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RESUMO

Folhas de grafite (GS, do inglés graphite sheets) apresentam propriedades
interessantes, como elevada condutividade elétrica, estabilidade da superficie,
flexibilidade, além de serem produzidas em larga escala a baixo custo. Nessa tese,
foram utilizadas folhas de grafite como substratos condutores para a
eletropolimerizagdo dos corantes fenotiazinicos, azul de metileno (MB, do inglés
methylene blue) e azul de toluidina (TB, do inglés toluidine blue) visando o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos. A eletropolimerizacéo foi realizada por
voltametria ciclica, sendo observado que o potencial de inverséo influencia fortemente
a eletropolimerizacdo do MB. O potencial de inversdo de +1,2 V (Ag/AgCl) resultou
em maior rugosidade do filme eletropolimerizado. O filme de poli(azul de metileno)
(PMB, do inglés poly(methylene blue)) depositado na superficie de GS, aumentou a
sensibilidade para o antibidtico nitrofurantoina (NFT, do inglés nitrofurantoin),
minimizou a desativagéo do eletrodo e exibiu um intervalo linear de resposta de 5 a
100 ymol L%, com limite de deteccdo de 55 nmol Lt. O sensor proposto foi aplicado
com sucesso para quantificacdo de NFT em amostras de urina e agua. Para o eletrodo
modificado com o filme de poli(azul de toluidina) (PTB, do inglés poly(toluidine blue)),
observou-se uma melhora de desempenho analitico quando ciclos de potenciais em
KOH 0,1 mol L* foram realizados apés a etapa de crescimento do filme. Este
procedimento também resultou em filmes mais lisos e compactos. O sensor
desenvolvido apresentou um aumento na sensibilidade para determinacdo de
triptamina (TRYP, do inglés tryptamine), uma amina biogénica, com menores limites
de deteccdo, além de ser menos suscetivel a desativacao do eletrodo durante a eletro-
oxidagcédo da TRYP. O GS/PTB-KOH apresentou uma faixa linear de 0,05 a 0,9 umol
Lt e um limite de deteccdo 12 nmol L%, permitindo a quantificacdo de TRYP em
amostras de queijo. Analitos modelo como procaina (PRO) e lidocaina (LID) também
foram avaliados, observando-se um aumento na sensibilidade e menores limites de
deteccdo. A eletropolimerizacdo de corantes fenotiazinicos em folhas de grafite
mostrou-se como uma estratégia promissora para analise rapida e barata usando um

eletrodo descartavel para sensoriamento de diferentes analitos.

Palavras-chave: folhas de grafite; eletropolimerizacdo; poli(azul de toluidina);

poli(azul de metileno); eletrodo descartavel.



ABSTRACT

Graphite sheets (GS) have interesting properties, such as high electrical conductivity,
surface stability, flexibility, and being produced on a large scale at a low cost. In this
thesis, graphite sheets were used as conductive substrates for the
electropolymerization of phenothiazine dyes, methylene blue (MB), and toluidine blue
(TB), aiming at the development of electrochemical sensors. Electropolymerization
was performed by cyclic voltammetry, and it was observed that the switching potential
strongly influences the electropolymerization of MB. The switching potential of 1.2 V
(Ag/AgCI) resulted in greater roughness of the electropolymerized film. The
poly(methylene blue) (PMB) film deposited on the surface of GS increased the
sensitivity to the antibiotic nitrofurantoin (NFT) and minimized electrode fouling. The
GS/PMB exhibited a linear response range from 5 to 100 ymol L%, with a detection
limit of 55 nmol L. The proposed sensor has been successfully applied for NFT
quantification in urine and water samples. For the electrode modified with poly(toluidine
blue) film (PTB), analytical performance was improved when potential cycles in KOH
0.1 mol Lt were performed after the film growth step. This procedure also resulted in
flat and more compact films. The developed sensor showed an increase in sensitivity
for tryptamine (TRYP), a biogenic amine, with a lower detection limit, and it was less
susceptible to electrode deactivation during TRYP electrooxidation. The GS/PTB-KOH
electrode exhibited a linear range from 0.05 to 0.9 ymol L and a detection limit of 12
nmol L allowing for the quantification of TRYP in cheese samples. Model analytes
such as procaine (PRO) and lidocaine (LID) were also evaluated and improved
sensitivity and lower detection limits were observed. The electropolymerization of
phenothiazine dyes in graphite sheets proved a promising strategy for fast and

inexpensive analysis using a disposable electrode for sensing different analytes.

Keywords: graphite  sheets; electropolymerization;  poly(toluidine  blue);

poly(methylene blue); disposable electrode.
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Representacdo de um sensor eletroquimico

Estrutura cristalina da grafite, forma hexagonal com sequéncias
de camadas ABAB.

Estrutura geral das fenazinas, com X= N, O, ou S; R1, R2 = H,
CHs, ou C2Hs.

Estrutura quimica do azul de metileno e azul de toluidina.
Possivel dimero de MB formado durante polimerizacao.
Possivel dimero de TB formado durante polimerizacéo.

Reacdo de reducao eletroquimica da NFT.

Reacdo de oxidacgéo eletroquimica de TRYP.

Representacéo da aplicacdo de potencial para o experimento de
voltametria ciclica em (A) equipamento analégico, varredura
linear, (B) equipamento digital, varredura tipo escada (staircase),
e (C) voltamograma ciclico tipico para um processo
eletroquimico reversivel controlado por difuséo.

Voltamograma ciclico tipico para um processo redox reversivel
com a forma oxidada inicialmente presente, ilustrando como o0s
principais parametros voltamétricos podem ser determinados.
Ipc: corrente de pico catddica, Ipa: corrente de pico anddica,
Epc: potencial de pico catédico e Epa: potencial de pico anddico.
Representacédo da aplicacdo de potencial em funcdo do tempo
em DPV.

Representacdo da aplicacdo de potencial em funcdo do tempo
em SWV.

Representacéo da célula eletroquimica: (A) substrato de folha de
grafite, (B) posicionamento da folha de grafite (1 x 1 cm) na
célula impressa em 3D (area do eletrodo definida pelo diametro
do O-ring), (C) vista interna da célula impressa em 3D, (D) vista
superior da célula impressa em 3D com a folha de grafite como
eletrodo de trabalho na parte inferior da célula, (1) base de placa

metalica para contato elétrico do eletrodo de trabalho, (2)
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parafusos impressos em 3D, (3) eletrodo auxiliar e (4) eletrodo
de referéncia.

Eletrodos utilizados neste trabalho: (A) eletrodo auxiliar (fio de
platina, conectado a um fio de cobre no interior de um tubo de
vidro), (B) eletrodo de referéncia (Ag/AgClI (KCI saturado)) e (C)
eletrodo de trabalho (folha de grafite).

Cinco ciclos de potenciais para GS em tampéo fosfato 0,1 mol L-
1 (pH 7,2), velocidade de varredura 100 mV s e intervalo de
potencial -1,0 a +1,2 V.

Voltamogramas ciclicos sucessivos registrados durante a
eletropolimerizagéo de MB para 20 ciclos de potenciais a 100 mV
s em uma solugdo de tampdao fosfato 0,1 mol L* contendo 1,0
mmol L* de MB; potencial de inversdo de +1,0 V (A) +1,1 V (B)
e +1,2 V(C).

Voltamogramas ciclicos sucessivos registrados durante a
eletropolimerizagéo do MB para 20 ciclos de potenciais a 100 mV
st em uma solucéo de tampéao fosfato 0,1 mol L* contendo 1,0
mmol L de MB, faixa de potencial de -1,0 a +1,2 V.

5° voltamograma ciclico registrado em 0,1 mol L' de tampéo
fosfato a 50 mV s, para os GS/PMB preparados nos diferentes
potenciais de inversdo: +1,0 V (curva vermelha), +1,1 V (curva
rosa) e +1,2 V (curva azul), apés etapa de enxague com agua
deionizada.

5 voltamograma ciclico registrado para cinco eletrodos GS/PMB
preparados independentemente usando +1,2 V como potencial
de inversdo em 0,1 mol L de tampé&o fosfato.

(A) 20 ciclos de potenciais para GS/PMB em uma solucao de
tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,2) apés o processo de
eletropolimerizacédo, velocidade de varredura 50 mV st e
intervalo de potencial -1,0 a +0,3 V. (B) Diminuicdo da corrente
relativa versus o niumero de ciclos.

(A) 20 ciclos de potenciais para GS/PMB em uma solucdo de
tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,2) apés o processo de
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Figura 28 —

eletropolimerizacdo, velocidade de varredura 50 mV s? e
intervalo de potencial -1,0 a +1,2 V. (B) Diminuicédo da corrente
relativa versus o numero de ciclos.

Voltamogramas ciclicos registrados a 50 mV s* em solucédo de
0,1 mol L de tampéo fosfato (pH 7,2) contendo 250 umol L de
NFT e intervalo de potencial de +1,2 a -1,0 V. Os diferentes
eletrodos foram testados: GS (curva preta) e GS/PMB
preparados em potenciais de inverségo de +1,0 V (curva
vermelha), +1,1 V (curva rosa) e +1,2 V (curva azul).

Possivel interagcdo de PMB com moléculas de NFT.

(A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos sem (curva
preta) e com (curva azul) uma etapa de agitacao prévia em 50
umol L't de NFT. (B) Relacéo entre corrente de pico e tempo de
agitacdo (n = 3). Eletrdlito de suporte: tampao fosfato 0,1 mol L-
1(pH 7,2), a =50 mV, tm = 50 ms, AE =5 mV.

(A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para solucéo de
50 umol Lt de NFT com variagdo da amplitude de modulacéo.
(B) Relacgao entre corrente de pico e tempo de agitacao (n = 3).
Eletrélito de suporte: tampéao fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), tm= 50
ms, AE =5 mV, 60 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para solucéo de
50 umol L't de NFT com variacédo do tempo de modulacédo. (B)
Relacdo entre corrente de pico e tempo de modulagéo (n = 3).
Eletrélito de suporte: tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), a = 75
mV, AE =5 mV, 60 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para solugéo de
50 ymol L't de NFT com variacdo do incremento de potencial.
(B) Relagéo entre corrente de pico e incremento de potencial (n
= 3). Eletrdlito de suporte: tampéo fosfato 0,1 mol Lt (pH 7,2), a
=75 mV, tm= 10 ms, 60 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de pulso diferencial registrados com
eletrodos GS/PMB ap06s sucessivas adi¢cdes (5,0; 10,0; 25,0;
50,0 e 100 umol L) de NFT (n = 3). (B) Curvas de calibracédo
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Figura 29 —

Figura 30 —

Figura 31 —

Figura 32 —
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obtidas com GS (e) e GS/PMB (e). Eletrélito de suporte: tampao
fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), a =75 mV, tm = 10 ms, AE =7 mV,
60 s de agitacao.

Voltamogramas de pulso diferencial registrados para uma
solucéo de 25 uymol L't de NFT (n =10) com GS/PMB (A) GS (B)
e (C) corrente vs. numero da medida. Eletrélito de suporte:
tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), a = 75 mV, tm = 10 ms, AE
=7 mV, 60 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de pulso diferencial registrados para uma
solucdo de 20 ymol Lt de NFT para cinco eletrodos fabricados
independentemente. (B) Corrente vs. numero do eletrodo (n = 3).
Eletrélito de suporte: tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), a = 75
mV, tm = 10 ms, AE = 7 mV, 60 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de pulso diferencial registrados para 25 umol
Lt de NFT (n = 3) durante o estudo da estabilidade do eletrodo
GS/PMB. (B) Resposta da corrente relativa vs. nUmero de dias
apos a preparacdo do eletrodo. Eletrélito de suporte: tampéao
fosfato 0,1 mol Lt (pH 7,2), a=75mV, tm =10 ms, AE =7 mV,
60 s de agitacao.

Comparacao das curvas de calibracédo para NFT (n = 3) obtidas
para GS/PMB em solucéo de 0,1 mol L de tampéao fosfato (pH
7,2) na auséncia (e) e na presenca (e) de 10 % de urina.
Eletrélito de suporte: tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), a = 75
mV, tm = 10 ms, AE = 7 mV, 60 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de pulso diferencial registrados com o
eletrodo GS/PMB para amostra de urina ndo fortificada (curva
cinza) e fortificadas com 100 umol L (curva preta), 200 ymol L-
! (curva vermelha) e 400 ymol L (curva verde) de NFT (n = 3).
(B) Curva de calibragéo obtida para GS/PMB com solucéo de 0,1
mol L de tampao fosfato (pH 7,2) (e) e resposta de corrente
obtida para as solugdes contendo urina fortificada (e). Eletrdlito
de suporte: tampéo fosfato 0,1 mol L* (pH 7,2), a =75 mV, tm
=10 ms, AE =7 mV, 60 s de agitacao.
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Figura 34 —

Figura 35 —

Figura 36 —

Figura 37 —

Figura 38 —

Figura 39 —

Figura 40 —

Voltamogramas de pulso diferencial (n = 3) obtidos para solucéo
contendo 10 umol Lt de NFT possiveis interferentes: (A) 10 pmol
L de acido ascérbico; (B) 10 umol L de nitrito; (C) 10 umol L
de Acido drico; (D) 10 umol L de ureia; (E) 10 umol L de
glicose; (F) 10 umol L de todos interferentes; (G) 100 umol L
de todos interferentes. Eletrdlito de suporte: tampéao fosfato 0,1
mol Lt (pH 7,2), a = 75 mV, tm = 10 ms, AE = 7 mV, 60 s de
agitacao.

