concentragcfes do analito acima de 0,1
mmol L, o qual pode ser futuramente aprimorado utilizando técnicas mais sensiveis. Entretanto,
visando verificar a interacdo do ouro com a Cu-BTC e sua participacdo na oxidacdo da GSH via
formacéo do complexo com o cobre, uma MOF de Cu-BTC foi sintetizada em presenca de AuNPs,

a qual foi utilizada para modificar a superficie de um GCE (Au@Cu-BTC/GCE).
4.3 Estudos de oxidacéo eletroquimica de GSH em Au@Cu-BTC/GCE por CV

Os estudos preliminares em Au@Cu-BTC/GCE foram primeiramente realizados em nosso
laboratorio pela aluna de doutorado Nadja Vanessa de Almeida Ferraz, cujos resultados
preliminares foram publicados em sua tese (FERRAZ, 2017). Posteriormente, os estudos foram
aprimorados e complementados.

Voltamogramas ciclicos foram registrados na auséncia e na presenca de 0,1 mmol L*
de GSH em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,0) em Au@Cu-BTC/GCE e em GCE (Figura 48).

Figura 48 — (A) Voltamograma ciclico de 0,1 mmol L de GSH em tampéo fosfato 0,1 mol
L (pH 3,0) em Au@Cu-BTC/GCE (azul). Au@Cu-BTC/GCE na auséncia de GSH (preto).
(B) Voltamograma ciclico de 0,1 mmol L de GSH em tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 3,0)

em GCE nédo modificado (verde). GCE ndo modificado na auséncia de GSH (vermelho)
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A Figura 48B (linha verde) mostra dois picos anddicos em GCE na presenca de 0,1
mmol L de GSH em aproximadamente +0,6 V e +0,8 V. Esses picos foram atribuidos a
oxidacéo direta do grupo sulfidrila presente na GSH que é primeiramente convertido a acido
sulfénico e depois a acido sulfinico (ENACHE & OLIVEIRA-BRETT, 2011). Esses dois picos
anodicos também foram observados em estudos anteriores de oxidagdo de CYS em GCE néo
modificado (AREIAS et al., 2016b). Uma vez que a CYS esta presente na estrutura da GSH
(MCBEAN, 2017), esse comportamento torna-se coerente. O pico catodico em
aproximadamente —0,3 V € atribuido a presenca de oxigénio dissolvido, ja que 0s ensaios ndo
foram realizados sem atmosfera inerte.

Para o eletrodo modificado com Au@Cu-BTC (Figura 48A), a resposta eletroquimica
na auséncia de GSH (linha preta) mostra um par de picos anodico e catddico em,
aproximadamente, +0,01 V e —0,1 V, respectivamente, relacionados a reacédo redox de cobre(ll)
liberados de Au@Cu-BTC quando em meio aquoso, semelhante as respostas observadas
anteriormente no ensaios utilizando a MOF sem a dopagem com ouro.

Em presenca de 0,1 mmol L de GSH em Au@Cu-BTC/GCE (linha azul), o par de
picos anddico e catodico em, aproximadamente, +0,01 V e —0,1 V, respectivamente, diminui
em intensidade de corrente e surge um novo pico anddico em aproximadamente +0,30 V, o que
sugere que o cobre(ll) oriundo de Au@Cu-BTC esta sendo consumido e esta ocorrendo a
oxidagdo da GSH a partir da formacdo do complexo com cobre, respectivamente. A mudanca
do potencial para um valor menos positivo esta relacionada com os efeitos superficiais da
presenca de Au@Cu-BTC.

Visando aumentar a sensibilidade da metodologia, os estudos seguintes foram realizados
por SWV. Essa técnica foi utilizada pois possibilita a diminuicdo substancial da corrente
capacitiva, que permite trabalhar em uma velocidade de varredura maior comparada a DPV sem
aumento da relacdo sinal/ruido, obtendo respostas mais intensas em termos de corrente, ou seja,
maior sensibilidade (BARD & FAULKNER, 2001).

4.3.1 A influéncia do pH na resposta eletroquimica de GSH em Au@Cu-BTC/GCE por SWV

O efeito da concentragdo de ions H* na oxidagdo de 10,0 pmol L de GSH em Au@Cu-
BTC/GCE foi realizado em solug@es tampao fosfato 0,1 mol L™* variando o pH de 2,0 a 7,0 (Figura
49).
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Figura 49 — Voltamogramas de SW de 10,0 umol L de GSH em tampao fosfato 0,1 mol L
em Au@Cu-BTC/GCE para diferentes valores de pH
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Fonte: O autor (2020)

De acordo com a Figura 49, em valores de pH entre 2,0 e 5,0, dois picos anddicos podem
ser observados. O primeiro pico que varia de, aproximadamente, +0,04 V a +0,11 V ¢ atribuido a
oxidacgédo do cobre liberado de Au@Cu-BTC e, o segundo pico que varia de aproximadamente
+0,25 V a +0,32 V é atribuido a oxidacdo do complexo cobre-GSH formado a partir do cobre
liberado pela Cu-BTC. A medida que o pH aumenta para 6,0 e 7,0, 0 sequndo pico anddico
desaparece e o primeiro desloca-se para potenciais menos positivos de 0 V e -0,05 V,
respectivamente. Entre os valores de pH estudados, o pH 3,0 fornece uma onda com alta corrente
de pico, pois a protonacdo de GSH facilita sua acumulacéo na superficie do eletrodo em meio mais
acido (DONG et al., 2016), por isso, essa condicdo foi utilizada para a realizagdo dos experimentos
posteriores. Estudos em pH acima de 7,0 ndo foram realizados pois, neste pH o cobre hidroliza
(CHUGHTAI et al., 2015) e, por esse motivo, o0 complexo cobre-GSH néo € observado.

Para verificar a influéncia da natureza do eletrolito suporte, foram utilizados diferentes
meios na concentragdo de 0,1 mol L™ em pH 3,0: dihidrogenofosfato/acido fosforico (H2PO4
/H3PQO,), formiato/acido formico (HCOO/HCOOH) e cloreto de potassio/acido cloridrico
(KCI/HCI) e as respostas eletroquimicas obtidas por SWV sao mostradas na Figura 50.

Os voltamogramas ilustrados na Figura 50 mostram que, em tampéo
dihidrogenofosfato/acido fosférico, os picos de oxidagdo do préprio cobre e do complexo cobre-
GSH estdo bem separados. 1sso é muito importante porque evita que 0s processos se sobreponham.

Assim, esta solugcdo tampéo foi usada para realizar os experimentos seguintes.
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Figura 50 — Voltamogramas de SW de 10,0 pmol L de GSH em Au@Cu-BTC/GCE para

4.3.2 Efeito da concentracdo de Au@Cu-BTC e do tempo de deposicdo na intensidade da
corrente de pico anddica de GSH em Au@Cu-BTC/GCE por SWV

Para avaliar a influéncia da concentracdo da Au@Cu-BTC e do tempo de deposicdo na
resposta eletroquimica da GSH em Au@Cu-BTC/GCE, foram realizados estudos de SWV em
presenca de 10,0 umol Lt de GSH em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,0).
O estudo da melhor concentragdo de Au@Cu-BTC foi realizado variando a concentragao
da MOF entre 0,0615 mg mL™ e 6,15 mg mL™ (Figura 51).

Figura 51 — (A) Voltamogramas de SW de 10,0 pmol L de GSH em tampao fosfato 0,1 mol L

1 (pH 3,0) em Au@Cu-BTC/GCE para diferentes concentragdes de Au@Cu-BTC. (B)

Comportamento da corrente de pico anddica em fungdo da concentracdo de Au@Cu-BTC
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Fonte: O autor (2020)
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Como pode ser visto na Figura 51A, a corrente de pico para oxidacdo de GSH em,
aproximadamente, +0,25 V atinge o valor maximo em 0,461 mg mL* de Au@Cu-BTC. Depois
disso, a corrente de pico cai drasticamente, provavelmente devido a saturacdo da superficie do
eletrodo (Figura 51B) (SCHOLZ, 2010).

A pré-concentracdo do analito foi estudada variando o tempo de deposicéo entre 30 e 300
s (Figura 52).

Figura 52 — (A) Voltamogramas de SW de 10,0 umol Lt de GSH em tampéo fosfato 0,1 mol L*
(pH 3,0) em Au@Cu-BTC/GCE para diferentes tempos de deposicdo. (B) Comportamento da
corrente de pico anddica em funcdo do tempo de deposicao

12,0 12,0
A —30s B
. ——60s 10,0-
< 8,01 | —120s |« .
= 180s | = 8,0-
Q — 240 s Q
S 40 300s |5 6,0- .
O j -
o \ 3 4,01 .
i \ I °
001 - 2,0-
00 01 02 03 04 05 0,6 0 100 200 300 400
Potencial vs. Ag/AgCl (KCl sat.) / V Tempo /s

Fonte: O autor (2020)

A Figura 52B mostra que a corrente de pico para a oxidacdo de GSH em Au@cCu-
BTC/GCE aumenta até o tempo de deposi¢do de 240 s, sem alteracdo adicional posterior. Dessa
forma, o tempo de pré-concentragdo de 240 s foi utilizado para todos os ensaios posteriores.

4.3.3 Efeito da velocidade de varredura na oxidagdo de GSH em Au@Cu-BTC/GCE

Em presenca de ions cobre(ll), a GSH forma um complexo de cobre-GSH (AREIAS et al.,
2016c¢). Para entender o mecanismo de oxidacdo da GSH em Au@Cu-BTC/GCE a partir da
formagao desse complexo com cobre, voltamogramas ciclicos em tampéao fosfato 0,1 mol L™ (pH
3,0) foram obtidos em diferentes velocidades de varredura (10 a 50 mV s*) (Figura 53).

De acordo com a Figura 53B, na presenca de 5,0 umol L™ de GSH, verificou-se que a
corrente de pico anddica em, aproximadamente, +0,25 V aumenta proporcionalmente com a
velocidade de varredura. Esse comportamento é consistente com o comportamento eletroquimico
de espécies adsorvidas na superficie do CGE (COMPTON & BANKS, 2018).
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Figura 53 — (A) Voltamogramas ciclicos de 5,0 pmol L de GSH em tampdo fosfato 0,1 mol
L (pH 3,0) em Au@Cu-BTC/GCE para diferentes velocidades de varredura (B)

Comportamento da corrente de pico anddica em funcdo da velocidade de varredura
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Fonte: O autor (2020)
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A Figura 54 compara a resposta de oxidacdo de GSH por SWV em tampdo fosfato 0,1 mol
L (pH 3,0) quando o fon cobre(ll) é fornecido pelo eletrodo modificado de Au@Cu-BTC/GCE
com a resposta em GCE ndo modificado na presenca de cobre(ll) em solugéo.

Figura 54 — Voltamogramas de SW de 10,0 umol L de GSH em tampdo fosfato 0,1 mol L

(pH 3,0) na presenca de cobre disponivel em diferentes condi¢bes. Au@Cu-BTC/GCE

(vermelho) e GCE n&o modificado com 10,0 umol L de fon cobre em solug&o (preto)
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Potencial vs. Ag/AgCI (KCl sat.) / V

Fonte: O autor (2020)
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A Figura 54 mostra que a resposta eletroquimica de Au@Cu-BTC conduz a uma maior
intensidade na corrente de pico quando comparada com o experimento realizado em GCE néo
modificado na presenca de 10,0 pmol L de cobre(Il) em solugdo. Esse aumento na corrente de
pico pode ser associado ao efeito da presencga das nanoparticulas de ouro incorporadas a estrutura
de Cu-BTC. As nanoparticulas de ouro sdo liberadas da Au@Cu-BTC na superficie do GCE
(DUAN et al., 2013) e fornecem uma condicdo mais favoravel para a deposi¢do de cobre reduzido
(CAOQ et al., 2004) do que a superficie de GCE sem modificacéo.

Para melhor entender as etapas realizadas a partir da modificacdo do eletrodo até a
oxidacao de GSH na presenca do ion cobre(ll) oriundo de Au@Cu-BTC/GCE, sdo detalhados os
passos a seguir:

1) Modificacdo do eletrodo: a suspensdo de Au@Cu-BTC é gotejada na superficie do GCE ativado
com NaHCO:s.

2) Decomposigdo da MOF: Em pH 3, Au@Cu-BTC se decompde liberando Cu?*.

3) Adsorcdo de AuNPs: Em pH 3, a decomposicdo de Au@Cu-BTC também libera AuNPs que
adsorvem na superficie do GCE.

4) Deposicao eletroquimica de cobre em AuNPs: Apoés a aplicacdo do potencial de deposicéo de
+0.05 V, 0 Cu?* é reduzido a Cu®. O cobre reduzido (Cu®) se deposita nas AuNPs previamente
adsorvidas na etapa 3.

5) Oxidacdo da GSH: Durante a varredura anddica de +0.05 V a +0.6 VV o Cu®é oxidado a Cu*
que complexa com a GSH ([Cu-SG]") e adsorve na superficie do eletrodo. Além disso, o complexo

de [Cu-SG]* é oxidado na superficie do eletrodo de acordo com a reagdo: 2[Cu-SG]" —

Cu2(GSSG) + 2e.

4.3.4 Determinacdo dos parametros analiticos para a oxidacdo eletroquimica de GSH em
Au@Cu-BTC/GCE por SWV

Para a quantificacdo analitica de GSH, foram realizados estudos de SWV em tampdo
fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) com tempo de pré-concentragio do analito de 240 s em Au@Cu-
BTC/GCE, com 0,461 mg mL™ da MOF, na presenca de concentragdes crescentes do analito (1,0—
10,0 umol L) (Figura 55).

Verifica-se, de acordo com a Figura 55A, um aumento na corrente de pico em,
aproximadamente, +0.25 V com o0 aumento da concentracdo de GSH, mostrando relacao linear na
faixa de concentragdo de GSH entre 1,0 umol L a 10,0 pmol L™ (Figura 55B) com desvio padrao

relativo médio de 1,21 % (n = 3).
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Figura 55 — (A) Voltamogramas de SW para concentragdes crescentes de GSH em tampéo
fosfato 0,1 mol L (pH 3,0) em Au@Cu-BTC/GCE. (B) Comportamento da corrente de pico

de anodica em funcgéo da concentracdo de GSH
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Fonte: O autor (2020)

A partir do ajuste linear para o intervalo de concentracdo estudado, encontrou-se a seguinte
relacao:

lpa (LA) = 4,979 + 0,881 [GSH] / umol L R? =0,997 (19)

Com base na faixa de concentragdo de GSH presente nos fluidos fisiologicos para um
individuo saudavel (2,0-12,0 umol L) (MEISTER & ANDERSON, 1983), a faixa de trabalho
linear obtida nesse estudo sugere que a amostra pode ser analisada sem a necessidade de pré-

tratamento. O LOD de 0,30 pmol L™ foi calculado pela formula LOD = 5 38' T

(SHRIVASTAVA,

2011).

Para efeitos de comparacdo, as caracteristicas de diferentes técnicas voltamétricas para a
deteccdo de GSH usando GCE com e sem modificacao sdo apresentadas na Tabela 17.

Dentre esses métodos, trés apresentaram LOD melhores que o obtido pela metodologia
aqui proposta (AREIAS et al., 2016c; LUZ et al., 2007; GONG et al., 2005). No entanto, no que
diz respeito a utilizacdo do GCE sem modificacdo (AREIAS et al., 2016c), os ions Cu(ll)
necessarios para o processo redox sdo adicionados a solucdo antes da analise, introduzindo mais
etapas no procedimento com mais possibilidades de erro no procedimento. No método aqui
descrito, os ions Cu(ll) sdo fornecidos diretamente pelo GCE modificado previamente preparado.

Considerando o trabalho que utiliza a ortoquinona como modificador (GONG et al., 2005), a
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modificacdo do eletrodo requer uma etapa adicional que envolve a deposi¢do de nanotubos de
carbono de parede simples no GCE, um processo que € caro em comparagdo com a metodologia
proposta. Finalmente, a ftalocianina tetrassulfonada utilizada na modificacdo do GCE (LUZ et al.,

2007) € um corante muito toxico (KARIMI et al., 2018), e a LDR da técnica é muito estreita.

Tabela 17 — GCEs com e sem modificacdo utilizados na determinagdo de GSH
Técnica Modificador LDR LOD Referéncia
(umol LY (umol LY

CVv - 1-10 0,14 AREIAS et al., 2016¢

CVv DEPD? 20-100 6,24 NEKRASSOVA et al.,
2002

CVv Catecol 6-59 1,0 LAWRENCE et al., 2001

CVv GSH-SOx?/Os-PVP® 1-200 0,5 MAO & YAMAMOTO,
2000

CVv SWCNT/TOQ! 0,07-500 0,07 GONG et al., 2005

CVv COTSPC®-PLLf 0,05-2,16 0,02 LUZ et al., 2007

CVv Acido cafeico 0,3-500 2,2 LEE & COMPTON,
2013

SWv Au@Cu-BTC/GCE 1-10 0,3 Este trabalho

ortoquinona. ¢ ftalocianina tetrassulfonada de cobalto. f poli (L-lisina). (As siglas vém do inglés).

Fonte: O autor (2020)

4.3.5 Determinagdo de GSH em Au@Cu-BTC/GCE em amostras reais

O método analitico proposto foi utilizado na determinacdo de GSH em uma amostra
de sangue desproteinizada contendo 6,95 umol L de GSH e em suplemento diario contendo
4,00 umol Lt de GSH.

Voltamogramas de SW foram obtidos para trés diferentes solugfes contendo a amostra
de sangue desproteinizado e a amostra de suplemento alimentar em solucdo tampé&o fosfato
0,1 mol L (pH 3,0). Os resultados sdo mostrados na Tabela 18.
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Tabela 18 — Determinacdo de GSH em amostra de sangue desproteinizada e em suplemento

diario de GSH
Amostra Concentragdo de GSH (umol L?) Encontrado (umol L?)
Sangue 6,95 8,47
Suplemento 4,00 3,93

Fonte: O autor (2020)

De acordo com a Tabela 18, a concentracdo de GSH encontrada na amostra de sangue
desproteinizada foi de 8,47 umol L, valor que é em torno de 22% maior que a concentragio
conhecida. Considerando que esta metodologia s6 detecta compostos contendo grupos
sulfidrila (tidis), essa diferenca pode ser atribuida a presenca de CYS ndo dosada. O método
apresentou um desvio padréo relativo de 1,00 % (n = 3).

Para o suplemento alimentar, a concentragio de GSH encontrada foi de 3,93 pmol L,
valor que corresponde a 98,2% de recuperacdo da quantidade adicionada inicialmente a célula
eletroquimica (4,00 umol L™). O método apresentou um desvio padréo relativo de 1,04 % (n
=3).

Esse resultado mostra que a metodologia pode ser empregada no controle de qualidade
de suplemento de GSH, podendo ser estendida para outros farmacos contendo unicamente este

tiol, como é o caso de clareadores de pele, usados em inddstria cosmética.
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5 CONCLUSOES

O copolimero de acrilamida/acrilato de sédio mostrou-se fundamental na obtengdo das
respostas voltamétricas de oxidacdo e reducdo de Cu-BTC em eletrodos de carbono vitreo e
ouro e, portanto, pode ser usado como imobilizador dessa MOF na modificagdo de eletrodos.