Resposta da corrente relativa vs. compostos interferentes no
sinal voltamétrico para 10 ymol L de NFT (n = 3) (A) sem
interferentes, (B) 10 umol L de &cido ascérbico, (C) 10 umol L-
1 de nitrito, (D) 10 pmol L de &cido Urico, (E) 10 pmol L de
ureia, (F) 10 pmol Lt de glicose, (G) 10 umol L de todos
interferentes e (H) 100 umol L! de todos interferentes. Eletrélito
de suporte: tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), a = 75 mV, tm
=10 ms, AE =7 mV, 60 s de agitagéo.

Espectros Raman (80 a 3500 cm™) de GS (preto), MB (verde),
GS/MB (cinza), GS/PMB preparado até +1,0 V (vermelho) e
GS/PMB preparado até +1,2 V (azul) (A). Ampliacdo da regido
entre 400 e 520 cm™ (B). Foram adquiridos espectros em trés
pontos distintos para um mesmo substrato.

Imagens de MEV para a GS (A) GS/PMB preparado até +1,0 V
(B) GS/PMB preparado até +1,1 V e (C) GS/PMB preparado até
+1,2 V (D). Magnificagdo de 10000x.

Imagens de AFM de GS (A,C) GS/PMB preparado até +1,2 V
(B,D) e GS/PMB preparado até +1,0 V (E).

Voltamogramas ciclicos sucessivos registrados durante a
eletropolimerizagcéo do TB para 20 ciclos de potenciais a 100 mV
st em uma solugdo de tampéao fosfato 0,1 mol L (pH 7,2)
contendo 0,5 mmol L* de TB e intervalo de potencial de -1,0 a
+1,2 V.

Voltamogramas ciclicos sucessivos (n = 5) registrados para o

eletrodo de GS/PTB a 50 mV s em diferentes eletrélitos de
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Figura 41 —

Figura 42 —

Figura 43 —

Figura 44 —

Figura 45 —
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suporte: (A) 0,1 mol L de acido cloridrico (B) 0,1 mol L de
tampéao acetato (pH 5,3) (C) 0,1 mol L de tampéo fosfato (pH
7,2) (D) 0,1 mol L de tampéo borato (pH 9,0) (E) 0,1 mol L de
hidréxido de potéssio.

Imagens digitais dos eletrodos modificados apds enxague com
agua deionizada (A-B) e secos (C-D) para GS/PTB (A-C) e
GS/PTB apos ciclagem em potencial com KOH 0,1 mol L (B-D).
Voltamogramas ciclicos registrados para GS/PTB a 50 mV s
contendo 1,0 mmol L't de TRYP em 0,1 mol L? de diferentes
eletrdlitos: acido cloridrico (curva rosa), tampao acetato (pH 5,3)
(curva vermelha), tampao fosfato (pH 7,2) (curva preta), tampé&o
borato (pH 9,0) (curva verde), hidréxido de potassio (curva azul).
Faixa de potencial de -1,0Va+1,2 V.

Voltamogramas ciclicos registrados a 50 mV s em 0,1 mol L*
de KOH na auséncia (curva preta) e presenca (curva azul) de 1,0
mmol L TRYP para (A) GS (B) GS/PTB. Faixa de potencial de
-1,0Va+l1l2V.

5° voltamograma ciclico registrado em 0,1 mol L' de KOH a
50 mV st com cinco eletrodos de GS/PTB preparados
independentemente.

Voltamogramas ciclicos registrados a 50 mV s* em 0,1 mol L*
de tampdo acetato (pH 5,3) para GS (curva preta) e GS/PTB-
KOH (curva azul). Faixa de potencial de -0,4 V a +1,2 V.
Voltamogramas ciclicos registrados a 50 mV s* em 0,1 mol L*
de tampéao acetato (pH 5,3) contendo 1,0 mmol Lt TRYP para
GS (curva preta) e GS/PTB-KOH (curva azul). Faixa de potencial
de-0,4Va+l2V.

(A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos sem (curva preta)
e com uma etapa de pré-concentracao (curva azul) para 0,3 pumol
Lt de TRYP. (B) Relacéo entre corrente de pico e tempo de pré-
concentragdo (n = 3). Eletrdlito de suporte: tampéo acetato 0,1
mol L (pH 5,3), f =80 Hz, a =50 mV, AE = 6 mV.
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Figura 50 —

Figura 51 —

Figura 52 —
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(A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solucéo de
0,3 umol Lt de TRYP com variacéo da frequéncia de aplicagdo
do pulso de potencial. (B) Relacdo entre corrente de pico e
frequéncia de aplicacéo dos pulsos de potencial (n = 3). Eletrdlito
de suporte: tampé&o acetato 0,1 mol L (pH 5,3), a = 50 mV, AE
=6 mV, 30 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solucéo de
0,3 umol L de TRYP com variacdo da amplitude de pulso de
potencial. (B) Relacdo entre corrente de pico e amplitude de
pulso (n = 3). Eletrélito de suporte: tampao acetato 0,1 mol L*
(pH 5,3), f =80 Hz, AE = 6 mV, 30 s de agitacéo.

(A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solucéo de
0,3 umol L de TRYP com variagéo do incremento de potencial.
(B) Relagéo entre corrente de pico e incremento de potencial (n
= 3). Eletroélito de suporte: tampéo acetato 0,1 mol L (pH 5,3), f
=80 Hz, a =100 mV, 30 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de onda quadrada registrados com eletrodos
GS/PMB-KOH apos sucessivas adi¢des (0,05; 0,1; 0,3; 0.6 € 0,9
umol LY) de TRYP (n = 3). (B) Curva de calibracdo obtida com
GS/PMB-KOH. Eletrélito de suporte: tampé&o acetato 0,1 mol L™
(pH 5,3), f =80 Hz, a =100 mV, AE = 8 mV, 30 s de agitacao.
(A) Voltamogramas de onda quadrada registrados com eletrodos
GS apés sucessivas adicdes (2,0; 3,0; 4,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0
e 17,5 umol LY) de TRYP (n = 3). (B) Curva de calibracéo obtida
com GS. Eletrélito de suporte: tampao acetato 0,1 mol L (pH
5,3), f =80 Hz, a =100 mV, AE =8 mV, 30 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de onda quadrada registrados para uma
solucdo de 0,3umol L't de TRYP (n = 10) GS/PTB-KOH. (B)
Corrente vs. numero da medida. Eletrélito de suporte: tampéo
acetato 0,1 mol L (pH 5,3), f = 80 Hz, a = 100 mV, AE = 8 mV,
30 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de onda quadrada registrados para uma

solucdo de 0,3 umol Lt de TRYP (n = 3) para cinco eletrodos
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Figura 55 —

Figura 56 —

Figura 57 —

Figura 58 —

Figura 59 —

Figura 60 —

fabricados independentemente. (B) Corrente vs. namero do
eletrodo (n = 3). Eletrdlito de suporte: tampéo acetato 0,1 mol L
1 (pH 5,3), f =80 Hz, a = 100 mV, AE = 8 mV, 30 s de agitagéo.
(A) Voltamogramas de onda quadrada registrados para 0,3 umol
Lt de TRYP (n = 3) durante o estudo da estabilidade do eletrodo
GS/PTB-KOH. (B) Resposta da corrente relativa vs. nimero de
dias ap6s a preparacdo do eletrodo. Eletrélito de suporte:
tampéo acetato 0,1 mol L't (pH 5,3), f = 80 Hz, a = 100 mV, AE
=8 mV, 30 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugéo
amostra de queijo mucarela e adi¢cdes crescentes de 0,1 pmol L-
1 de TRYP. (B) Curva de adicédo de padrdo obtida a partir dos
voltamogramas (n = 3). Eletrélito de suporte: tampéo acetato 0,1
mol L (pH 5,3), f = 80 Hz, a = 100 mV, AE = 8 mV, 30 s de
agitacao.

(A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugéo
amostra de queijo parmesao canastra e adi¢cdes crescentes de
0,1 umol L't de TRYP. (B) Curva de adicdo de padréo obtida a
partir dos voltamogramas (n = 3). Eletrdlito de suporte: tampao
acetato 0,1 mol L (pH 5,3), f =80 Hz, a = 100 mV, AE =8 mV,
30 s de agitacao.

(A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solucéo
amostra de queijo prato e adi¢es crescentes de 0,1 umol L de
TRYP. (B) Curva de adicdo de padrdo obtida a partir dos
voltamogramas (n = 3). Eletrdlito de suporte: tampao acetato 0,1
mol L (pH 5,3), f = 80 Hz, a = 100 mV, AE = 8 mV, 30 s de
agitacao.

Espectros Raman (80 a 3500 cm™) de GS (preto), TB (verde),
GS/TB (cinza), GS/PTB (vermelho), e GS/PTB-KOH (azul). (A)
Ampliacdo da regido entre 400 e 520 cm™ (B). Foram adquiridos
espectros em trés pontos distintos para um mesmo substrato.
Imagens de MEV de (A) GS (B) GS/PTB (C) GS/PTB-KOH.
Magnificagcao de 10000x.
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Figura 61 —

Figura 62 —

Figura 63 —

Imagens de AFM da GS (A,B), GS/PTB (C,D) e GS/PTB-KOH
(E,F).

(A) Voltamogramas de onda quadrada registrados com eletrodos
GS/PMB-KOH apés sucessivas adi¢des (0,5-5,0 uymol L) de
PRO (n = 3). (B) Curvas de calibracdo obtidas com GS (e) e
GS/PTB-KOH (e). Eletrdlito de suporte: tampao acetato 0,1 mol
Lt (pH 5,3), f =100 Hz, a =50 mV, AE =8 mV, 60 s de agitacdo.
(A) Voltamogramas de onda quadrada registrados com eletrodos
GS/PMB-KOH ap6s sucessivas adicdes (2,5-123,0 umol L) de
LID (n = 3). (B) Curvas de calibracdo obtidas com GS (e) e
GS/PTB-KOH (e). Eletrdlito de suporte: tampao fosfato 0,1 mol
Lt (pH 7,2), f =100 Hz, a =50 mV, AE =8 mV, 15 s de agitacao.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de novos materiais em sistemas de detecgcdo eletroquimica tem
sido uma tendéncia na area de eletroandlise. Assim, as propriedades vantajosas de
materiais modernos tém sido incorporadas aos eletrodos, permitindo o
desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos de desempenho
superior (MERKOCI et al., 2005). Essa busca por melhor desempenho surge devido
a necessidade de atender demandas impostas pelos problemas analiticos atuais,
como rapidez nas andlises, possivel portabilidade dos sistemas, simplicidade,
sensibilidade e baixo custo (SHIN LOW et al., 2020). Essas demandas tém se tornado
cada vez mais desafiadoras, principalmente nas areas clinica, ambiental e de
alimentos. Além de desempenho analitico aprimorado, é altamente desejavel que
sensores e biossensores eletroquimicos sejam acessiveis tanto em termos de custo
dos dispositivos, quanto em termos de disponibilidade dos materiais necessarios para
a sua fabricacdo (STEFANO et al., 2022). Desta forma, a utilizacdo de substratos
descartaveis apresenta-se como uma OpGCao promissora para sensoriamento
eletroquimico, pois, além do baixo custo inerente a estes substratos, a utilizagdo de
dispositivos descartaveis elimina a etapa de regeneracdo da superficie (CAMARGO
et al., 2020; NASCIMENTO; ANGNES, 1998). Essa etapa € muitas vezes necessaria
devido a desativacdo do eletrodo pelo bloqueio da superficie pelos produtos ou
intermediarios dos processos redox utilizados na deteccdo, sendo este um dos
maiores entraves para 0 desenvolvimento de eletrodos soélidos (NASCIMENTO,;
ANGNES, 1998). Caracteristicas como baixo custo e a possibilidade de producédo em
larga escala de forma rapida e reprodutivel sédo critérios desejaveis para um eletrodo
descartavel (LOWINSOHN et al., 2006).

Nos ultimos anos, diversos materiais de baixo custo tém sido explorados para
desenvolver eletrodos descartaveis, aplicados principalmente como sensores
eletroquimicos. Apesar do baixo custo, estes materiais apresentam desempenho
bastante satisfatério, permitindo, portanto, o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos promissores do ponto de vista econdmico e com alta sensibilidade
(DEMIRBAKAN; KEMAL SEZGINTURK, 2020). Dentre os materiais empregados para

o desenvolvimento de sensores eletroquimicos descartaveis, pode-se citar: papel
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pirolisado (SILVA et al., 2017), tinta condutora a base de verniz de vidro e grafite
(PRADELA-FILHO et al., 2020), tinta condutora produzida com esmalte de unha e po
de grafite sobre papel resistente a 4gua (CAMARGO et al., 2020), grafite de lapis
(KAWDE; BAIG; SAJID, 2016) e folhas de grafite (OLIVEIRA; MUNOZ; ANGNES,
2010).