A Cu-BTC dispersa no copolimero de acrilamida/acrilato de sédio mostrou-se eficiente
no estudo da oxidacao eletroquimica de CAP e CYS.

O preparo dos eletrodos modificados com Cu-BTC em acrilamida/acrilato de sodio foi
bem simples e rapido.

Nanoparticulas de ouro também podem ser utilizadas para aumentar da condutividade
elétrica de Cu-BTC e, com isso, empregadas na modificacdo de superficies eletrédicas na forma
de um nanocompésito de Au@Cu-BTC.

O eletrodo modificado de Au@Cu-BTC mostrou-se eficiente no estudo de oxidagao
eletroquimica de GSH.

As melhores respostas para CAP e GSH foram em pH 3,0, enquanto que o pH 6timo de
trabalho para a CYS foi 4,0.

Amostras bioldgicas de sangue e suplemento alimentar de GSH foram analisadas por
SWV e formulagGes farmacéuticas de CAP por DPV, em eletrodos modificados com Au@Cu-
BTC e Cu-BTC, respectivamente. As técnicas mostraram-se eficientes na determinacdo do
conteudo desses tiois em amostras reais, as quais exigiram um minimo de preparo.

O eletrodo de Au@Cu-BTC pode ser utilizado também na determinacédo de tidis totais

em amostras reais, como foi evidenciado na analise da amostra de sangue desproteinizada.
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Framework

Wellyton Silva Vasconcelos,! Gilvaldo Gentil da Silva,” Severino Alves Junior,"*! Janaina
Versiani dos Anjos,” and Madalena Carneiro da Cunha Areias*!*!

Abstract: We report in this work, a new method for the
determination of captopril by differential pulse voltamme-
try using a glassy carbon electrode modified with a copper
metal-organic framework (H-Kust-1 or Cu;(BTC), or Cu-
BTC), immobilized on the surface by a copolymer of
acrylamide and sodium acrylate. This compound is
detected by the formation of a copper(I)-captopril
complex that is observed in an oxidation potential at ca.

+0.28 V vs. Ag/AgCl. A linear dynamic range is obtained
for a captopril concentration of 0.5 uM to 7.0 uM and the
voltammetric response is highly reproducible within
3.52% error. The sensitivity of 9.714+0.37 nAuM ' and
the limit of detection of 0.20+0.01 pM make this method-
ology highly applicable for practical applications. The
determination of captopril in a commercial pharmaceut-
ical sample showed a recovery of 93.3 %.

Keywords: Copper metal-organic framework - H Kust-1 or Cu;(BTC), or Cu-BTC - Captopril - Acrylamide and sodium acrylate

copolymer - Differential pulse voltammetry

1 Introduction

Captopril (Scheme 1), chemically known as 1-[(2S)-3-
mercapto-2-methylpropionyl]-L-proline is an orally active
drug indicated in the treatment of patients with hyper-
tension, congestive heart failure, left ventricular dysfunc-
tion after myocardial infarction and diabetic nephropathy
[1]. Captopril is a specific competitive inhibitor of
angiotensin I-converting enzyme (ACE), the enzyme
responsible for the conversion of angiotensin I to
angiotensin II. The inhibition of ACE causes relaxation of
blood vessels, reducing the blood pressure [2]. As with
any other ACE inhibitor, toxic effects associated with
captopril treatment may occur. Major toxic effects include
proteinuria or neutropenia when this drug is given in high
doses to patients with renal insufficiency and minor toxic
effects include altered sense of taste, skin rashes, and drug
fever, which may occur in up to 10% of patients [3].
Therefore, there is a need of the development of a
practical sensor to continuously monitor the administra-
tion of this drug.

The determination of thiols, such as captopril, has
provided a great challenge to the -electroanalytical
community in past decades due mainly to the poor
voltammetric behavior of thiols in solid electrodes [4].
Although conventional methods of instrumental analysis
such as spectrophotometry [5], fluorimetry [6], chemilumi-
nescence [7] and chromatography [8-9] are reported in
the literature as useful in the determination of captopril
due to their high sensitivity and selectivity, such methods
require that the samples have to be sent to specialized
clinical laboratories, which makes the analysis take a long
period of time and can be costly.
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Scheme 1. Structure of Captopril.

In this sense, electrochemical methods appear as
promising in the replacing the conventional methods in
the determination of captopril, mainly due to their
simplicity, high sensitivity, rapid detection time and lower
cost of analysis [10]. The study of oxidation of thiols at
solid electrodes was initially stimulated by the increasing
interest in electrocatalysts such as phthalocyanine deriva-
tives [11-15], organic mediators [16,17], or enzymes [18].

More recently, works using cyclic voltammetry (CV)
[19], differential pulse voltammetry (DPV) [20] and
square wave voltammetry (SWV) [21] on electrodes with
and without surface modification have been reported in
the literature as simple, fast and sensitive enough to detect
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captopril at low concentrations. Furthermore, as an
electrochemical device can be made portable, it is feasible
to manufacture a device that can be used to monitor a
patient continuously.

Although the interest in the use of electrochemical
methods in the determination of captopril has increased
considerably in recent years, there are still few reports in
the literature about sensors that use metal-organic frame-
works (MOFs) as modifiers of electrodes surfaces for
electroanalytical purposes [22]. This can be associated to
the fact that MOFs are not good electrical conductors due
mainly to the insulating character of their ligands [23]. For
this reason, there are a growing interest in the synthesis of
MOFs doped with other materials, such as nanoparticles,
ionic species and nanotubes, allowing electronic properties
to be induced in them, facilitating their use as sensors
[22]. Therefore, recent works has been reported in the
literature involving the use of amino-functionalized [24],
nitrogen-doped [25] and with nanoparticles of gold and
silica [26] as electrode modifiers in the determination of
lead, heavy metals and L-cysteine, respectively.

Acrylamide and sodium acrylate copolymer is a super-
absorbent polymer (SAP) that is a three-dimensional
cross-linked polymeric structure that in aqueous solution
incorporates, mainly, reactive cationic groups [27,28]. In
this work, we show that the copolymer impregnated with
Cu-BTC inducts the electronic properties of the MOF,
facilitating its use as electrode modifier for electroanalyt-
ical purposes with no need additional synthesis step on
MOF.

Herein, we describe a quantitative and sensitive
detection of captopril by differential pulse voltammetry
using a copper metal-organic framework (Cu-BTC)
modified electrode impregnated with a copolymer of
acrylamide and sodium acrylate.

2 Experimental
2.1 Chemicals and Reagents

All chemicals and reagents used in this work were of
analytical grade. Basolite™ C300 (H-Kust-1 or Cuy(BTC),
or Cu-BTC [CgH4Cus0,,, +98%]) was purchased from
Sigma-Aldrich, acrylamide/sodium acrylate copolymer
was purchased from Angene Chemical, captopril
(CoHsNOsS, +99%) was purchased from LAFEPE,
potassium ferricyanide (K;[Fe(CN)q], +99%) was pur-
chased from J. T. Baker, phosphoric acid (H;PO,, 85%)
was purchased from Fmaia, potassium phosphate mono-
basic (KH,PO,, +99%) was purchased from Cinética
Quimica, potassium phosphate dibasic (K,HPO,, +99%)
was purchased from Vetec. Phosphate buffer solutions
(0.1 M) of different pH values were prepared from stock
solutions of 0.1 M H;PO,, KH,PO, and K,HPO,. Alumina
suspensions (1.0 yum, 0.3 um and 0.05 um) were purchased
from Teclago. All solutions were prepared with ultrapure
water from Direct-Q® 3 UV purification pack with
resistivity not less than 18,2 MQ cm.
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2.2 Voltammetry

All electrochemical experiments were performed at 25°C
under N, atmosphere in a polyethylene electrochemical
cell (volume 3 mL) using a three-electrode system in a
Faraday cage with PGSTAT 128N potentiostat/galvanostat
(Metrohm-Autolab BV, Utrecht, The Nederlands) and
NOVA software (v.1.11) as an operating interface.

All potentials were reported against silver/silver
chloride reference electrode ([Ag/AgCl,saturated KCl],
+0.197 V vs. standard hydrogen electrode). A platinum
wire (1 mm in diameter) was used as a counter electrode.

A glassy carbon electrode (GCE, area 0.0624 cm?) was
obtained from Fundagdo de Apoio a Ciéncia, Tecnologia
e Educagdo — FACTE. The surface area of the electrode
was determined by conducting cyclic voltammetry (CV) in
1.0mM K;[Fe(CN)¢] in the 0.1 M KCI electrolyte at
different scan rates [29].

Prior to each experiment, a bare GCE was carefully
polished with alumina suspensions of 1.0, 0.3 and 0.05 pm,
in this order, onto a metallographic polishing cloth, then
rinsed with ultrapure water in between. Then the
electrode was again polished onto a metallographic polish-
ing cloth without the presence of alumina and then rinsed
with ultrapure water. Then, the CGE was placed in
deaerated 0.1 M phosphate buffer and a CV was
performed between —0.4 V and +0.8 V vs. Ag/AgCl at a
scan rate of 50 mVs™' until reproducible voltammograms
(about 5 cycles) were obtained. The treated GCE was
thereafter rinsed thoroughly with ultrapure water and
dried in the air. All experiments were performed in
triplicate, showing the mean values of the analysis.

2.3 Preparation of Copper Metal-organic Framework
Glassy Carbon Electrode (Cu-BTC/GCE)

A stable suspension of 0.5 mgmL™" MOF in 5.0 mgmL™'
acrylamide/sodium acrylate copolymer aqueous solution
was obtained after 20.0 min of sonication. Thereafter, the
treated GCE surface was dried, 6.0 uL of this suspension
was dropped onto it surface and it was dried at 100°C
during 3 minutes [30] to form a thin film.

2.4 Analytical Application

The preparation of commercial captopril sample was
performed as follows: 3 tablets were weighed and finely
powdered. An appropriate amount of the powder ob-
tained (equal to the weight of one tablet) was precisely
weighed and dissolved in 50.0 mL of ultrapure water. The
mixture was stirred for 20 minutes, filtered, and diluted to
a 100.0 mL. Then, the commercial captopril sample was
analyzed using recovery method.

Electroanalysis 2017, 29, 2572-2578 2573
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3 Results and Discussion

3.1 Electrochemical Oxidation of Captopril on
Cu-BTC/GCE

Cyclic voltammograms of 1mM captopril in 0.1 M
phosphate buffer (pH 3.0) on Cu-BTC/GCE was recorded
at 50 mVs™ (Figure 1).
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Fig. 1. The cyclic voltammograms of 0.1 M phosphate buffer
(pH 3.0) in presence and absence (in the insert) of 1 mM captopril
on Cu-BTC/GCE (blue) recorded at 50mVs~'. Black (No
captopril) and red (1 mM captopril) on GCE.

Three anodic peaks were observed in the voltammo-
gram (blue line). A pair of anodic and cathodic peaks
observable in the voltammogram at ca. +0.01 V vs. Ag/
AgCl and ca. —0.2 'V vs. Ag/AgCl, respectively, is related
to the redox reaction of copper (Figure 1, in the insert) as
the exposure of Cu;(BTC), to an aqueous solution breaks
the Cu-BTC bonds leading to the formation of BTC-acid
and copper ion [Cuy(BTC),+6H"—3Cu’" +2H,(BTC)]
[26,31].

The anodic shoulder found at ca. +1.25V vs. Ag/
AgCl, consistent with the previous report [19], is related
to the direct oxidation of captopril 2RSH—RSSR +2H™"
+2e”, where RSH is captopril and RSSR is a dimer]. This
shoulder also appears on GCE (red line). The other peak
at aca. +0.45 V vs. Ag/AgCl seems to be a catalytic effect
related to the oxidation of a copper(Il)-captopril com-
pound, as it does not appear when captopril is absent
from the solution (Figure1, in the insert). This is
consistent with the previous report where the oxidation
peak of captopril appears at ca. +0.24 V vs. Ag/AgCl [10],
indicating that the oxidation of captopril occurs via
formation of the copper(II)-captopril complex compound.
The displacement of the potential to more positive value
may be related with surface effects of the MOF presence.
Such a low potential is an important advantage for
analytical detection of this reagent. According to obtained
results and the previous studies [10,19], the electro-
chemical oxidation of captopril on Cu-BTC/GCE would
be written as:
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Since MOF is poorly conductive, electrochemical
responses to oxidation and reduction of copper were
expected to be non-intense, as related in previous work
[26]. However, after the use of acrylamide/sodium acrylate
copolymer as a MOF immobilizer on the GCE surface,
the responses obtained for copper oxidation and reduction
were potentialized. This behavior is similar to Cu-BTC
doped with different materials, such as amino-functional-
ized, and nitrogen and gold nanoparticles [24-26]. The
viability of using Cu-BTC immobilized with acrylamide/
sodium acrylate copolymer as an electrochemical sensor
without doping was initially attributed to the conductive
characteristics of the copolymer [32]. In solution, this
copolymer has an anionic character [33] and their
carboxylate groups interacts with the copper terminals
[34], accessible in the MOF facilitating the electron
transfer process and consequently increased electrochem-
ical response.

+Cut +e

3.2 The Influence of pH on CV Responses of
Cu-BTC/GCE

The effect of pH on the CV response of Cu-BTC/GCE in
absence and in presence of 0.1 mM captopril in 0.1 M
phosphate buffer solutions ranging 7.0 to 3.0 was studied
(Figure 2).

In the absence of captopril (Figure 2A), as the pH
decreases (7.0 to 3.0) the cathodic peak shifts to more
positive values (—0.2 V to —0.1 V). This behavior may be
associated to the copper reduction being dependent on
the pH of the medium [35]. In addition, the anodic peak
currents increase with decreasing pH, whereas the
opposite occurs with the cathodic peak currents.

In the presence of 0.1 mM captopril (Figure 2B), in the
pH range 7.0 to 5.0 an anodic peak ranging at ca. +0.1 V
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Fig. 3. The cyclic voltammograms of 0.1 M phosphate buffer (pH 3.0) in the (A) absence and (B) presence of 50.0 uM captopril on Cu-
BTC/GCE at different scan rates. (A) Black: 0.025 Vs™; blue: 0.05 Vs™; red: 0.1 Vs™'; green: 0.15 Vs~ and dark blue: 0.2 Vs™. (B)
Black: 0.01 Vs™'; blue: 0.02 Vs™'; red: 0.03 Vs™'; green: 0.04 Vs~ and dark blue: 0.05 Vs~'. In the inserts, the peak current as a function

of (A) square root of the scan rate and (B) the scan rate.

toca. +0.05 V (vs. Ag/AgCl) is attributed to the oxidation
of copper released from the MOF. In addition, in the
pH 5.0, we can see a small shoulder at ca. +0.35 V vs. Ag/
AgCl attributed to the interaction of the MOF with the
captopril. When the pH decreases from 4.0 to 3.0 we can
see clearly the decreasing of the peak related with the
MOF and the increase and displacement of the second
peak related to the captopril interaction at ca. +0.45 V vs.
Ag/AgCl. This behavior is better observed in pH?3
because the protonation of captopril facilitates its accu-
mulation on the electrode surface in more acidic media
[20]. Studies at pH above 7.0 were not performed since
the MOF is unstable, leading the formation of CuO
nanoparticles [36].

3.3 Effect of Scan Rate on the Anodic Peak Currents

A previous report [10] shows that in presence of copper
(IT) ions, captopril forms the copper(II)-captopril complex
compound. In order to understand the mechanism of
oxidation of copper in absence (Figure 3A) and presence
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(Figure 3B) of captopril on Cu-BTC/GCE, cyclic voltam-
mograms in 0.1 M phosphate buffer pH 3.0 (the best
condition) were obtained at different scan rates.

In absence of captopril, Figure 3A, it is found that the
anodic peak current increases with the scan rate and has
linear dependence with the square root of the scan rate
(Figure 3A, in the insert), indicating that the oxidation
was diffusion controlled. Whereas, in presence of 50.0 uM
captopril (Figure 3B), it was found that the anodic peak
current increases in direct proportion with the scan rate
(Figure 3B, in the insert). This behavior is consistent with
surface-bound species on the CGE, previously observed in
the study of the oxidation of captopril in presence of
copper(Il) on CGE without modification [10]. The surface
coverage of the electrode of 1.1 (£0.2) x 10" molcm ? by
the complex formed between copper (II) and captopril is
independent of the scan rate, as is expected for a
controlled surface process [37].
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the inserts, the anodic peak current as a function of (A) the deposition time and (B) the concentrations of Cu-BTC.

3.4 Determination of Captopril on Cu-BTC/GCE Using
Differential Pulse Voltammetry

The following studies of captopril oxidation on Cu-BTC/
GCE were made by differential pulse voltammetry, since
this technique shows a higher sensitivity when compared
to cyclic voltammetry, due to the minimization of
capacitive current and the pre-concentration of the
analyte of interest in the working electrode surface [29].
In order to find the best condition to determine the
concentration of captopril using this method, the deposi-
tion time (Figure 4A) and the concentration of Cu-BTC
(Figure 4B) were evaluated.

The differential pulse voltammograms of 10.0 uM
captopril in 0.1 M phosphate buffer (pH 3.0) obtained
increasing the pre-concentration time of the analyte
(Figure 4A) showed that the peak current for the
oxidation of captopril increased up to 360s, with no
further significant change thereafter (Figure 4A, in the
insert), most probably due to saturation of the electrode
surface [38].

Thereafter, the best concentration of Cu-BTC (Fig-
ure 4B) was evaluated in 5.0 uM captopril solution in
presence of 0.1 M phosphate buffer (pH 3.0) and the
deposition time of 360 s. According to Figure 4B (in the
insert), the peak current for the oxidation of captopril
increases up to 0.5 mgmL"', with no further significant
change thereafter.

For analytical quantification of captopril, differential
pulse voltammetry was conducted in 0.1 M phosphate
buffer (pH 3.0) with a pre-concentration time of the
analyte of 360s on Cu-BTC made with 0.5 mgmL™ of Cu-
BTC with different concentrations of the analyte. It is
shown in the Figure 5, that the anodic peak increases with
the increasing of concentration of captopril. When the
peak current is plotted against the concentration of
captopril, it is found a linear dependence between 0.5 uM
and 7.0 uM (Figure 5, in the insert) with the mean relative
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Fig. 5. The differential pulse voltammograms of captopril in 0.1 M
phosphate buffer (pH 3.0) on Cu-BTC/GCE. Black: No captopril;
blue: 0.5 uM; red: 1.0 uM; green: 2.0 uM; brown: 3.0 uM; pink:
5.0 uM; and dark blue: 7.0 pM. Deposition time of captopril of
360 s. Cu-BTC concentration of 0.5 mgmL™". In the insert, the
anodic peak current as a function of captopril concentration.

standard deviation of 3.52 % (n=3). From the best fit-line
for the concentration range up 7.0 pM, following relation-
ship is derived.