Dentre os materiais citados para o preparo de eletrodos descartaveis, as folhas
de grafite sdo promissoras, pois combinam caracteristicas vantajosas, como: baixo
custo, facil disponibilidade, alta condutividade elétrica, inércia quimica, flexibilidade e
compatibilidade com diferentes métodos de imobilizacdo de modificadores quimicos
(DEMIRBAKAN; KEMAL SEZGINTURK, 2020).

Diante das informacdes expostas, a motivacao para o desenvolvimento deste
trabalho foi avaliar as potencialidades de folhas de grafite disponiveis comercialmente
como uma nova plataforma descartavel para imobilizacao, via eletropolimerizacéo de
corantes fenotiazinicos, a saber, azul de metileno (MB, do inglés methylene blue) e
azul de toluidina (TB, do inglés toluidine blue). O interesse nesses agentes
modificadores, para desenvolvimento de sensores eletroquimicos, envolve o baixo
custo, disponibilidade desses reagentes, além do amplo namero de trabalhos
envolvendo esses corantes (EHSANI et al., 2021; GIRIBABU et al., 2013; MANASA et
al., 2017; RIBEIRO et al., 2018).

Ao longo deste trabalho serd apresentada uma abordagem geral sobre
sensores eletroquimicos de folhas de grafite comerciais. Também sera discutido o
potencial desses substratos como plataforma para a eletropolimerizacao dos corantes
azul de metileno e azul de toluidina para a fabricacédo de sensores eletroquimicos. Em
seguida, serdo apresentados os objetivos geral e especificos do trabalho, e a parte
experimental que descreve a eletropolimerizagdo desses corantes, bem como as
caracterizacdes, equipamentos e materiais utilizados. Por altimo, serdo apresentados
os resultados obtidos divididos em duas partes, as respectivas discussdes e a

conclusao dos experimentos realizados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SENSORES ELETROQUIMICOS

Um sensor pode ser definido como uma ferramenta que detecta variagdes em
alguma propriedade fisica ou quimica do ambiente que o circunda e envia esta
informacéo para dispositivos eletrdnicos capazes de converter estas variagcbes em
sinais elétricos (WANG, 2006). Existem trés tipos de sensores: sensores fisicos,
sensores quimicos e biossensores. Sensores fisicos medem grandezas fisicas como
temperatura, presséo, intensidade luminosa etc. Um sensor quimico, por sua vez, é
um dispositivo que responde seletivamente a um analito por meio de uma reacao
guimica e pode ser usado para a determinacéo deste analito (FARGHALY; HAMEED;
ABU-NAWWAS, 2014). Biossensores sdo definidos como sensores que usam
processos de reconhecimento biolégico para detectar o analito de interesse. Assim,
um sinal elétrico é biologicamente produzido pelo biossensor, sendo este diretamente
relacionado a concentracédo do analito de interesse (WANG, 2006).

Os sensores eletroquimicos sdo uma subclasse de sensores quimicos que
relacionam variacdes em propriedades elétricas a concentracdo do analito de
interesse. Dentre esses, 0s mais amplamente empregados séo baseados em reacdes
de oxi-reducéo, as quais fornecem o sinal analitico que é, entdo, convertido em uma
resposta mensuravel através de um transdutor adequado (FARGHALY; HAMEED,;
ABU-NAWWAS, 2014). Qualquer sensor eletroquimico contém duas unidades
funcionais: um receptor, que transforma a informacdo quimica em uma forma de
energia e um transdutor que transforma a energia, contendo informacdes quimicas,
em uma fonte util de sinal (RAHMAN et al., 2008). A representacdo de um sensor

eletroquimico € apresentada na Figura 1.

Figura 1 — Representagdo de um sensor eletroquimico.

Analito Sinal
Q) Ul 2y : Eletroquimico

Receptor

Fonte: Adaptado de (RAHMAN et al., 2008).
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O desenvolvimento de sensores eletroquimicos para deteccdo dos mais
diversos analitos tem se tornado uma fonte de pesquisa cada vez mais utilizada nas
diversas areas. Isso se justifica, pois 0s sensores eletroquimicos sao ferramentas bem
estabelecidas e poderosas para se obter informacdes em tempo real para controle de
processos (GUTH; VONAU; ZOSEL, 2009). Adicionalmente, a deteccao eletroquimica
oferece alta sensibilidade, baixo custo, possibilidade de miniaturizacdo e portabilidade
(SHIN LOW et al., 2020).

2.2 ELETRODOS BASEADOS EM CARBONO

O transdutor € um dos pontos mais importantes a considerar no
desenvolvimento de um sensor eletroquimico. Transdutores baseados em carbono
vém se destacando ha muitas décadas e podem apresentar vantagens como alta
estabilidade mecanica e quimica, baixo custo, ampla faixa de potencial de trabalho,
baixas correntes de fundo, grande area superficial, boa condutividade elétrica e inércia
quimica. Existe grande variedade de materiais baseados em carbono utilizados como
eletrodo para técnicas eletroquimicas, dentre os quais se destacam a pasta de
carbono (TAJIK et al., 2020), eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés glassy carbon
electrode) (AHMADI-KASHANI; DEHGHANI, 2021; GAO et al.,, 2019), diamante
dopado com boro (BDD, do inglés boron-doped diamond) (CLEMATIS; PANIZZA,
2021) e grafite (TORRINHA et al., 2018). Nanoestruturas de carbono, como nanotubos
de carbono e grafeno, também oferecem vantagens no desenvolvimento de sensores,
como diminuicdo de sobrepotenciais, aumento da area ativa da superficie e melhoria
da transferéncia de carga (ASADIAN; GHALKHANI; SHAHROKHIAN, 2019; CERNAT
et al., 2015).

Em 1958, Adams publicou um relatério preliminar, no qual introduziu um tipo de
eletrodo de carbono sélido para ser empregado como eletrodo de trabalho na
voltametria (ADAMS, 1958). O autor chamou esse eletrodo de 'eletrodo de pasta de
carbono’' (CPE, do inglés carbon paste electrode), o qual € formado pela mistura entre
po de carbono e um liquido aglutinante imiscivel com agua, que tem a funcao de
agregar as particulas condutoras de carbono (KALCHER et al., 1995; SVANCARA et
al., 2012). Eletrodos de pasta de carbono oferecem vérias vantagens, como a

conveniéncia de modificacdo, baixa corrente de fundo, ampla janela de potencial,
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baixa resisténcia 6hmica e, acima de tudo, uma relacéo custo-beneficio extremamente
vantajosa (MADHUSUDHANA et al., 2019).

Outro material baseado em carbono amplamente empregado como eletrodo de
trabalho em voltametria é o carbono vitreo, o qual foi introduzido em 1962 por Yamada
e Sato (YAMADA,; SATO, 1962). Estes autores prepararam um carbono impermeavel
a gases, obtido a partir do tratamento térmico em atmosfera inerte, de resinas
fenodlicas que chamaram de carbono vitreo. O carbono vitreo é extensivamente usado
na eletroquimica (MASIKINI et al., 2019; OZCAN; TOPCUOGULLARI; ATILIR
OZCAN, 2019). A carbonizacdo de certos polimeros reticulados sob condicdes
cuidadosamente controladas produz um carbono ndo grafitizavel, que devido ao seu
alto brilho e fratura semelhante ao vidro foi chamado de carbono vitreo. Outras
propriedades que distinguem o carbono vitreo das formas mais comuns do elemento
incluem alta resisténcia, dureza e resisténcia a corrosdo, com baixa porosidade e
permeabilidade (COWLARD; LEWIS, 1967).

Eletrodos de diamante dopado com boro também tém sido extensivamente
utilizados na eletroquimica desde a década de 1990 (ALFARO et al., 2006). O sucesso
do diamante como eletrodo deve-se a uma combinacdo Unica de propriedades
vantajosas, dentre as quais pode-se citar: baixa e estavel corrente de fundo, elevada
estabilidade morfolégica e microestrutural a altas temperaturas (por exemplo, 180 °C),
e elevada sensibilidade para alguns analitos tanto em solu¢gdes aquosas quanto néo-
aguosas. Entretanto, os principais atrativos dos eletrodos de diamante sdo um amplo
intervalo util de potencial e a fraca adsorcédo de moléculas polares sobre sua superficie
(HUPERT et al., 2003). Esta ultima propriedade melhora a resisténcia do eletrodo a
desativacdo ou envenenamento, levando a elevada estabilidade de resposta a curto
e longo prazo.

Materiais baseados na estrutura da grafite também sao largamente utilizados
na eletroquimica. O eletrodo de grafite de lapis (GPE, do inglés graphite pencil
electrode) foi introduzido ha muitos anos, mas seu potencial como eletrodo de baixo
custo e renovavel so foi evidenciado em 1997 (BOND et al., 1997). A singularidade do
GPE ¢é creditada a algumas propriedades especificas, além de ser barato,
amplamente disponivel e facilmente descartavel. Além disso, os GPE’s sao
mecanicamente rigidos e faceis de miniaturizar. Apesar das inumeras vantagens, 0

eletrodo de grafite de lapis ainda € um eletrodo alternativo, sendo muito menos
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utilizado do que os eletrodos de pasta de carbono, carbono vitreo ou diamante
(KAWDE; BAIG; SAJID, 2016).

Outro material que merece destaque é a grafite na forma de folhas. Oliveira et
al. (OLIVEIRA; MUNOZ; ANGNES, 2010) relataram a utilizacdo de uma folha de
grafite comercial para determinacdo de acido ascorbico, zinco e paracetamol em
formulacdes farmacéuticas. Recentemente, foi descrito na literatura a utilizacdo de
folhas de grafite pirolitica (PGS, do inglés pyrolytic graphite sheet) como sensores de
alta qualidade (comparado ao carbono vitreo), boa reprodutibilidade, flexibilidade,
baixa resisténcia a transferéncia de carga, além disso, disponivel comercialmente em
larga escala e de baixo-custo, o que viabiliza sua utilizacdo como eletrodo descartavel
(SILVA et al., 2019). Eletrodos descartaveis oferecem uma solugcdo simples e rapida
em comparacgao aos eletrodos que requerem procedimentos tediosos de polimento de
superficie para regeneracéo de suas propriedades.

Nesse contexto, as folhas de grafite comerciais tém se apresentado como
substratos promissores para deteccdo eletroquimica, pois combinam baixo custo e
alto desempenho eletroquimico, oferecendo uma 6tima possibilidade de aplicacédo

como dispositivos eletroquimicos descartaveis.

2.3 FOLHA DE GRAFITE

A grafite € uma estrutura de carbono em camadas na qual cada atomo de
carbono apresenta hibridizacdo sp? e é ligado a outros trés atomos de carbono no
plano de camada através de trés ligagcbes sigma e uma ligagado 1. As camadas da
grafite sdo mantidas juntas por meio de forcas fracas de van der Waals atuando entre
as camadas adjacentes (ANWAR; KAUSAR; MUHAMMAD, 2016). A grafite pode ser
vista como um sistema lamelar constituido de um empilhamento de planos atémicos
conhecidos como grafeno (KATSNELSON, 2007). E a forma mais comum de
polimorfos de carbono que ocorrem naturalmente, sendo o outro, o diamante
(CHEHREH CHELGANI et al., 2016).

A grafite, natural ou sintética, consiste, com poucas excec¢des, de particulas
policristalinas ou granulos. Em outras palavras, cada particula € uma composicéo de
inUmeros cristais individuais. A estrutura cristalina da grafite pode ser descrita como

camadas paralelas de anéis hexagonais. As camadas sdo posicionadas na maior
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parte com a sequéncia de empilhamento ABAB (WISSLER, 2006). A Figura 2 mostra

a representacao da estrutura cristalina da grafite.

Figura 2 — Estrutura cristalina da grafite, forma hexagonal com sequéncias de camadas ABAB.

Fonte: Adaptado de (WANG; YU; FENG, 2021).

Existe uma variedade de grafite na forma de folhas disponiveis comercialmente,
e 0 processo de fabricacdo pode variar dependendo do fabricante. Um dos métodos
de obtencao de folhas de grafite consiste na pulverizacao da grafite natural em flocos
seguido de esfoliagdo em altas temperaturas e por fim, enrolado sob alta pressao
(NAKAMURA et al., 2017, 2018).

Outro exemplo de folha de grafite disponivel comercialmente € a PGS, que é
uma folha de grafite muito fina de 10-100 ym de espessura com uma estrutura
semelhante a um Unico cristal altamente orientado feito de filmes finos de polimeros
empilhados. Sabe-se que as PGS desenvolvidas pela Panasonic, por exemplo, sdo
produzidas pela carbonizacdo de uma pilha de filmes de polimeros de alguns
micrometros de espessura a uma temperatura de aproximadamente 1000 K, seguido
da grafitizacdo do precursor de carbono resultante em aproximadamente 3000 K, e
finalmente uma compressao (friccdo) que reduz a espessura em 30-50%. Em
comparacao com a deposi¢ao quimica de vapor, que é usada para sintetizar o grafite
pirolitico altamente organizado (HOPG do inglés, highly oriented pyrolytic grafite) este
€ um método de producdo em massa conveniente para obtencéo de folhas finas de
grafite de boa cristalinidade (NAKAMURA et al., 2017).
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Como o custo das folhas de grafite € baixo, elas podem ser usadas para
produzir sensores eletroquimicos descartaveis que, devido a sua natureza de uso
anico, sdo praticamente imunes a contaminagdo da superficie eletrodica, uma das

principais dificuldades encontradas na eletroanalise (WEESE et al., 2019).

2.4 MODIFICACAO DE ELETRODOS

A denominacgao ‘eletrodo quimicamente modificado’ foi inicialmente utilizada na
década de 1970 por Murray et al (MOSES; WIER; MURRAY, 1975), para designar
eletrodos com espécies quimicamente ativas imobilizadas na superficie desses
dispositivos.

A modificacdo quimica é uma forma de controlar as propriedades quimicas e
fisicas da interface superficie eletrodica/solucéo, isto porque a superficie modificada
adquire as propriedades do agente modificador (SOUSA; DALLAN; BERTAZZOLI,
2000). Superficies modificadas, em geral, resultam na transferéncia de propriedades
fisico-quimicas do modificador para o eletrodo, podendo conferir atividade
eletrocatalitica aprimorada, seletividade em relacdo ao analito, cinética de
transferéncia eletrénica rapida e acumulo de analito na superficie do eletrodo (SAJID
et al., 2016). A imobilizacdo do agente modificador pode ser efetuada de varias
maneiras, como adsorcdo (ZHANG et al., 2016), via ligacdo covalente (LIU et al.,
2020), construcao de materiais compdésitos (SHI et al., 2016) e por deposicao de filmes
poliméricos (MANASA et al., 2017). Filmes poliméricos podem ser imobilizados em
superficies usando varias técnicas, como Langmuir-Blodgett (SINGHAL et al., 2002),
spin-coating (ZHANG, Y. et al., 2019) e eletropolimerizacdo (MANASA et al., 2017).

2.4.1 Modificacao por eletropolimerizacao

A eletropolimerizacdo é uma técnica amplamente utilizada e muito eficiente
para a modificacdo de eletrodos, pois envolve etapas mais rapidas e mais
reprodutiveis em comparagdo a outros tipos de modificacdo (SEGURO et al., 2022).

A modificacao utilizando filmes poliméricos obtidos por outras técnicas pode
resultar em um mau contato entre substrato e o filme, deficiéncia na conjugacao do

polimero imobilizado e dificuldade no controle da massa molecular do polimero
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condutor (DAGCI; ALANYALIOGLU, 2010; XIA et al., 2004). A eletropolimerizacéo é
vantajosa nesse aspecto pois a modificacdo é confinada a superficie (DAGCI;
ALANYALIOGLU, 2010) e pode ser realizada em pequenas &reas, com alta
conformidade geométrica e espessura controlavel. Além disso, pode proporcionar
forte aderéncia entre o filme de polimero e o substrato (DANG et al., 2019). Os
materiais eletropolimerizados possuem geralmente propriedades distintas dos
mondmeros correspondentes (KARYAKIN; KARYAKINA; SCHMIDT, 1999).

Na literatura sdo encontrados trabalhos que tratam da eletropolimerizacéo de
mondmeros organicos como uma ferramenta para modificacdo de eletrodos. Um
destes trabalhos propde o desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a
determinacao seletiva de hidroquinona e catecol utilizando o efeito sinérgico do acido
nicotinico eletropolimerizado e nanoagulhas de tungstato de zinco dopadas com
cadmio em substrato de CPE (DANG et al., 2019). Também foi relatado um trabalho
com filme composto de grafeno e acido p-aminobenzdico eletropolimerizado para a
determinacdo de dopamina (HUANG et al., 2011). Zhang et al. (ZHANG et al., 2013)
relataram o desenvolvimento de um sensor voltamétrico obtido por
eletropolimerizacéo de L-cisteina na superficie de um eletrodo de GCE para deteccao
do corante sunset yellow. Em outro estudo, um eletrodo GCE foi modificado com um
filme de &cido p-aminobenzeno sulfénico para detectar eletroquimicamente o
cloridrato de fenazopiridina (DEMIRTAS et al., 2015). Palanisamy et al (PALANISAMY
et al., 2016) desenvolveram um sensor amperométrico para clorpromazina baseado
em GCE modificado com de 6xido de grafeno reduzido e polidopamina. Esses estudos
demonstraram a combinacdo da técnica de eletropolimerizacdo de diferentes

mondmeros direcionados para diversas aplicacfes eletroanaliticas.

2.4.2 Eletropolimerizac&o de corantes fenotiazinicos

Polimeros eletroativos sdo uma classe de materiais organicos que ao serem
expostos a certas solugBes eletroliticas exibem condutividade eletrénica e i6nica
(KARYAKIN; KARYAKINA; SCHMIDT, 1999). O estudo intensivo de polimeros
eletroativos foi iniciado apos a descoberta da eletropolimerizagéo de pirrol (DIAZ;
KANAZAWA; GARDINI, 1979) e da anilina (DIAZ; LOGAN, 1980). Entre esses

compostos, polimeros obtidos a partir de fenazinas representam um grupo que
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encontrou um amplo uso como indicadores e mediadores redox em varios ramos da
bioquimica e bioeletroquimica. Corantes desse grupo sdo geralmente usados para
colorir madeira e tecidos, bem como marcadores de células em microbiologia. Os
derivados de fenazinas tém grupos metil e/ou amino nos anéis de benzeno e muitas
vezes com um N substituido por S (fenotiazinas) ou O (fenoxazinas) no anel de azina
(PAULIUKAITE et al., 2010). A estrutura geral das fenazinas € representada na Figura
3.

Figura 3 — Estrutura geral das fenazinas, com X= N, O, ou S; R1, Rz = H, CHs, ou CzHs.

R N R
1 A 2
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HoN X NH,

Fonte: Adaptado de (PAULIUKAITE et al., 2010)

O maior niumero de aplicacdes eletroquimicas, dentro da classe das fenazinas,
envolve os corantes vermelho neutro, fenosafranina, safranina, representando as
fenotiazinas, o azul de metileno, azul de toluidina, verde de metileno, tionina, azul A,
azul B e azul C e representando as fenoxazinas, o azul do nilo e o azul cresil brilhante
(PAULIUKAITE et al., 2010). Esses corantes sdo usados no desenvolvimento de
sensores e biossensores para a determinacgéo direta ou indireta de diversos analitos.
Os efeitos eletrocataliticos diminuem o sobrepotencial para eletro-oxidacdo ou
reducdo eletroquimica de varios analitos importantes, ajudam a aumentar a
sensibilidade, a seletividade e a diminuir o limite de deteccdo. Aléem disso, em alguns
casos, € relatado a determinacéo simultanea de varios analitos (PAULIUKAITE et al.,
2010).

O azul de metileno (MB do inglés, methylene blue) e o azul de toluidina (TB do
inglés, toluidine blue) sdo corantes catiénicos, sollveis em agua e eletroativos,
apresentando reacdes redox rapidas, que podem ser visualizadas por voltametria
ciclica como pares de picos voltamétricos tipicos de processos reversiveis (DAGCI;
ALANYALIOGLU, 2010; SUN et al., 2021). As estruturas quimicas do azul de metileno
e azul de toluidina séo apresentadas na Figura 4.
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Figura 4 — Estrutura quimica do azul de metileno e azul de toluidina.
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Fonte: Adaptado de (PAULIUKAITE et al., 2010).

A obtencao de poli(azul de metileno) (PMB do inglés, poly(methylene blue)) e
poli(azul de toluidina) (PTB do inglés, poly(toluidine blue)) por eletropolimerizacao é
bastante relatada (ESOKKIYA et al., 2021; KARYAKIN et al., 1993; KARYAKIN;
KARYAKINA; SCHMIDT, 1999; SUN et al., 2021). Pode ser conduzida em uma
solucédo contendo o mondémero submetendo-se o eletrodo a varreduras de potencial,
a um potencial constante, ou a uma corrente constante. O estudo de Ajami et al.
(AJAMI et al., 2016) relata um procedimento alternativo de eletropolimerizacdo por
pulsos de potencial. As reacdes eletroquimicas envolvidas durante a formacédo do
polimero podem ser descritas como: 1) radicais catibnicos sdo formados durante a
oxidagdo do mondmero; 2) esses radicais iniciam 0 processo de polimerizacédo e o
namero de radicais formados definem a estrutura do polimero (PAULIUKAITE et al.,
2010).

O poli(azul de metileno) é formado por meio de uma ligacdo entre um dos
grupos amino terciarios oxidados do monémero e um atomo de carbono do sistema
aromatico (HICHEM; DJAMILA; HANIA, 2013). Porém, também é relatado a
possibilidade de acoplamento "anel-anel" de aminas aromaticas, além da ligacao
"cabeca-cauda’, em que grupos amino se ligam a anéis aromaticos (KARYAKIN;
KARYAKINA; SCHMIDT, 1999).

O passo inicial para a polimerizacéo do poli(azul de toluidina) € a oxidacéo do
grupo NHz, envolvendo um elétron e formando um radical catiénico. O elétron
desemparelhado pode ser deslocalizado através da molécula TB e a dimerizagédo
radical pode ocorrer por meio de rotas de acoplamento carbono-nitrogénio. A oxidagao
do grupo NH2 no dimero pode ocorrer novamente e a polimerizacéo € iniciada para
formar PTB (CAl; XUE, 1998; SARDAREMELLI et al., 2020).

Possiveis dimeros formados durante a polimerizacdo sdo mostrados nas

Figuras 5 e 6 para MB e TB, respectivamente.
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Figura 5 — Possivel dimero de MB formado durante polimerizacéo.
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Fonte: Adaptado de (HICHEM; DJAMILA; HANIA, 2013).

Figura 6 — Possivel dimero de TB formado durante polimerizagéo.
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Fonte: Adaptado de (SARDAREMELLI et al., 2020).

Grande quantidade de trabalhos descreve a modificacdo de superficies de
diferentes eletrodos com poli(azul de metileno) ou com poli(azul de toluidina), e sua
aplicacao em eletroanalise. Xiao et al. (XIAO et al., 2012) modificaram um eletrodo de
carbono vitreo utilizando um nanocompdésito de silica modificado com PMB, o qual foi
empregado como biossensor para glicose em amostras de soro humano. Os
resultados indicaram uma curva de calibragcédo linear em uma faixa de concentracao
de glicose de 0,01-1,11 mmol L* e um limite de detecgdo de 3 ymol L. Além disso, o
biossensor desenvolvido apresentou boa precisao, repetibilidade, reprodutibilidade,
estabilidade e excelente capacidade de resistir a interferéncia de acido ascorbico e
acido arico. Segundo os autores, houve uma interacdo eletrostatica entre PMB e as
moléculas de glicose oxidase.

Outro grupo de pesquisadores desenvolveu um eletrodo de carbono vitreo
modificado com PMB para determinacao eletroquimica de 4-nitrofenol em amostras
de agua. Em condicbes otimas, a corrente de oxidacdo foi proporcional a
concentracdo na faixa de 15-250 nmol L1. O limite de deteccéo foi de 90 nmol L. Os

autores justificaram o melhor desempenho do eletrodo modificado devido a formagéo
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de ligacGes de hidrogénio e pares de ions entre PMB e 4-nitrofenol (GIRIBABU et al.,
2013).

Gorle et al. (GORLE; KULANDAINATHAN, 2016) relataram o desenvolvimento
de um sensor de 6xido de grafeno reduzido com PMB e “electrografted” com dopamina
para analise de dopamina. Foi obtida uma curva de calibracdo com uma faixa linear
de 0,96-7,68 umol L e limite de deteccdo de 1,03 uymol L na presenca de acido
ascorbico e 4cido urico. Os autores ndo indicaram a possivel interacdo entre a
dopamina e PMB.

Outra estratégia para a producao de eletrodos quimicamente modificados com
PMB foi a introducao deste polimero como modificador quimico de eletrodos de pasta
de carbono para determinacdo eletroquimica de catequina em amostras de cha
(MANASA et al, 2017). Os resultados indicaram duas faixas lineares de
1,0 nmol L*- 0,1 ymol Lt e 0,1 ymol L1-1,0 mmol L, e limite de deteccédo de 4,9 nmol
L-1. A sensibilidade obtida com o eletrodo modificado foi cinco vezes maior do que a
obtida com um eletrodo de pasta de carbono ndo modificado. Isso pode ser atribuido
a maior sensibilidade do filme catiénico de PMB em relacao as moléculas anibnicas
de catequina.