Ip/nA = (9.71 £ 0.37)[captopril| /| uM

R? = 0.993 @

The limit of detection (LOD) of 0.20+0.01 uM (n=3)
was calculated using the formula, LOD =% where o is
the standard deviation and § is the sensitivity [39].
Therefore, the linear dynamic range obtained in this study
i.e., from 0.5 uM to 7.0 uM suggests that the sample can
be analyzed without pre-treatment.

Table 1 compares differential pulse voltammetric
methods which have utilized modified electrodes, indicat-
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Table 1. Summary of electrochemical techniques reported for the detection of captopril by DPV

Electrode Modification Method LDR (uM) LOD (uM) Reference
GCE Cu-BTC DPV 0.5-7 0.20 This work
CP MWCNT/CuO nanoparticles DPV 1-10 0.29 [20]

CP Cobalt-5-nitrosalophen DPV 4-110 1.1 [40]

CP Graphene/ferrocene DPV 1-430 0.87 [41]

Cp MWCNT/ferrocene DPV 0.5-12 0.15 [42]

CP CNT/DHB DPV 0.2-30 0.07 [43]

CP: Carbon Paste; GCE: Glassy carbon electrode; DPV: Differential pulse voltammetry; LDR: Linear Dynamic Range; LOD: Limit of
Detection; CNT: Carbon Nanotubes; MWCNT: Multiwalled Carbon Nanotubes; DHB: (E)-3-((2- (2,4-dinitrophenyl) hydrazono)
methyl) benzene-1,2-diol. Cu-BTC: C;3H,Cu;0,, (copper metal-organic framework).

ing that the proposed method can be used for determi-
nation of captopril. The advantage of the Cu-BTC/GCE
in relation to the other modified electrodes is the simple
process of modifying the surface of the electrode because
no additional synthesis step on MOF is necessary. More-
over, the stability of Cu-BTC in the acrylamide and
sodium acrylate copolymer solution allows the manufac-
ture of modified screen-printed electrodes, which can be
stored at room temperature for a long period for further
use. In addition, the screen printing technology is very
attractive because electrode production is fast, easy and
simple.

The proposed analytical method was used in the
determination of captopril in a commercial tablets
samples (25 mg captopril per tablet). DPV curves were
obtained for three different solutions containing 1.2 pM of
captopril in a 0.1 M phosphate buffer pH 3.0. The results
revealed satisfactory reproducibility for this concentration
of captopril. In addition, this method gave a recovery of
93.3% and the relative standard deviation was 1.10%
(n=3), Table 2.

Table 2. Determination of captopril in tablet sample (25 mg per
tablet) by recovery method.

Sample Found (mg per Added Found Recovery
tablet) (M) (uM) (%)
Capotrineo 24.4(+0.5) 0 3.39(£0.06) —
1.2 4.51(+0.05) 93.3

As reported in previous works [44,45], L-cysteine and
glutathione can also be oxidized in solid electrodes by the
formation of a complex with copper(Il). However, these
compounds are absent in the studied matrix (tablets of
captopril), having no interference on the signals of
captopril. Thus, this result shows that the proposed
methodology can be successfully applied to determination
of captopril in industrial samples.

4 Conclusion

In this work, we demonstrate the electrochemical detec-
tion of captopril in commercial pharmaceutical formula-
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tions by differential pulse voltammetry, using a glassy
carbon electrode modified with a copper metal-organic
framework (Cu-BTC) immobilized on the surface of the
electrode by a copolymer of acrylamide and sodium
acrylate. Captopril is detected by the formation of a
copper(II)-captopril complex (Cu(SR),) which is oxidized
at ca. +0,28 V vs. Ag/AgCl. The analytical parameters
such sensitivity (9.71+£0.37 nApM™"), limit of detection
(0.20+0.01 uM), linear dynamic range up 7.0 uM and low
overpotential, make this approach comparable to the
other methods discussed. The determination of captopril
in pharmaceutical samples showed a recovery of 93.3%.
This result shows that this methodology can be success-
fully applied in industrial samples.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

An electrochemical sensor based on a gold-copper metal-organic framework immobilized on the surface of glassy
carbon electrode has been developed for the electrocatalytic oxidation and determination of glutathione. Gold
nanoparticles were incorporated into copper-1,3,5-benzenetricarboxylate and the composition and structure of
the resulting nanocomposite (Au@Cu-BTC) were verified by transmission electron microscopy, energy-dis-
persive X-ray spectroscopy, X-ray powder diffractometry, scanning electron microscopy and Fourier transform
infrared spectroscopy. Cyclic and square wave voltammetric studies of the electrochemical behavior of glu-
tathione at the modified electrode showed that the incorporation of gold particles increased the conductivity of
Cu-BTC. Glutathione was detected by the formation of a Cu (II)-glutathione complex and its subsequent oxi-
dation at ca.+ 0.25V vs. Ag/AgCl. The proposed methodology exhibited a low limit of detection
(0.30 umolL’l) and a wide linear dynamic range (1-10.0 umolL’l) with good sensitivity (0.89 = 0.02 pA
umol L) and repeatability (2.14 %). The high recovery (98.2 %) obtained in the analysis of a dietary sup-
plement renders this new approach very attractive for the analytical determination of glutathione in commercial
samples, particularly if the technique is extended to commercially produced screen-printed electrodes.

Keywords:

Gold-copper metal-organic framework
Copper-1,3,5-benzenetricarboxylate
Glutathione

Square wave voltammetry

1. Introduction this MOF has a three-dimensional structure comprising a binuclear

Cu®* center with each Cu atom connected to four oxygen atoms from

Metal-organic frameworks (MOFs) are crystalline nanomaterials
containing transition metal ions (or clusters) coordinated with multi-
functional organic linkers to form porous coordination polymers with
repeating structures and high internal surface area [1]. The flexibility,
pore size, shape and structure of MOFs can be changed in a predictable
manner by adopting different combinations of connectors and binders,
providing many opportunities for functionalization and the develop-
ment of materials for specific applications [2]. Moreover, the flexible
and porous nature of MOFs allow guest molecules, such as metals, to
diffuse into the block structure, while the geometry and size of the
pores play a key role in the selection of target molecules that can be
incorporated [3].

Copper-1,3,5-benzenetricarboxylate (Cu-BTC) is the best known and
most widely investigated member of the MOF family [4]. The subunit of

* Corresponding author.
E-mail address: areias.madalena@gmail.com (M.C. da Cunha Areias).

https://doi.org/10.1016/j.snb.2019.127636

the BTC linker [5]. Cu-BTC has been employed in many applications,
such as vapor sensing [6], gas absorption [7] and membrane-based
separation processes [8], because of its high surface area (600 -
1600m? g~ ') [9], large pore volume (approx. 0.7 cm®g~') [10] and
good thermal stability (up to 350 °C) [11].

Cu-BTC exhibits structural instability in aqueous media (Eq. 1.1)
which, because of the insulating character of H3(BTC) [12], gives rise to
unstable electrocatalytic properties and limits use of the MOF as a
sensor with electrochemical transduction.

Cus(BTC), + 6H"— 3Cu?* + 2H,(BTC) (1.1)

For this reason, few reports are available regarding the use MOFs as
modifiers of electrode surfaces for application as electroanalytical
sensors [13]. In order to minimize this problem, amino groups have

Received 1 August 2019; Received in revised form 27 November 2019; Accepted 25 December 2019
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been anchored to the skeleton structure of the MOF with the aim of
increasing its binding affinity towards transition metal ions. This pro-
cedure is of fundamental importance with respect to the electro-
chemical use of the MOF because most of the transition metals used are
redox active [14] and could be applied with advantage as electrode
surface modifiers [15].

In this context, Wang et al. [16] functionalized Cu-BTC with amino
groups in order to develop a modified glassy carbon electrode (GCE) for
the voltammetric detection of lead based on the accumulation of the
metal ion on the electrode surface by selective complexation with the
free amino groups. The auxiliary ligand 2,2’-bipyridine has also been
employed to increase the stability and electrocatalytic properties of Cu-
BTC, while the GCE modified with this MOF exhibited a strong catalytic
effect on the oxygen reduction reaction [17].

An alternative strategy to enhance the electrocatalytic activity of
Cu-BTC involves the incorporation of gold nanoparticles (Au NPs) into
the MOF to form a nanocomposite with a large and renewable surface
area, good biocompatibility and high conductivity [18]. GCEs modified
with Au-SH-SiO, nanoparticles supported on Cu-BTC have been used
successfully in the determination r-cysteine [15] and hydrazine [19],
although a significant disadvantage of the system is the extensive time
required to prepare the electrode.

It has recently been shown that the electrochemical properties of
Cu-BTC could be enhanced by immobilizing the MOF on the surface of
an electrode with the superabsorbent copolymer acrylamide and so-
dium acrylate [20]. In this case, the structural instability of the MOF in
aqueous medium was advantageous since, in the presence of captopril,
the liberated Cu®* ions formed a Cu (I)-thiol complex that catalyzed
the oxidation of the anti-hypertensive drug, thereby establishing a basis
for the development of an electrochemical sensor.

In consideration of the above, we were encouraged to develop a new
nanocomposite and to explore the possibility of using the material to
modify a GCE for the detection of glutathione (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-
glycine; GSH). This tripeptide is the most common low molecular
weight thiol in animal cells [17,21] and is present in the physiological
fluids of healthy humans at concentrations of around 2-12 umol L ™!
[22]. GSH plays important roles in the maintenance of redox home-
ostasis against oxidative stress and in the inactivation of toxic com-
pounds [23,24]. Depletion of GSH is associated with several pathologies
such as diabetes mellitus [25], cancer [26] and neurodegenerative
diseases [27], and is a common feature of apoptotic cell death [28,29].
Dietary supplements of GSH-based products, several of which are cur-
rently available on the market, are essential to replenish levels of the
reduced form of this thiol when requirements are not met by normal
nutritional intake, but their efficacy has not be proven in all cases
[28-30].