Pode-se citar também o desenvolvimento de um eletrodo de HOPG moadificado
com PMB para deteccao de sulfeto de hidrogénio. Sinais de corrente correspondentes
a oxidacdo do sulfeto de hidrogénio nao foram observados para o eletrodo ndo
modificado, apenas para o eletrodo modificado. Isso demonstra o efeito eletrocatalitico
de PMB em relacg&o ao grupo sulfidrila (ZLAMALOVA; JANDA; NESMERAK, 2017).

Em outro estudo (PANDEY; BAIRAGI; VERMA, 2018), nanofibras dendriticas
de PMB foram crescidas eletroquimicamente na superficie do eletrodo de carbono
dopado com cobre para determinacéo de creatinina em fluidos biolégicos. O eletrodo
fabricado apresentou uma resposta linear entre 0,5 e 900 ng mL* e limite de deteccéo
de 0,2ng mL?'. De acordo com os autores, o sensor preparado é positivamente
carregado, podendo, assim, detectar seletivamente a creatinina anionica (forma
tautomerizada) por meio de interagcfes eletrostaticas. Ainda segundo os autores, as
fibras dendriticas de PMB n&o apenas catalisaram a oxidacdo eletroquimica da
creatinina, mas também proporcionaram maior area eletroquimicamente ativa, o que
favorece tanto a transferéncia eletronica quanto a adsorcao da creatinina.

Koyun et al. (KOYUN; SAHIN, 2018) relataram a construgéo de um sensor de

grafite de l4pis com nanoparticulas de ouro modificado com PMB para determinagéo
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de nitrito em amostras de alimentos e agua. Os autores relataram uma faixa linear de
5-5000 uymol L1, boa reprodutibilidade e limite de detecgdo de 0,314 pmol L.

Dai et al. (DAI et al., 2016) relataram o desenvolvimento de um sensor de
carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes mdltiplas e PTB
para deteccdo de nitrito em amostra de solo. Os autores relataram uma faixa linear de
39 nmol L1-1,1 mmol L e limite de deteccédo de 19 nmol L. De acordo com o estudo,
o PTB protonado pode atrair 0 &nion nitrito carregado negativamente na superficie do
eletrodo.

Outro estudo prop6e o desenvolvimento de um sensor usando um eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro e PTB para deteccdo de
Bisfenol A em amostras de agua. Os resultados indicaram uma faixa linear de 0,2-5,0
pgmol L1, com um limite de detecgdo de 0,15 uymol L1. Segundo os autores, o PTB
aumenta a area do eletrodo (SUN et al., 2021).

Outro estudo recente (RIBEIRO et al., 2018) mostra a aplicacdo de PTB
preparado por estratégias de impressdo molecular usando métodos eletroquimicos,
para a triagem especifica do biomarcador de cancer de mama, antigeno carboidrato
15-3 (CA 15-3). O dispositivo apresentou resposta linear de 0,10 U mL1-100 U mLt e
limite de deteccéo abaixo de 0,10 U mL™1. O estudo relatou que as interacdes entre o
polimero e a proteina se dao por interacdes eletrostaticas, entre o corante catidénico e
0s grupos carboxilato e/ou sulfonato de carboidratos que compdem a proteina
(ionizados em pH fisioldgico), além de multiplas ligacdes de hidrogénio entre o grupo
N-H da TB e os grupos O-H/N-H presentes na fracdo de glicano ligada no antigeno
CA 15-3 (RIBEIRO et al., 2018).

Chakkarapani et al. (CHAKKARAPANI; BRANDL, 2020) desenvolveram um
eletrodo impresso de carbono modificado com PTB para determinacao de tiramina.
Uma faixa de concentragdo de 0,02-270,5 pmol Lt com um limite de deteccéo inferior
de 0,007 pumol L foram alcancados. Segundo os autores, o PTB tem uma maior
condutividade elétrica e atividade catalitica, além de maior area eletroquimicamente
ativa, o que fornece alta sensibilidade.

Outra estratégia foi a fabricacdo de um sensor eletroquimico baseado em
eletrodo de carbono vitreo modificado com PTB para a determinacao de cloridrato de
doxorrubicina em amostras de plasma humano. Sob condi¢gdes otimizadas, o eletrodo
apresentou uma relacao linear entre a corrente de pico e a concentracao na faixa de

17 nmol L*-8,6 pymol L%, com limite inferior de quantificacédo de 17 nmol L. Segundo
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0s autores, apos a formacéo de uma camada fina de polimero na superficie do GCE,
ligacdes de hidrogénio sdo formadas entre os grupos hidroxila do anel benzénico do
cloridrato de doxorrubicina e o grupo NH2do PTB (EHSANI et al., 2021).

E importante ressaltar que alguns trabalhos relatados podem envolver adicio
de nanoparticulas (DAI et al., 2016; KOYUN; SAHIN, 2018; PANDEY; BAIRAGI;
VERMA, 2018; SUN et al., 2021) ou varias etapas de modificacdo (RIBEIRO et al.,
2018). Entretanto, séo favoraveis as estratégias de modificagdo de menor custo, que
envolvam adigdo de poucos materiais e/ou reagentes e ainda necessite de poucas
etapas de modificacao.

A literatura apresenta alguns exemplos que indicam que o PMB e PTB sao
promissores para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos de alto desempenho
analitico. Entretanto, ndo foram encontrados estudos descrevendo o uso de folhas de

grafite modificadas quimicamente com filmes de PMB e PTB para fins eletroanaliticos.

2.5 NITROFURANTOINA

A nitrofurantoina (NFT, do inglés, nitrofurantoin), um antibiético derivado do
nitrofurano, € um dos mais eficazes contra as espécies de Escherichia coli e
Enterococcus, que sdo as principais causas de infec¢cbes do trato urinario
(WAGENLEHNER; NABER, 2006). Apesar de ser usada por décadas (MCKINNELL
et al., 2011), a farmacocinética da NFT apds administracao oral ndo é completamente
compreendida. Isso compromete a otimizacdo do tratamento e expde 0s pacientes a
riscos, pois a superdosagem de NFT é prejudicial (BALAMURUGAN et al., 2021;
KUMMARI; SUNIL KUMAR; VENGATAJALABATHY GOBI, 2020; MCCALLA, 1983;
VINOTH KUMAR et al., 2018). Portanto, métodos analiticos simples e rapidos,
capazes de quantificar NFT em fluidos biolégicos, como a urina, sdo altamente
desejaveis para melhorar a seguranga dos pacientes tratados com NFT (WIIJMA et al.,
2019). Além disso, o uso de antibidticos pela pecuaria vem aumentando (DE
OLIVEIRA; TRINDADE, 2016; ROSA et al., 2019), fornecendo uma rota para esses
medicamentos contaminarem alimentos e fontes de agua. Devido ao seu baixo custo
e alta eficiéncia, a NFT tem sido utilizado na piscicultura e avicultura (KUMMARI;
SUNIL KUMAR; VENGATAJALABATHY GOBI, 2020). Assim, a quantificacdo de NFT
em amostras ambientais como aguas naturais e solos, bem como amostras de

alimentos, também é relevante.
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Vérias técnicas analiticas tém sido usadas para quantificar NFT, incluindo
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccdo espectrofotométrica
(HARRISON; LEWIS; ANCILL, 1973; WIIJMA et al., 2019), por espectrometria de
massas (JYE; COUILLARD; VALDERSNES, 2019; WILASINEE; SUTTHIVAIYAKIT;
SUTTHIVAIYAKIT, 2015), e luminescéncia molecular (AL-HASHIMI et al., 2021).
Apesar do bom desempenho dessas técnicas, elas geralmente requerem
procedimentos de pré-tratamento de amostras trabalhosos e demorados, além de
instrumentacdo complexa e cara. Por outro lado, as técnicas eletroquimicas
apresentam diversas caracteristicas atrativas, como instrumentacdo simples e
relativamente barata, possibilidade de miniaturizacdo e consequente portabilidade
mais facil, e baixos requisitos de pré-tratamento de amostra (KOVENTHAN et al.,
2020).

De acordo com a literatura, a reducao eletroquimica de NFT envolve a reducéao
de um grupo nitro a hidroxilamina correspondente (KUMMARI; SUNIL KUMAR;
VENGATAJALABATHY GOBI, 2020; VELMURUGAN et al., 2020). A equac¢do quimica
que representa a reducdo eletroquimica da NFT € mostrada na Figura 7.

Figura 7 — Reagéo de reducdo eletroquimica da NFT.
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Fonte: Adaptado de (HWA; SHARMA, 2020).

Diferentes tipos de materiais tém sido utilizados como eletrodo de trabalho para
a quantificacdo de NFT por métodos eletroanaliticos, incluindo BDD (DE LIMA-NETO
et al., 2010), eletrodo impresso de nanofibras de carbono (SALGADO-FIGUEROA et
al., 2013), biossensor eletroquimico baseado em DNA (AYDOGDU et al., 2014),
eletrodo sélido de améalgama de prata com menisco de mercirio (KREJCOVA;
BAREK; VYSKOCIL, 2015), molibdato de neodimio (VINOTH KUMAR et al., 2018),
nanocomposito de o6xido de niquel e nitreto de carbono dopado com boro
(KOKULNATHAN; WANG, 2019), nanoesferas de NiFe ancoradas em MWCNTs
(HWA; SHARMA, 2020), nanofolhas de cobaltato de zinco (KOVENTHAN et al., 2020),
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GCE modificado com nanocompdsito de Oxido de grafeno reduzido e MWCNT
(KUMMARI; SUNIL KUMAR; VENGATAJALABATHY GOBI, 2020), estanato de bario
imobilizado em carbono vitreo (BALAMURUGAN et al., 2021), compdésito de
nanofibras de carbono funcionalizadas e negro de fumo (HAIDYRAH et al., 2021), etc.

2.6 TRIPTAMINA

As aminas biogénicas sdo compostos nitrogenados naturais produzidos por
plantas, animais e microorganismos, principalmente por meio da descarboxilacao de
aminoéacidos (DEL RIO et al., 2020). A triptamina (TRYP do inglés, tryptamine) € uma
amina biogénica formada pela descarboxilacdo microbiana do triptofano (LINARES et
al., 2011) e é encontrada em uma variedade de alimentos e bebidas como peixe,
queijo, salame, salsicha, vinho, cerveja, algumas frutas e vegetais (COSTA et al.,
2016; GONG et al., 2014). A concentracdo TRYP em amostras de alimentos depende
de fatores como a composicao, flora microbiana, e condicées de fermentacdo (GONG
et al., 2014), inclusive falta de higiene durante o processamento do alimento (ZHANG,
D. et al., 2019). Portanto, embora esses compostos tenham importantes funcdes
biolégicas em concentragBes fisioldgicas, reacdes toxicoldégicas podem ocorrer se
alimentos contendo altas concentracfes de aminas biogénicas forem consumidos
(DEL RIO et al., 2020; LINARES et al., 2011). Em queijos, por exemplo, a TRYP
acumula-se em concentracdes média de 1-46,8 mg/kg (DANIEL COLLINS et al.,
2011).

Estudos tém mostrado que a TRYP pode causar necrose das células
intestinais, além de apresentar citotoxicidade nas concentracdes encontradas nos
alimentos (DEL RIO et al., 2020). Uma alta concentracdo de TRYP acumulada no
corpo humano pode alterar a pressao arterial e também pode levar a complicacdes
como nauseas, palpitacdes e dores de cabeca (ZHANG, D. et al., 2019). Devido a
citotoxidade apresentada, muitos métodos tém sido desenvolvidos para a
determinacdo de TRYP em alimentos. Métodos usando HPLC (INNOCENTE et al.,
2007), HPLC com deteccéo por espectrometria de massas (GOSETTI et al., 2007),
HPLC com detecg¢éao por absorc¢édo na regiao do ultravioleta (MAZZUCCO et al., 2009),
fluorescéncia (ZHANG, D. et al., 2019) e fosforescéncia (CANABATE-DIAZ et al.,
2003; RAMON-MARQUEZ et al., 2016) foram relatados. No entanto, em comparacao

com as técnicas relatadas acima, os meétodos eletroquimicos podem oferecer algumas
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vantagens para deteccédo de TRYP, ja discutidas anteriormente, como instrumentacéo
simples e relativamente barata, possibilidade de miniaturizacdo e menor nimero de
etapas para pré-tratamento de amostra.

De acordo com a literatura, a primeira etapa da eletro-oxidacédo de TRYP ocorre
na posi¢cao C2 do anel pirrol, com o ataque nucleofilico da agua e formacéo do produto
hidroxil-indol (2). Uma segunda etapa de oxidacdo também é relatada e ocorre na
posi¢cdo C7 do benzeno, com um elétron transferido, seguido de desprotonacao para
produzir um radical (3), que é estabilizado por ataque nucleofilico direto pela 4gua,
com hidroxilagcdo da por¢cédo C7 do benzeno (4) (COSTA et al., 2016). A reacao de

oxidacao eletroquimica de TRYP é mostrada na Figura 8.