Conventional methods for the analysis of GSH include fluorescence-
based high performance liquid chromatography [31,32] or capillary
electrophoresis [33], mass spectrometry [34] and electrochemical de-
tection [33], although derivatization of GSH may be required since
traces of Cu ions present in aqueous solution catalyze the oxidation
reaction of glutathione and impede its determination [35].

An interesting alternative to these conventional approaches is the
use of electrochemical sensors that are generally simple to apply and
allow rapid detection at low cost for application in continuous long-
term analysis. A previous study [36] revealed that a bare GCE could be
used to detect GSH electrochemically provided that the analyte was
present in an aqueous solution to which Cu®* ions had been. Under
these conditions, the thiol formed a 1:1 complex with Cu (II), the
subsequent oxidation of which gave a voltammetric response typical of
a surface bound specie at ca. + 0.25V vs. silver/silver chloride (Ag/
AgCl) electrode. With the aim of eliminating the necessity to add Cu®*
ions to the analyte, we prepared a nanocomposite of gold-copper metal-
organic framework (Au@Cu-BTC) based on the incorporation of sphe-
rical Au NPs into Cu-BTC, and used this material to develop a very
conductive GCE for the determination of GSH in commercial products.
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2. Methods
2.1. Chemicals and reagents

Analytical grade GSH (C;0H;7N304S), potassium ferricyanide (K3[Fe
(CN)g]), potassium phosphate monobasic (KH,PO,), potassium phos-
phate dibasic (K;HPO,), potassium chloride (KCl), potassium hydroxide
(KOH), sodium bicarbonate (NaHCO3), sodium hydroxide (NaOH) and
benzene-1,3,5-tricarboxylic acid (C¢H3(CO-H)3; H3BTC), poly-
vinylpyrrolidone [(C¢HoNO),; PVP] and trisodium citrate (CsHoNazOg)
were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), hydrochloric
acid (HCI), formic acid (HCOOH), dimethylformamide (DMF), ethanol
(CH30H) and phosphoric acid (H3PO,) were from Merck (Kenilworth,
NJ, USA), 1-butanol (CH3(CH,)30H) and copper(Il) acetate (Cu
(CH3CO0),) were from Vetec Quimica Fina (Duque de Caxias, RJ,
Brazil), benzoic acid (C;H¢O,) was from Dindmica Quimica
Contemporanea (Indaiatuba, SP, Brazil) and ACS grade hydrogen tet-
rachloroaurate (III) trihydrate (HAuCl,.3H,0) was from Alfa Aesar
(Thermo Fisher Scientific, Heysham, UK). Commercial tablets of re-
duced glutathione were purchased from Oficial Farma (Sao Roque, SP,
Brazil), alumina suspensions (1.0 and 0.05pum) were from Buehler
(Coventry, UK) and Chromafil® Xtra syringe filters (0.45 pm) were from
Macherey-Nagel (Diiren, Germany). Phosphate buffer solutions (0.1 mol
L™ 1) with different pH values were prepared from 1 mol L stock so-
lutions of H3PO4, KH,PO, and K,HPO,. All solutions were prepared
with ultrapure water with resistivity = 18.2 MQ cm.

2.2. Synthesis of Au NPs and Au@Cu-BTC

Au NPs were prepared according to the method of Turkevich [37]
whereby an aqueous solution of HAuCl, (0.01 %, 150 mL) was heated
to boiling point on a hot plate stirrer, an aqueous solution of trisodium
citrate (0.5 %, 5mL) was added and heating maintained for 10 min to
yield a deep red solution. After cooling to room temperature, the Au
NPs were stabilized [38] by the dropwise addition under stirring of
13mL of a 0.45 mmol L™ aqueous solution of PVP. The mixture was
maintained at room temperature for 24 h, the Au NPs washed with H,O
employing three cycles of centrifugal precipitation (30min at
14,000 rpm) and resuspension, and finally dispersed in DMF.

Spherical type nanoparticles of Cu-BTC were synthesized in the
presence of Au NPs using a modification of the method of Li et al. [39].
In a typical process, a stirred solution comprising 3.8 mmol (0.8 g) of
H3BTC dissolved in 30 mL of Au NPs dispersed in DMF was added
dropwise at room temperature over a period of 30 min to a solution
containing 1.6 mmol (0.3 g) Cu(CH3COO), and 0.03 mol (4.0 g) C;HgO-
dissolved in 30 mL of butanol. The system was kept under stirring for a
further 30 min, and the blue suspended particles so-formed precipitated
by centrifugation (10 min at 6000 rpm) and washed three times with
ethanol.

2.3. Characterization of Au NPs and Au@Cu-BTC

Transmission electron microscopy (TEM) and energy-dispersive X-
ray spectroscopy (EDX) were performed using a FEI Tecnai 20 instru-
ment (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) with a 200 kV field emission
gun. The TEM samples were prepared by transferring drops of the re-
action solution onto a carbon-coated TEM grid with the aid of a needle
tip. X-ray powder diffraction (XRD) data were collected on a Bruker
(Billerica, MA, USA) model D8 Advance X-ray diffractometer operated
with CuKal radiation at 40kV and 40 mA, and equipped with a
LynxEye detector. Diffraction patterns were recorded in the 26 range of
5 - 50° with a step size of 0.01° and a count time of 1 s step ™ '. Scanning
electron microscopy (SEM) images were obtained using a Tescan (Brno,
Czechia) MIRA 3 microscope operated at 10 kV. Thermogravimetric
analyses (TGA) and differential thermal analyses (DTA) were performed
using a Shimadzu (Kyoto, Japan) DTG-60H thermal analyzer at a
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Fig. 1. Transmission electron micrographs of gold nanoparticles in the absence (a) and presence (b) of polyvinylpyrrolidone.

heating rate of 10°C min~! under a dynamic oxygen atmosphere

(50 mL min ). Fourier transform infrared (FTIR) spectra in the range
4000 - 500 cm™ were recorded using a Bruker IFS66 spectrometer.

2.4. Voltammetric set-up and preparation of the bare GCE

Electrochemical experiments were performed at room temperature
in a polyethylene electrochemical cell (volume 3 mL) connected to a
Metrohm-Autolab (Utrecht, The Netherlands) model PGSTAT 10 po-
tentiostat/galvanostat running GPES software (v 4.9.007) as operating
interface. The three-electrode cell was equipped with a Metrohm-
Autolab carbon rod counter electrode (2 mm diameter) and an Ionode
(Tennyson, Australia) Ag/AgCl (saturated KCL) reference electrode
(+0.197 V vs. standard hydrogen electrode). The surface area of the
bare GCE working electrode (purchased from Ionode) was determined
to be 0.062 cm? by cyclic voltammetry performed at different scan rates
with 1.0 mmol L™! K5[Fe(CN)s] in 0.1 mol L™ ' KClI as electrolyte [40].

Prior to each experiment, the bare GCE was cleaned by immersion
for 5 min in a freshly prepared solution containing 2 mol L™ ! NaOH and
(31 %) H,0, mixed 3:1 (v/v). The electrode was then carefully polished
on a metallographic polishing cloth with alumina suspensions of 1.0
and 0.05 pm, incorporating an ultrapure water rinse in between, and
subsequently with the same polishing cloth but without alumina. The
electrode was finally rinsed with ultrapure water and activated with
NaHCO3 solution to generate carbonyl, carboxyl and hydroxyl func-
tional groups that would promote the adsorption of the Cu (IDglu-
tathione complex [41]. For this purpose, the clean GCE was immersed
in 0.1 mol L'! NaHCO5 and the potential cycled between —1.2V and
+2.0V vs. Ag/AgCl at a scan rate of 0.1V s~ ! until a stable voltam-
mogram was achieved (typically 7 scans), following which the elec-
trode was rinsed thoroughly with ultrapure water and dried at 100 °C.

2.5. Modification of the GCE with Au@Cu-BTC

Modification of the surface of the activated GCE was performed
using 2.0 pL of a stable suspension of Au@Cu-BTC obtained by soni-
cation of a mixture containing 0.461 mg mL ™" of MOF in 7.5 % ethanol
and 92.5 % DMF for 30 min. In order to avoid migration of the MOF
away from the electrode surface, the Au@Cu-BTC suspension was cast
dropwise from a micropipette onto the electrode surface in five separate
steps, each involving the same volume of suspension, and the surface of
the electrode was dried at 100°C after each deposition step. The
modified electrode was maintained at room temperature for 4 min be-
fore use, and a new electrode was prepared for each experiment.

2.6. Determination of GSH

A pre-determined amount of analytical grade GSH was pipetted into
0.1 mol L™ ! phosphate buffer (pH 3) and the mixture stirred vigorously
for 30s followed by 30s rest to avoid convection. The Au@CuBTC-
modified GCE was dipped into the GSH solution and a deposition po-
tential of 0.05V vs. Ag/AgCl was applied for 4 min. Cyclic and square
wave voltammograms were recorded between +0.05 and +0.6V vs.
Ag/AgCl. Square wave voltammograms were measured at a frequency
of 15 Hz, a step potential of 5mV and an amplitude pulse of 50 mV. The
repeatability of assays carried out using Au@Cu-BTC-modified GCEs
was assessed by a single researcher, using different electrodes on dif-
ferent days and under different atmospheric conditions, by performing
eight successive measurements of 10 urnolL’1 of GSH [42]. All ex-
periments were performed in triplicate and the data presented as mean
values.