Figura 8 — Reacédo de oxidacéo eletroquimica de TRYP.
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Fonte: Adaptado de (COSTA et al., 2016).
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Diferentes tipos de materiais foram reportados como eletrodo de trabalho para
monitorar a quantidade de TRYP por métodos eletroanaliticos. Entre esses materiais,
podemos citar o GCE modificado com grafeno polipirrol sulfonado e MWCNT
modificado com acido hialurénico (XING et al.,, 2012), GCE modificado com
nanoparticulas de ouro, quitosana e MWCNT com etapa de eletropolimerizagcdo com
3-acido tiofenemalbnico (MENG et al., 2014), GCE ndo modificado (COSTA et al.,
2016), eletrodo termoplastico de policaprolactona e negro de fumo (PRADELA-FILHO
et al.,, 2021), eletrodo de grafite de lapis modificado com purpurato de aménio
(KRISHNAN; SARASWATHYAMMA, 2021) e CPE modificado com ftalocianina de
niquel (LOURENCO et al., 2022).

2.7 TECNICAS ELETROQUIMICAS

Como discutido anteriormente, técnicas eletroquimicas podem combinar alta
sensibilidade, tempo de resposta curto e simplicidade instrumental (ASADIAN;
GHALKHANI; SHAHROKHIAN, 2019). Nesta tese, trés técnicas eletroquimicas foram
utilizadas: voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda

quadrada.

2.7.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é uma técnica eletroquimica comumente empregada para
investigar os processos de reducdo e oxidacdo de espécies quimicas (ELGRISHI et
al., 2018). A técnica se baseia nos fenbmenos que ocorrem na interface entre a
superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de solucdo adjacente a essa
superficie. Essa técnica é classificada como dinamica, pois a célula eletroquimica é
operada na presenca de corrente elétrica (i # 0) que, por sua vez, € medida em fungao
da aplicacdo controlada de um potencial. Assim, as informacdes sobre a espécie
eletroativa séo obtidas por meio da medicé&o da magnitude da corrente elétrica que flui
entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar ao se aplicar a diferenga de potencial
entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia (PACHECO et al., 2013).

Em uma solucdo sem agitagéo, varia-se o potencial de forma linear (Figura 9A)

ou escalonada em pequenos degraus de potencial, no caso de um instrumento digital
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(Figura 9B). O potencial é variado até um valor limite, denominado potencial de
inversao, a partir do qual o sentido da varredura € invertido. O potencial aplicado €,
portanto, o sinal de excitacdo, variavel com o tempo e imposto de forma triangular,
como mostram as Figuras 9A e 9B. A corrente € medida como resposta ao potencial
aplicado, resultando no voltamograma ciclico. A Figura 9C mostra um voltamograma
ciclico representativo para um processo eletroquimico reversivel, isto €, que apresenta
cinética de transferéncia eletronica rapida (KISSINGER; HEINEMAN, 1983).

Figura 9 — Representagdo da aplicacédo de potencial para o experimento de voltametria ciclica em (A)
equipamento analégico, varredura linear, (B) equipamento digital, varredura tipo escada (staircase), e
(C) voltamograma ciclico tipico para um processo eletroquimico reversivel controlado por difuséo.

E (V) A) 8) i C)
7 - T j>
E2
E1
E, | E, | N
tempo tempo E V)

Fonte: Adaptado de (PACHECO et al., 2013).

A corrente que € observada durante a reducdo ou oxidacdo da espécie
eletroativa na interface eletrodo/solucéo obedece a lei de Faraday, sendo, portanto,
denominada de corrente faradaica. Correntes faradaicas s&do proporcionais a
concentracdo da espécie eletroativa em solucdo, sendo esta dependéncia
frequentemente explorada para fins analiticos. Além da corrente faradaica, outro tipo
de corrente se desenvolve em células eletroquimicas, a chamada corrente capacitiva.
Esta ndo € proporcional a concentragdo da espécie eletroativa e nem obedece a lei
de Faraday, sendo gerada devido a um acumulo de cargas na superficie do eletrodo,
gue é contrabalanceado por um acumulo de ions de carga oposta na camada de
solucdo adjacente a superficie do eletrodo. Este arranjo comporta-se
aproximadamente como um capacitor de placas paralelas, originando a chamada
dupla camada elétrica. A corrente associada ao carregamento dessa dupla camada
elétrica é a corrente capacitiva (PACHECO et al., 2013).

A voltametria ciclica permite distinguir entre processos de transferéncia

eletrbnica rapida (processos reversiveis), processos eletrédicos lentos (processos
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irreversiveis) e processos de velocidade intermediaria, os quais sdo denominados
processos quase-reversiveis (ZOSKI, 2006). Esses processos fornecem respostas
voltamétricas distintas, tornando, portanto, a técnica de voltametria ciclica muito util
para a realizacao de estudos cinéticos e dos mecanismos de reac¢des de transferéncia
eletrbnica. Processos eletrédicos com mecanismos mais complexos, envolvendo
reacdes quimicas acopladas as transferéncias eletrénicas também fornecem
respostas voltameétricas caracteristicas (BARD, ALLEN J; FALKNER, 2001).

Um voltamograma ciclico tipico para um processo quimica e
eletroquimicamente reversivel apresenta um par de picos voltamétricos: um catodico
e outro anddico, relativos, respectivamente, a reducdo e a oxidacdo da espécie
eletroativa. Os principais parametros voltamétricos para avaliacdo dos processos
redox sob estudo por voltametria ciclica séo a corrente de pico I,, e o potencial de pico

E,. A Figura 10, ilustra como esses parametros s&o determinados em um

voltamograma ciclico tipico de um processo redox reversivel com a forma oxidada
dissolvida em solug&o. Neste caso, a varredura direta ocorre no sentido de potenciais

mais negativos.

Figura 10 — Voltamograma ciclico tipico para um processo redox reversivel com a forma oxidada
inicialmente presente, ilustrando como os principais parametros voltamétricos podem ser
determinados. I,,.: corrente de pico catddica, I,,: corrente de pico anddica, E,.: potencial de pico
catodico e E,,: potencial de pico anodico.
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Fonte: (PAIOLA et al., 2017)

Assim, um processo catddico € observado na varredura direta, € um processo
anodico é observado na varredura reversa, correspondendo a re-oxidacao da espécie

reduzida na varredura direta. Como mostra a Figura 10, os valores de E,
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correspondem aos potenciais nos quais sao observadas as correntes de pico e podem
ser obtidos diretamente no eixo dos potenciais. Para a determinagéo dos valores de
corrente de pico, € necessério tracar linhas de base a partir da extrapolacdo das
correntes que antecedem os picos. Esse procedimento é necesséario para que a
corrente capacitiva seja descontada. Outros parametros voltamétricos nao indicados

explicitamente na Figura 10 sao o potencial de meia onda (E; ;) € 0 potencial de pico
sobre dois (E,,,). Este Ultimo € simplesmente o potencial no qual a corrente obtida &
igual a metade da corrente de pico. E;,, , por sua vez, encontra-se entre E, e E,, €

esta relacionado ao potencial termodindmico do par redox estudado.

2.7.2 Voltametria de pulsos

Nas técnicas voltamétricas de pulso, a variacdo de potencial ndo é linear em
funcdo do tempo, mas em pulsos de potenciais aplicados hum determinado tempo. As
caracteristicas da corrente medida dependem de como estes pulsos sao aplicados e
estédo relacionadas tanto com a largura do pulso quanto com o degrau de potencial
(DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003; PACHECO et al., 2013). Apos a aplicacao
dos pulsos de potencial, a corrente capacitiva se extingue mais rapidamente que a
componente faradéica, sendo o sinal analitico mensurado ao final da aplicacdo do
pulso. Devido a diferenca na aquisicdo do sinal, essas técnicas sdo as mais sensiveis
e com melhores resolucdes de picos em relacédo a voltametria ciclica (PACHECO et
al., 2013).

Na voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés differential pulse
voltammetry), pulsos de igual amplitude sdo aplicados sobre uma rampa linear de
potencial, a corrente é medida antes do pulso ser aplicado e no final do pulso. Estas
correntes sdo subtraidas, j& que a primeira € a contribuicdo da corrente capacitiva e a
segunda é a contribuicdo da corrente faradaica e, entdo, sédo colocadas no eixo y de
um grafico, tendo o potencial da rampa linear no eixo x, gerando um voltamograma de
pulso diferencial, com a forma de uma curva gaussiana (DE SOUZA; MACHADO,;
AVACA, 2003). A representacdo da aplicacdo de potencial em funcédo do tempo é
apresentada na Figura 11. S; € o primeiro intervalo antes da aplicacdo do pulso e S,

€ 0 segundo intervalo ap0s a aplicacdo do pulso (ALEIXO, 2003).
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Figura 11 — Representacao da aplicacdo de potencial em funcéo do tempo em DPV.
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Fonte: Adaptado de (ALEIXO, 2003).

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés square wave voltammetry) é
um tipo de voltametria de pulso que apresenta excelente sensibilidade e rapidez na
aquisicao do sinal (CABRAL et al., 2003). A forma da curva de corrente-potencial é
proveniente da aplicacao de pulsos de potenciais de amplitude a (amplitude do pulso
de potencial) e duracdo t (periodo) sobreposta a uma perturbacdo na forma de uma
escada de potencial de altura AEs (incremento de varredura). Na curva de potencial-

T - A~ . . ~ P
tempo, a largura do pulso ;€ chamada t e a frequéncia de aplicacdo dos pulsos é

P 1 . ~ . .
chamada de f e é dada por - As correntes elétricas sdo medidas ao final dos pulsos

diretos e reversos e o sinal € obtido como uma intensidade da corrente resultante Al
de forma diferencial. Esta medida precede um tempo inicial t; no qual o eletrodo de
trabalho € polarizado a um potencial onde a reagédo redox ndo ocorre (DE SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003). A Figura 12 mostra a representacado da aplicacdo de

potencial em funcdo do tempo em SWV.
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Figura 12 — Representacéo da aplicacdo de potencial em funcao do tempo em SWV.
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Fonte: Adaptado de (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

As técnicas voltamétricas sao, portanto, ferramentas analiticas de elevado
desempenho, principalmente as técnicas de pulso, e bastante versateis, uma vez que
podem ser aplicadas para a quantificacdo espécies eletroativas tanto organicas
guanto inorganicas. Desta forma, considerando as caracteristicas vantajosas das
técnicas voltamétricas, estas foram selecionadas como técnicas analiticas a serem

empregadas neste trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi modificar folhas de grafite comerciais com
filmes de polilazul de metileno) e poli(azul de toluidina) produzidos por
eletropolimerizacédo, e aplicar estes dispositivos como novas plataformas para a
fabricacdo de sensores eletroquimicos descartaveis.

Para tal, o trabalho foi dividido no estudo de dois sistemas. Na Parte 1 da tese
(secédo 5.1), o foco foi direcionado na modificacdo da folha de grafite com PMB e
aplicacao desse dispositivo para determinacdo de NFT em amostras de urina e agua.
Na Parte 2 (secdo 5.2) foi discutida a utilizacdo da folha de grafite modificada com
filmes de PTB e a aplicacdo desse dispositivo para determinacdo de TRYP em
amostras de queijo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos do trabalho apresentados na Parte 1 sao:

e Estudo da variacdo do potencial de inversédo durante a eletropolimerizacao do
MB.

e Calculo da espessura do filme de PMB.

e Estudo do comportamento eletroquimico de NFT no eletrodo de GS/PMB;

e Desenvolvimento de um método para a determinacdo de NFT empregando
DPV.

e Aplicacdo do método desenvolvido em amostras de urina e agua.

e Caracterizacdo morfolégica de GS/PMB por microscopia eletrbnica de
varredura e microscopia de forga atdmica.

e Avaliacdo da composicao estrutural de GS/PMB por espectroscopia Raman.

Os obijetivos especificos do trabalho apresentados na Parte 2 séo:
e Eletropolimerizacdo de TB.
e Estudo do comportamento eletroquimico de TRYP em eletrodo de GS/PTB em

diferentes eletrdlitos.
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Desenvolvimento de um método para a determinacdo de TRYP empregando
SWV.

Aplicacdo do método desenvolvido em amostras de queijo.

Caracterizacdo morfolégica de GS/PTB por microscopia eletrdnica de
varredura e microscopia de forca atémica.

Avaliagdo da composicao estrutural de GS/PTB por espectroscopia Raman.
Explorar a aplicabilidade do sensor para os analitos modelo procaina e

lidocaina.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de pureza analitica (PA)
e todas as solugdes foram preparadas em agua deionizada (R > 18 MQ cm) obtida a
partir de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, Estados Unidos). Azul
de metileno, azul de toluidina, acido fosforico, acido acético, hidroxido de potéassio,
acido bdrico, &cido ascorbico, nitrito de sodio e ureia foram adquiridos da empresa
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Acido cloridrico foi adquirido da empresa Synth (S&o
Paulo, Brasil). Hidroxido de sédio foi adquirido da empresa Dinamica (Sao Paulo,
Brasil). Nitrofurantoina foi fornecida pela farmacia de manipulagéao Cruzeiro (ltuiutaba,
Brasil). Cloridrato de triptamina, cloridrato de procaina, cloridrato de lidocaina, acido
arico e glicose foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil).