2.7. Preparation of a commercial sample of GSH

Commercial tablets of reduced GSH (3 units) were weighed and fi-
nely powdered. A mass of powder corresponding exactly to the weight
of one tablet was accurately weighed, dissolved in 100 mL of ultrapure
water with constant sonication, and filtered through a 0.45 pm syringe
filter directly into an Eppendorf tube. The concentration of GSH in the
sample was established using the standard addition recovery method.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of Au NPs and Au@Cu-BTC

The TEM images shown in Fig. 1 depict Au NPs as uniform spherical
particles with a mean diameter of 20 nm. In the absence of PVP, the Au
NPs clustered in specific regions rendering it difficult fully to identify a
single particle (Fig. 1a), although particle dispersion was greatly im-
proved in the presence of PVP (Fig. 1b). In contrast, SEM images of Cu-
BTC (Fig. 2a) and the Au@Cu-BTC nanocomposite (Fig. 2b) revealed
small irregular shaped particles with mean diameters of 118 + 23 nm
and 154 * 21nm, respectively. TEM micrographs of Au@Cu-BTC
(Fig. 2¢) verified that the structure of Cu-BTC was maintained while the
surfaces of the crystals were smooth with the Au NPs mainly en-
capsulated within the nanocrystalline material rather than on the outer
surface, a structure that favors the stable combination of the two
components. The EDX of Au@Cu-BTC exhibited peaks associated with
of C, O, Cu and Au, thereby confirming the presence of AuNPs (Fig. 2d).

Although the presence of AuNPs could be observed clearly in the
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Fig. 2. Scanning electron micrographs of Cu-BTC nanoparticles (a) and Au@Cu-BTC nanocomposite (b). A transmission electron microscopy of Au@Cu-BTC is shown
in panel (c) with the corresponding energy-dispersive X-ray spectrum presented in (d).
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Fig. 3. X-ray powder diffractograms showing simulated pattern of Cu-BTC
crystals (a) and patterns recorded for Cu-BTC nanoparticles (b), and Au@Cu-
BTC nanocomposite (c).

TEM image of Au@Cu-BTC (Fig. 2¢), when the XRD patterns of Cu-BTC
nanoparticles and Au@Cu-BTC nanocomposites were compared to the
theoretical pattern calculated on the basis of the Cu-BTC structure
(Fig. 3), no peaks corresponding to extraneous material could be de-
tected in either of the MOFs. The failure to observe diffraction peaks
associated with Au NPs can be attributed to their low concentration
and/or reduced size, and suggests that the MOF structure was preserved
even after Au NP encapsulation.

Thermograms of Cu-BTC and the Au@Cu-BTC nanocomposite
(Fig. 4) revealed similar distinct mass loss events in both samples be-
tween 25 and 100 °C, corresponding to losses of water from the MOF
surface and pores, and between 100 and 300 °C, corresponding to losses
of water molecules from the MOF pores and coordinated with Cu®*
ions. The events observed between 300 and 900 °C may be attributed to
the collapse of MOFs and decomposition of the organic ligand with
subsequent formation of carbonaceous material. However, the TGA
profiles of Cu-BTC (Fig. 4a) and Au@Cu-BTC (Fig. 4b) showed some
differences as, for example, in the range 220-300 °C where loss of mass
may also be due to incorporated PVP. Interestingly, the DTA profile of
Au@Cu-BTC in this temperature range indicated a subtle exothermic
effect, likely associated with thermo-oxidation of the Au NPs stabilizing
polymer.

In the FTIR spectra of Cu-BTC and Au@Cu-BTC presented in Fig. 5,
bands related to the ligand-metal coordination modes can be clearly
observed. Bands at approximately 1648 and 1380 cm™ are attributable
to asymmetric and symmetrical stretching, respectively, of carboxylate
groups (COO™), while the band in the region of 763 cm ™! corresponds
to Cu—O bond stretching and the broad band around 3440 cm ™' is
characteristic of O—H bonds of water molecules. The absence of bands
associated with stretching of the free ligand reinforces the hypothesis of
purity of the obtained materials as indicated by XRD. Although the FTIR
spectrum of the Au@Cu-BTC nanocomposite verified the integrity of its
structure, a small band could be observed at approximately 1673 cm™*
(Fig. 5 insert) and this was attributed to C=O0 stretching related to the
embedded PVP. This finding suggests that PVP not only protects Au NPs
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Fig. 4. Thermogravimetric analysis (TGA) and differential thermal analysis (DTA) of Cu-BTC nanoparticles (a) and Au@Cu-BTC nanocomposite (b).

from agglomeration but also exhibits affinity for Cu>* ions and directs
the formation of Cu-BTC crystals in synthesis solutions through weak
interactions with the C=0 groups and N atoms of the pyrrolidone rings
[43].

3.2. Electrochemical oxidation of GSH on Au@Cu-BTC-modified GCE

The voltammogram obtained with a bare GCE at 20mV s~ ! in the
presence of 0.1 mmol L of GSH in 0.1 mol L™ phosphate buffer (pH 3)
exhibited two anodic peaks at around + 0.6 and + 0.8V vs. Ag/AgCl
(Fig. 6, green line), which may be attributed to the direct oxidation of
the sulfhydryl group of GSH into sulfenic acid and subsequently sulfinic
acid according to [44]:

2GSH — GSSG + 2H* + 2e— (3.1

where GSSG is a dimer. These two anodic peaks have been observed
previously in the voltammogram of cysteine and ascribed to its direct
oxidation [45], a finding that accounts for the electrochemical behavior
of GSH since cysteine is a component of the tripeptide [46]. The
cathodic peak detected at around —0.3 V vs. Ag/AgCl was attributed to
the presence of dissolved oxygen.

Preliminary cyclic voltammetry studies performed with the MOF-
modified GCE were carried out with an electrode treated with
0.0615mg mL™! of Au@Cu-BTC. In the absence of GSH, the voltam-
mogram exhibited a pair of anodic and cathodic peaks at ca. + 0.01V
and — 0.1V vs. Ag/AgCl, respectively (Fig. 6, blue line). These peaks
are related to the redox reaction of Cu released from Au@Cu-BTC, since
the same effect has been observed on exposure of a Cu-BTC-modified
GCE to aqueous solution [20]. Upon addition of 0.1 mol L™! of GSH,
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Fig. 6. Cyclic voltammograms recorded in 0.1 mol L™ * phosphate buffer (pH 3)
at 20mV s with a bare GCE in the presence (green line) and absence (black
dashed line) of 0.1mmol L™! of GSH, and with a GCE modified with
0.0615mg mL? Au@Cu-BTC in the presence (red line) and absence (blue line)
of 0.1 mmol L™! of GSH. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article).

these anodic and cathodic peaks decreased and an anodic oxidation
peak appeared at ca. + 0.30V vs. Ag/AgCl (Fig. 6, red line), signifying
the consumption of Cu from the MOF and oxidation of the Cu (II)-GSH
complex, respectively. The shift of potential to a less positive value in
comparison with the direct oxidation of GSH (Fig. 6, green line) is re-
lated to the surface effects of the Cu (II)-GSH complex, as previously
observed [36].
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Fig. 5. Fourier transform infrared spectra of H;BTC (a), Cu-BTC (b) and Au@Cu-BTC (c): the insert shows the spectra of Cu-BTC and Au@Cu-BTC expanded in the

region 1700 to 1300 cm ™.
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3.3. Optimization of analytical parameters for GSH determination

Considering the need to develop a methodology to detect con-
centrations of GSH lower than 10 umol L™, studies of the optimization
of pH, nature of the supporting electrolyte, MOF concentration and
deposition time were performed using square wave voltammetry, since
this technique not only minimizes the capacitive current but also pre-
concentrates Cu on the electrode surface [47]. The influence of pH on
the oxidation of 10umolL™' GSH on a GCE modified with
0.0615 mg mL ™' of Au@Cu-BTC was assessed in 0.1 mol L' phosphate
buffer solutions with pH values ranging between 2 and 7 (Fig. S1,
Supplementary data). For pH values in the range 2-5, two anodic peaks
could be observed, the first in the region from ca. + 0.04 to +0.11 V vs.
Ag/AgCl was attributed to the oxidation of Cu released from the MOF,
and the second between ca. + 0.25 and +0.32V vs. Ag/AgCl was as-
sociated with oxidation of the Cu (II)-GSH complex. When the pH of the
buffer was increased to 6 and 7, the second anodic peak disappeared
and the first peak was displaced to 0 and —0.05V vs. Ag/AgCl, re-
spectively. A pH of 3 was chosen for further studies because this con-
dition facilitated the protonation of GSH and afforded a wave with high
peak current (I,) [48]. Studies at pH values > 7 were not performed
since Cu ions were oxidized to copper oxide and the Cu-GSH complex
was not formed under these conditions [49].

In order to determine the effect of the supporting electrolyte on the
oxidation of 10 urnolL_1 GSH on a GCE modified with Au@Cu-BTC,
voltammograms were measured in 0.1 mol L™ phosphate, formate and
chloride buffers, each at pH 3 (Fig. S2, Supplementary data). The vol-
tammograms showed that the best separation of the anodic peaks as-
sociated with the oxidation of Cu and the Cu (II)-GSH complex was
obtained using phosphate buffer. This finding is important because
peak overlap increases the difficulty in establishing a baseline from
which to determine the value of I,

The influence of MOF concentration at the electrode surface on the
oxidation of 10 umolL~! GSH was determined by recording square
wave voltammograms using GCEs modified with concentrations of
Au@Cu-BTC in the range 0.0615-6.15 mg mL™* (Fig. $3, Supplementary
data). The results revealed that the maximum I, at ca. + 0.25V vs. Ag/
AgCl was achieved when the Au@Cu-BTC concentration was increased
to 0.461 mgmL~", following which I, decreased drastically, probably
because of surface saturation of the electrode.