4.2 INSTRUMENTACAO

4.2.1 Célulaeletroquimica

Nas medidas voltamétricas, foi utilizada uma célula eletroquimica, com volume
de aproximadamente 30,0 mL, produzida com filamento de acrilonitrila butadieno
estireno e tecnologia de impressdo 3D (CARDOSO et al.,, 2018). Nesta célula
eletroquimica, representada na Figura 13, o eletrodo de folha de grafite (1 x 1 cm) foi
posicionado no fundo com auxilio de um anel de borracha (o-ring). A folha foi recortada
e colocada sobre uma placa de aco, e esta placa foi pressionada contra o anel com
auxilio de parafusos. Os demais eletrodos (referéncia e auxiliar) foram posicionados

na tampa, a qual contém orificios sob medida para cada um.
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Figura 13 — Representacao da célula eletroquimica: (A) substrato de folha de grafite, (B)
posicionamento da folha de grafite (1 x 1 cm) na célula impressa em 3D (area do eletrodo definida
pelo didametro do O-ring), (C) vista interna da célula impressa em 3D, (D) vista superior da célula
impressa em 3D com a folha de grafite como eletrodo de trabalho na parte inferior da célula, (1) base
de placa metalica para contato elétrico do eletrodo de trabalho, (2) parafusos impressos em 3D, (3)
eletrodo auxiliar e (4) eletrodo de referéncia.
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Fonte: (SILVA et al., 2019)
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4.2.2 Eletrodos

Nesse trabalho, trés eletrodos diferentes foram utilizados, Ag/AgCl (KClsat)
como eletrodo de referéncia, fio de platina imobilizado em um vidro como eletrodo
auxiliar e GS como eletrodo de trabalho. A GS (EYG-S121803) foi obtida da
Panasonic-Mouser Electronics (Mansfield, Texas) com espessura de 0,025 mm. A

Figura 14 apresenta as imagens dos eletrodos utilizados.

Figura 14 — Eletrodos utilizados neste trabalho: (A) eletrodo auxiliar (fio de platina, conectado a um fio
de cobre no interior de um tubo de vidro), (B) eletrodo de referéncia (Ag/AgCl (KCl saturado)) e (C)
eletrodo de trabalho (folha de grafite).

Fonte: A autora (2022).
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4.2.3 Medidas eletroquimicas

As medidas voltamétricas, foram realizadas utilizando-se um
potenciostato/galvanostato pAutolab Type Il (Eco Chemie, Utrecht, Holanda). O

controle do equipamento e a aquisicédo de dados foi realizada via software NOVA 1.11.

4.2.4 Microscopia eletronica de varredura

As superficies dos substratos modificados foram avaliadas por Microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) usando um microscépio TESCAN Vega 3, com
voltagem de aceleragéo de 5 kV, controlado pelo software Vega TC. As distancias de
trabalho foram ajustadas entre 8 e 15 mm. As amostras foram previamente

submetidas a metalizacdo com ouro.

4.2.5 Microscopia de forgca atomica

As andlises por microscopia de for¢ca atbmica (AFM, do inglés atomic force
microscopy) dos eletrodos modificados foram realizadas equipamento Shimadzu
SPM-9600 (Kyoto, Japédo). As imagens de AFM foram capturadas usando ponteiras
de Si com um raio de curvatura inferior a 10 nm e uma for¢a constante de mola de 40

Nm* e frequéncia de 300 kHz.

4.2.6 Espectroscopia Raman

O ensaio foi realizado em um espectrofotdmetro Horiba Scientific, LabRAM HR
Evolution (Kyoto, Japao), com um laser de He-Ne 633 nm, controlado pelo software
LabSpec 6. Os espectros foram adquiridos na faixa de 80 a 3500 cm™ e em trés

diferentes pontos da amostra.
4.3 ELETROPOLIMERIZACAO DE FENOTIAZINAS EM GS

Filmes de polifenotiazinas foram crescidos nas folhas de grafite (1 x 1 cm)

utilizando ciclagens de potenciais na presenca do mondémero correspondente.
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4.3.1 Eletropolimerizacdo de azul de metileno

O azul de metileno foi eletropolimerizado por ciclagem de potencial em uma
solucéo 1,0 mmol L** do monémero dissolvido em solugéo tampéo fosfato 0,1 mol L
(pH 7,2). Para isso, foram realizados 20 ciclos de potenciais a 100 mV s (XIAO et al.,
2011). O limite de potencial negativo para a preparacdo do filme polimérico foi
estabelecido em -1,0 V. Os seguintes limites de potencial positivo para a preparacao
do filme polimérico foram investigados: +1,0, +1,1 e +1,2 V. Apés a
eletropolimerizacdo, o eletrodo foi enxaguado com &gua deionizada e entao
submetido a cinco ciclos de potenciais (-1,0 a +1,2 V) a 50 mV stem 0,1 mol L' de

tampéo fosfato (pH 7,2) para remover o MB monomérico nao reagido.

4.3.2 Eletropolimerizacdo de azul de toluidina

O TB foi eletropolimerizado por ciclagem de potencial em uma solucdo 0,5
mmol Lt do monémero dissolvido em solugéo de tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2)
(DAl et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018). Vinte ciclos de potenciais a 100 mV s foram
realizados para deposicdo do filme. O intervalo de potencial de -1,0 a +1,2 V foi
mantido baseado na melhor condicdo obtida na Parte 1 da tese. Apdés a
eletropolimerizagdo, o eletrodo foi enxaguado com &gua deionizada e entédo
submetido a cinco ciclos de potenciais (-1,0 a +1,2 V) a 50 mV s*em 0,1 mol L dos
seguintes eletrélitos: acido cloridrico, tampao acetato (pH 5,3), tampéao fosfato (pH

7,2), tampao borato (pH 9,0) e hidroxido de potassio.

4.4 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DAS TECNICAS DE DPV E SWV

Para a determinacédo de nitrofurantoina, a DPV foi utilizada, e investigou-se os
seguintes parametros: tempo de agitagdo, amplitude de modulagdo, tempo de
modulacao e incremento de potencial. Para a determinacgao de triptamina, a SWV foi
utilizada, e os seguintes parametros foram otimizados: tempo de agitacdo, frequéncia
de aplicacéo do pulso de potencial, amplitude de pulso de potencial e incremento de
potencial. Os mesmos parametros da SWV também foram otimizados para procaina
e lidocaina. Os voltamogramas obtidos tiveram a linha de base tratada com a

ferramenta “moving average” para melhor visualizagdo dos picos.
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4.5 PREPARO DE AMOSTRAS

45.1 Amostras de urina

Amostras de urina foram disponibilizadas por um voluntario saudavel do
laboratorio. Em seguida, concentracdes conhecidas de NFT (100, 200, e
400 ymol L1) foram dissolvidas nas amostras de urina usando um banho sonicador
por 30 min. 1,0 mL de urina enriquecida com NFT foi diluido com 9,0 mL de tamp&o
fosfato 0,1 mol L* (pH 7,2). A quantificacdo foi realizada usando o método de

calibracao externa.

4.5.2 Amostras de agua

Amostras de agua foram coletadas diretamente da torneira. Em seguida,
concentracées conhecidas de NFT (50, 100, e 200 ymol L) foram dissolvidas na
amostra de agua usando um banho sonicador por 30 min. 1 mL da amostra de agua
enriquecida com NFT foi diluido com 9,0 mL de tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,2). A

guantificacado foi realizada usando o método de calibracao externa.

4.5.3 Amostras de queijo

Todas as amostras de queijo analisadas no presente trabalho foram adquiridas
no comeércio local. Trés diferentes amostras de queijo foram analisadas, sendo eles:
mucarela, parmesao e queijo prato. O procedimento para o preparo de amostras de
queijo foi adaptado de Kvasnicka et al. (KVASNICKA; VOLDRICH, 2006). Dessa
forma, 5,0 mL de &cido cloridrico 0,1 mol L'* foram adicionados a um béquer contendo
0,25 g de queijo macerado. Em seguida, a mistura foi levada ao sonicador por 30 min,
centrifugada e posteriormente filtrada utilizando um papel filtro qualitativo. O material
filtrado foi transferido para um baldo de 25,0 mL e o volume foi completado com
tampéao acetato 0,1 mol L (pH 5,3). 2,0 mL de amostra foram diluidos com 8,0 mL de
tampéo acetato 0,1 mol L' e analisadas usando o método de adicdo de padréo.
Também foram analisadas amostras fortificadas com TRYP, sendo adicionada uma

concentracéo conhecida de triptamina na etapa de sonicacdo da amostra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira parte serdo apresentados e discutidos os resultados referentes a
eletropolimerizacdo de MB em GS e aplicacdo de um método desenvolvido para a
determinacdo de NFT em amostras de urina e agua, além da caracterizacao
morfoldgica e estrutural do material obtido. Na segunda parte da tese, seréo discutidos
os resultados obtidos no estudo da eletropolimerizacdo de TB em GS, investigacao
do comportamento eletroquimico de TRYP em GS/PTB e o método desenvolvido para
a determinacdo de TRYP em amostras de queijo, além da caracterizacdo morfologica

e estrutural do material desenvolvido.
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5.1 AVALIACAO DO ELETRODO GS/PMB PARA ANALISE DE NFT EM AMOSTRAS
DE URINA E AGUA

5.1.1 Estudo da eletropolimerizagao de azul de metileno em GS

Inimeros trabalhos descreveram a eletropolimerizacdo de corantes
fenotiazinicos em solu¢cdes aquosas neutras (RIBEIRO et al., 2018; TIWARI; PATRA;
TURNER, 2015; XIAO et al., 2011). Portanto, o eletrdlito de suporte tampéao fosfato
0,1 mol L (pH 7,2) foi selecionado, levando em consideracédo os trabalhos descritos
na literatura.

Com o objetivo de comparar o comportamento eletroquimico das folhas de
grafite antes e ap0s a etapa de eletropolimerizacéo, ciclos de potenciais foram
realizados em tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,2) e os resultados sdo apresentados
na Figura 15.

Figura 15 — Cinco ciclos de potenciais para GS em tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), velocidade de
varredura 100 mV s e intervalo de potencial -1,0 a +1,2 V.
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Fonte: A autora (2022).

Como pode ser observado na Figura 15, os voltamogramas ciclicos obtidos
exibem uma baixa corrente de fundo. Além disso, nenhum evento decorrente do meio
reacional foi observado, ja que ndo houve presenca de picos voltamétricos. E

importante destacar que nenhuma etapa de condicionamento, polimento ou etapa de
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limpeza foi realizada antes da modificacdo. O voltamograma apresentado na Figura
15 foi utilizado apenas para comparacao dos eletrodos, antes e apés a modificacdo.
A formacdo do filme de PMB foi realizada por sucessivas ciclagens de
potenciais em 0,1 mol L de tampéo fosfato contendo 1,0 mmol L* de MB. Nessa
etapa, foi avaliado o efeito do potencial de inverséo na eletropolimerizacédo do MB. O
intervalo de potencial, principalmente o potencial de inversdo positivo, € um dos
fatores mais importantes para o sucesso do processo de eletropolimerizagao (DILGIN
et al., 2011). A Figura 16 mostra os voltamogramas ciclicos registrados durante a
eletropolimerizacdo de MB usando +1,0 (Figura 16A), +1,1 V (Figura 16B) e +1,2 V

(Figura 16C) como potencial de inversao.

Figura 16 — Voltamogramas ciclicos sucessivos registrados durante a eletropolimerizacdo de MB para
20 ciclos de potenciais a 100 mV st em uma solucdo de tampao fosfato 0,1 mol L-* contendo 1,0
mmol L-* de MB; potencial de inversdo de +1,0 V (A) +1,1 V (B) e +1,2 V(C).
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Fonte: A autora (2022).

A Figura 16 mostra que dois pares de picos (I/I', lI/II') aparecem,
independentemente do potencial de inversdo. A intensidade e a posi¢céao desses picos,
no entanto, foram significativamente afetadas por esse parametro. O par I/I’ é atribuido
aos processos redox do monémero MB, cuja eletropolimerizagéo é iniciada com a
adsorcdo do monémero na superficie do eletrodo (PANDEY; BAIRAGI; VERMA,
2018). Apds este estagio inicial, os radicais catibnicos produzidos (Ill) propagam a

eletropolimerizacdo (MANASA et al.,, 2017), que ocorre mais rapidamente em
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potenciais mais positivos (GORLE; KULANDAINATHAN, 2016). Durante o0s
experimentos de eletropolimerizacéo, a intensidade do par I/I' diminuiu continuamente,
enquanto o par Il/lI', que é atribuido ao PMB, (MANASA et al.,, 2017) aumentou.
Observa-se ainda que as correntes anodicas na regiao Ill e o par Il/II' atribuido ao
PMB aumentaram com o0 aumento do potencial de inversdo. Na Figura 17
(eletropolimerizacdo até +1,2 V) pode-se observar esse comportamento de forma
mais evidente (seta vermelha). Este perfil voltamétrico concorda com outros
resultados da literatura e indica que estd ocorrendo a eletrodeposicdo do filme
polimérico na superficie do eletrodo (GHOLIVAND; AHMADI; HASELI, 2017,
MANASA et al., 2017)

Figura 17 — Voltamogramas ciclicos sucessivos registrados durante a eletropolimeriza¢do do MB para
20 ciclos de potenciais a 100 mV st em uma solucdo de tampao fosfato 0,1 mol L-* contendo 1,0
mmol L1 de MB, faixa de potencial de -1,0 a +1,2 V.
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Fonte: A autora (2022).