The effects of deposition times in the range 30-300s on the oxi-
dation of 10 umol L™! GSH were studied using a GCE modified with
0.461 mgmL~' of Au@Cu-BTC (Fig. S4, Supplementary data). The I,
associated with oxidation of the Cu (II)-GSH complex increased with
increasing deposition times up to 240s, but no further significant
changes were observed thereafter. In light of the results outlined above,
all subsequent experiments were carried out in 0.1 mol L ™! phosphate
buffer at pH 3 using a GCE modified with 0.461 mgmL~* of Au@Cu-
BTC and a deposition time of 240s.

3.4. Reaction mechanism

Cyclic voltammograms are governed by adsorption or diffusion-
controlled processes and the systematic analysis of the dependence of I,
on scan rate can provide evidence to distinguish between these two
mechanisms. In the surface-controlled process, the specie is attached to
the surface of the electrode and I, intensity is directly proportional to
scan rate. In contrast, in processes governed by diffusion, I, increases
with the square root of the scan rate [47]. In order to understand the
mechanism of oxidation of Cu in the presence of GSH using a Au@Cu-
BTC-modified GCE, cyclic voltammograms were performed at scan rates
ranging from10 to 50mV s~ ! (Fig. S5, Supplementary data). In the
presence of 5.0 pmol L™ GSH, the anodic I, at ca. + 0.25V vs. Ag/AgCl
increased proportionally with scan rate, a behavior that is consistent
with surface-bound species on the GCE [47], as previously observed for
the oxidation of GSH on an unmodified GCE in the presence of Cu®"
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ions [36].

The square wave voltammogram obtained for the oxidation of 10
umol L™ GSH in 0.1 mol ! phosphate buffer (pH 3) using a Au@Cu-
BTC-modified GCE (with 1.5 prnolL_1 of Cu (II) ion available in the
nanocomposite) exhibited a higher I, than that recorded using a bare
GCE with 10 pmol L™ of Cu®* added to the analyte solution (Fig. S6,
Supplementary data). This implies a significant increase in sensitivity
even though the amount of Cu (II) ion in the nanocomposite was some
seven-fold lower than that in the supplemented solution. The en-
hancement of sensitivity can be attributed to the effect of the gold
nanoparticles incorporated into Cu-BTC structure. These particles tend
to be released from the composite and deposited onto the GCE surface
[50], thereby providing a more favorable environment for the deposi-
tion of reduced Cu [51]. In this manner, the concentration of Cu® de-
posited onto the Au’/GCE surface is much higher than that deposited on
the surface of the bare GCE.

The sequential steps that occur during electrode modification and
GSH oxidation may be summarized as follows: (i) Au@Cu-BTC is ad-
sorbed onto the surface of the GCE surface; (ii) the nanocomposite
decomposes in buffer at pH 3 releasing Cu®* ions and Au® particles that
deposit onto the GCE surface; (iii) application of a potential of +0.05V
vs. Ag/AgCl causes the Cu®* ions to be reduced to Cu® and deposited
onto the Au® particles on the electrode surface; (iv) in the course of an
anodic scan from +0.05 to +0.6 V vs. Ag/AgCl, Cu® is oxidized to Cu™,
which complexes with GSH to form (Cu-SG) " that is adsorbed onto the
electrode surface, and (v) the GSH complex is oxidized at the electrode
surface according to:

2(Cu-SG) " — Cux(GSSG) + 2e— (3.2)

3.5. Figures of merit for the determination of GSH

In order to quantify the amount of GSH in a sample of dietary
supplement, a calibration curve was constructed by performing square
wave voltammetry using a GCE modified with 0.461 mg mL ™' Au@Cu-
BTC, a deposition time of 240 s and concentrations of analyte ranging
from 1 to 10 umol L™ ! in 0.1 mol L* phosphate buffer at pH 3 (Fig. 7a).
The plot of anodic I, at ca. + 0.25V vs. Ag/AgCl against GSH con-
centration in the range 1.0 and 10.0 pmol L™ revealed a linear asso-
ciation with a mean relative standard deviation of 1.21 % (n = 3)
(Fig. 7a insert). The best-fit line within the linear dynamic range (LDR)
followed the relationship:

I, / uA= (0.89 = 0.02) [GSH] / ymol L™ (R? = 0.997) (3.3)

The limit of detection (LOD) was calculated according to the for-

mula [52]:

30

LOD = —

S 3.4

(where o is the standard deviation and S is the sensitivity) and gave a

value of 0.3 pmolL_1 (n = 3), which is compatible with the linear

range of the method. The repeatability of the sensor investigated over

eight successive assays of different solutions containing 10.0 ymol L ™!
GSH was 2.14 %.

3.6. Application of the method to dietary supplement

The usefulness of the proposed method was evaluated by applying
the modified electrode to the determination of GSH concentration in a
commercial dietary supplement containing 250 mg of analyte per ta-
blet. Pre-determined amounts of GSH (1.0-4.0 p mol L) were trans-
ferred to solutions of the commercial tablet containing 4.0 umol L™ 'of
GSH in 0.1 mol L.™! phosphate buffer at pH 3. The square wave vol-
tammograms obtained (Fig. 7b) showed that the anodic I, increased
with respect to GSH concentration in accordance with the linear
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Fig. 7. Square wave voltammograms obtained using a Au@Cu-BTC-modified
GCE in the presence of 0.1 mol L™ phosphate buffer at pH 3 containing dif-
ferent concentrations of GSH as follows: (a) Calibration plot: 1.0 pmol L (black
line), 2.0 umol L (red line), 3.0 umol L* (light blue line), 4.0 umol L* (purple
line), 5.0 umol L (pink line), 6.0 umol L (green line), 8.0 umol L (dark blue
line) and 10.0 ymol L (brown line), and (b) Dietary supplement analysis:
1.0 umol L! (black line), 2.0 uymol ! (red line), 3.0 umol L (green line) and
4.0 ymol L7 (blue line). The inserts show anodic peak current as a function of
GSH concentration. The experimental conditions were: deposition time, 240 s;
Au@Cu-BTC concentration, 0.461 mg mL~; frequency, 15 Hz; step potential,
5 mV; pulse amplitude, 50 mV. (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the web version of this article).

relationship:

Ip / uA= (1.49 * 0.06) [standard GSH] / pmol L™* (R* = 0.995)
(3.5)

Extrapolation of the best-fit line to zero current (Fig. 7b insert) af-
forded a concentration of 3.93 umol L™ ! of GSH, implying a recovery of
98.2 %.

For comparison purposes, the characteristics of different voltam-
metric techniques for the detection of GSH using GCEs are presented in
Table 1. Among these methods, only entries 1, 5 and 6 exhibited LOD
values better than that attained with the proposed methodology.
However, regarding the use of a bare GCE (entry 1), the Cu (II) ions
necessary for the oxidation reaction must be added to the solution prior
to analysis, thus introducing more steps into the procedure with further
possibilities of error in the procedure. In the method described herein,
Cu ions are furnished by the previously prepared modified GCE, and
this characteristic will be very useful when the methodology is ex-
tended to commercially produced screen-printed electrodes. Con-
sidering method 5, modification of an electrode with triptycene or-
thoquinone requires an additional step involving deposition of single-
walled carbon nanotubes onto the GCE, a process that is costly in
comparison with the proposed methodology. Finally, the electrode
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Table 1
Characteristics of published electrochemical techniques for the quantification of
glutathione using glassy carbon electrodes (GCE).

Modification of GCE ~ Method  LDR LOD Reference
(pmol L™ (umol LY
1  None Ccv 1-10 0.14 [36]
2 DEPD Ccv 20-100 6.24 [53]
3 Catechol Ccv 6-59 1 [54]
4 GSH-SOx/Os-PVP CvV 1-200 0.5 [55]
5  SWCNT/TOQ Ccv 0.07-500 0.07 [56]
6  CoTSPc-PLL Ccv 0.05-2.16 0.02 [571
7 Caffeic acid CvV 0.3-5 x 10° 2.2 [58]
8  Au@Cu-BTC SWv 1-10 0.3 This work

Au@Cu-BTC, copper-1,3,5-benzenetricarboxylate impregnated with spherical
gold nanoparticles; CoTSPc-PLL, cobalt tetrasulfonated phthalocyanine im-
mobilized on poly(L-lysine) film; CV, cyclic voltammetry; DEPD, N,N-diethyl-p-
phenylenediamine; GSH-SOx, glutathione sulfhydryl oxidase; LDR, linear dy-
namic range; LOD, limit of detection; Os-PVP: osmium-polyvinylpyridine;
SWCNT/TOQ, single-walled carbon nanotubes/synthetic triptycene orthoqui-
none; SWV, square wave voltammetry.

modification required in method 6 involves the use of cobalt-tetra-
sulfonated phthalocyanine, a very toxic dye [59], and the LDR of the
technique is very narrow.

4. Conclusions

The present study has demonstrated that immobilization of Au@Cu-
BTC onto the surface of a GCE enables construction of a sensor for the
detection of GSH with an excellent LOD (0.30 umol L.~ 1 and sensitivity
(0.89 =+ 0.02pA pmol L™1). The superior characteristics of the mod-
ified GCE are due to the formation of a Cu (II)-GSH complex and the use
of gold nanoparticles in conjunction with an MOF that enhances their
conductivity leading to a significant increase in the analytical signal.
The linear dynamic range from 1.0-10.0 umol L', the low overpotential
and the good recovery (98.2 %) obtained in the analysis of a dietary
supplement suggests that the new electrode represents a feasible al-
ternative for application in the analytical determination of GSH in
commercial samples. Future work will be carried out to extend this
procedure to screen-printed electrodes for use in quality control during
the manufacture of products based on GSH.
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Supplementary material related to this article can be found, in the
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