A Figura 18 mostra os voltamogramas obtidos apds o enxague dos eletrodos

preparados nas diferentes condicdes.
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Figura 18 — 5° voltamograma ciclico registrado em 0,1 mol L* de tampé&o fosfato a 50 mV s, para os
GS/PMB preparados nos diferentes potenciais de inversdo: +1,0 V (curva vermelha), +1,1 V (curva
rosa) e +1,2 V (curva azul), ap0s etapa de enxague com agua deionizada.
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Fonte: A autora (2022).

Na Figura 18 foi possivel observar que uma maior quantidade de material
eletroativo foi depositada na superficie do eletrodo quando +1,2 V é usado como
potencial de inversdo. Essas observacfes concordam com estudos anteriores
(KAPLAN; DAGCI; ALANYALIOGLU, 2010; KOYUN; SAHIN, 2018; XIAO et al., 2011)
e mostram que o potencial de inverséo afeta fortemente a eletropolimerizagéo do MB.
Usando +1,2 V como potencial de inversdo, o filme polimérico foi detectado
visualmente pelo aparecimento de uma coloracdo esverdeada na superficie do
eletrodo. Liu et al. (LIU; MU, 1999) obtiveram resultado semelhante ao
eletropolimerizar MB em eletrodos de Pt.

A reprodutibilidade na modificacdo dos eletrodos € um critério importante para
aplicacdo em eletroanalise. A Figura 19 mostra cinco eletrodos produzidos

independentemente utilizando +1,2 V como potencial de inverséo.
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Figura 19 — 5° voltamograma ciclico registrado para cinco eletrodos GS/PMB preparados
independentemente usando +1,2 V como potencial de inversdo em 0,1 mol L* de tampao fosfato
(pH 7,2) a 50 mV s,

1

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

E /V vs. Ag/AgCI/KCI__

Fonte: A autora (2022).

Observa-se na Figura 19 que a condicdo de +1,2 V como potencial de inversao
proporcionou filmes de PMB satisfatoriamente reprodutiveis, uma vez que o desvio
padrao relativo para as correntes de pico obtidas para cinco eletrodos preparados
independentemente foi de 2,0 %. A fabricacdo dos eletrodos GS/PMB se mostrou
reprodutivel mesmo sem nenhuma etapa de limpeza, condicionamento ou polimento,
o que reflete em um menor tempo de modificacdo ou analise. Portanto, o uso de GS
como substrato confere vantagens em relacdo a outros eletrodos como GCE (DAl et
al., 2016; GIRIBABU et al., 2013; SUN et al., 2021), onde etapas de limpeza ou
polimento foram realizados antes da etapa de eletropolimerizacdo. Outra vantagem
oferecida pelas folhas de grafite em relacdo ao GCE é o custo de cada material. Uma
folha de grafite € vendida por aproximadamente US$ 28,92 e origina
aproximadamente 200 eletrodos com dimensdes de 1 x 1 cm. Portanto, o0 preco de
custo de um eletrodo (1 x 1 cm) é proximo a US$ 0,14. Por outro lado, o GCE pode

ser encontrado por custos de até US$ 900,0.
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5.1.2 Cobertura superficial e a espessura do filme de PMB

Como foi discutido anteriormente, os perfis voltamétricos levam a concluir que
a quantidade de polimero depositado na superficie do eletrodo foi maior quando a
ciclagem foi conduzida usando potenciais de inversdo mais positivos. O recobrimento
superficial (I') e a espessura do filme (d) de PMB em GS foram estimados, de acordo
com o procedimento descrito por Marinho et al. (MARINHO; CABRAL; MAZO, 2012).

Os valores de I" foram estimados a partir da Equacéo (1).

r= Q/nFA Equac&o (1)

em que Q € a carga voltamétrica, n € o numero de elétrons (n = 2 (MARINHO;
CABRAL; MAZO, 2012)), F é a constante de Faraday e A é a area geométrica do

eletrodo (A = 0,22 cm?). A espessura do filme foi calculada pela Equacéo (2).
d=vXTl Equacao (2)

em que v € o volume molecular do MB (v = 400 cm® mol! (MARINHO; CABRAL;
MAZO, 2012)).

Seguindo este procedimento, valores de I' de 1,5, 2,8, e 6,3 nmol cm™?, e
valores de d de 6, 11, e 25 nm foram obtidos para potenciais de inversédo de +1,0,
+1,1, e +1,2 V, respectivamente. Marinho et al. (MARINHO; CABRAL; MAZO, 2012)
obtiveram filmes de PMB em eletrodos de carbono vitreo usando condicdes
experimentais semelhantes as da Figura 17. Os autores relataram a formacédo de um
filme de 32 nm de espessura. Este valor concorda bem com a espessura que
observamos (25 nm), indicando que o GS € um substrato tdo eficiente quanto GCE
para a eletropolimerizacdo de MB nestas condi¢des. Pode-se concluir que o potencial
de inversdo de +1,2 V proporcionou a maior quantidade de PMB imobilizado na

superficie de GS.
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5.1.3 Estabilidade do filme de GS/PMB

Embora a eletropolimerizagdo de fenotiazinas possa ocorrer diretamente na
superficie do eletrodo, as vezes é dificil formar filmes poliméricos com boa estabilidade
e preenchimento de espacos devido a ma adesao entre a fase de crescimento e
superficies metélicas, o que inibe a nucleacéo e o crescimento do filme ao longo do
substrato (RIBEIRO et al., 2018). Porém, para substratos grafiticos foi sugerido que
devido a estrutura aromética planar, o corante fenotiazinico se ancora fortemente a
superficie da grafite através de interagdes eletrostaticas -1 (ERCARIKCI et al., 2014;
MANASA et al., 2017). Para avaliar a adesao e estabilidade do filme dois intervalos
de potenciais foram utilizados: -1,0 a +0,3 V e -1,0 a +1,2 V. Foram realizados 20
ciclos de potenciais para esses intervalos e os resultados sao apresentados na Figura
20 e 21, respectivamente.

Figura 20 — (A) 20 ciclos de potenciais para GS/PMB em uma solu¢éo de tampéo fosfato 0,1 mol L
(pH 7,2) ap6s o processo de eletropolimerizacéo, velocidade de varredura 50 mV s e intervalo de
potencial -1,0 a +0,3 V. (B) Diminui¢do da corrente relativa versus o nimero de ciclos.
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Fonte: A autora (2022).

O filme de PMB aplicado nessa condicao experimental (-1,0 a +0,3 V) foi
satisfatoriamente estavel, pois manteve quase 80% de sua corrente inicial apés 20

ciclos de potenciais (Figura 20). A fim de comparagéo realizou-se 20 ciclos de
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potenciais no intervalo de potencial de -1,0 a +1,2 V e o resultado € apresentado na

Figura 21.

Figura 21 — (A) 20 ciclos de potenciais para GS/PMB em uma solucao de tampao fosfato 0,1 mol L?
(pH 7,2) apds o processo de eletropolimerizagdo, velocidade de varredura 50 mV s e intervalo de
potencial -1,0 a +1,2 V. (B) Diminuigdo da corrente relativa versus o nimero de ciclos.
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Fonte: A autora (2022).

Analisando a Figura 21, observa-se uma reducdo de 70% da corrente inicial
apos 20 ciclos de potenciais. Dilgin et al. (DILGIN et al., 2011) discutiram que a
eletropolimerizacéo pode ser prejudicada devido a formacao de Oz em potenciais mais
positivos do que +1,2 V (Ag/AgCl). Kaplan et al. (KAPLAN; DAGCI; ALANYALIOGLU,
2010) concluiram a partir de estudos por voltametria ciclica e AFM que a
superoxidacao do PMB em eletrodo de ouro comeca apos o potencial de preparacao
de +1,0 V (Ag/AgCl) e a nucleacéo do polimero é afetada por esse parametro. Além
disso, processos de dopagem/desdopagem, hidratacdo/desidratacdo e
protonacéo/desprotonacéao de sitios eletroativos em polimeros fenotiazinicos também
foram relatados (AGRISUELAS et al.,, 2011, 2017) e podem estar associados a
alteracdo no perfil voltamétrico observado durante ciclagens sucessivas com

potenciais de inversao mais positivos.
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5.1.4 Resposta eletroquimica da nitrofurantoina em GS/PMB

Para avaliar os perfis voltamétricos, as respostas eletroquimicas e o
desempenho de GS/PMB modificado nos diferentes potenciais de inversao, foram
realizadas medidas de voltametria ciclica para uma solugdo de 250 umol Lt de NFT

em 0,1 mol L de tampéo fosfato. A Figura 22 apresenta os resultados obtidos.

Figura 22 — Voltamogramas ciclicos registrados a 50 mV s em solugdo de 0,1 mol L* de tampé&o
fosfato (pH 7,2) contendo 250 umol L de NFT e intervalo de potencial de +1,2 a -1,0 V. Os diferentes
eletrodos foram testados: GS (curva preta) e GS/PMB preparados em potenciais de inversdo de
+1,0 V (curva vermelha), +1,1 V (curva rosa) e +1,2 V (curva azul).
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Fonte: A autora (2022).

Conforme mostrado na Figura 22, a reducao eletroquimica de NFT da origem
a um pico catodico em -0,50 e -0,53 V nos eletrodos GS e GS/PMB, respectivamente.
Observou-se que o filme PMB intensifica a resposta voltamétrica para NFT em relacédo
ao eletrodo GS, independentemente do potencial de inversédo utilizado durante a
eletrodeposicéo do filme. A intensidade do pico voltamétrico para reducédo de NFT foi
diretamente proporcional ao potencial de inversdo, indicando que filmes mais
espessos sao mais ativos para promover a reducao eletroquimica de NFT.

Assim, o maior sinal voltamétrico foi obtido com GS/PMB preparado com
potencial de inversédo de +1,2 V, que proporcionou uma corrente de pico 2,8 vezes
maior que a obtida apenas com GS. Com base nesses resultados, +1,2 V foi adotado

como potencial de inversdo nos experimentos subsequentes. Uma possivel
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explicacéo para este incremento de corrente € através da adsorcao i6nica da NFT no
filme PMB (GIRIBABU et al., 2013), conforme ilustrado na Figura 23. A interacéo
eletrostatica entre &tomos de N (carregados positivamente) no filme de PMB e grupos
nitro da NFT pode aumentar a concentracdo da molécula na superficie do eletrodo,

aumentando a resposta voltamétrica.

Figura 23 — Possivel interacdo de PMB com moléculas de NFT.
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Fonte: A autora (2022).

Dilgin et al. (DILGIN et al., 2011) também estudaram o efeito do potencial de
inversado positivo utilizado durante a eletropolimerizacdo de MB para oxidagao
eletrocatalitica de NADH. Segundo os autores, a melhor corrente eletrocatalitica para
oxidacdo do NADH foi obtida quando o potencial de inversdo positivo foi escolhido
como +1,2 V durante a eletropolimerizacdo. Entretanto, menores correntes
relacionadas ao PMB foram observadas, comparadas as obtidas nesse estudo. Vale
ressaltar que parametros como numero de ciclos (10), concentracdo do monémero
(0,05 mmol L?) e eletrélito de suporte (0,1 mol L de tampéao fosfato contendo 0,1 mol
Lt de NaNOs, pH 5,0), foram distintos dos parametros utilizados nesse estudo.

Portanto, o ajuste dos parametros torna-se necessario para cada analito de interesse.

5.1.5 Avaliacdo do eletrodo GS/PMB em voltametria de pulso diferencial para
determinagéo de NFT

Apos a realizacéo dos estudos iniciais por voltametria ciclica, a técnica de DPV
foi utilizada para a quantificagdo de NFT. Em estudos apresentados na literatura, a
DPV também foi usada para a quantificacdo de NFT (AYDOGDU et al., 2014; HWA;
SHARMA, 2020; VINOTH KUMAR et al., 2018). Comparado a voltametria ciclica, a
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DPV apresenta maior sensibilidade e melhor resolucéo, além de melhor discriminagéo
entre correntes faradaicas e capacitivas (VINOTH KUMAR et al., 2018).

O tempo de agitacdo e os parametros da técnica de DPV foram otimizados para
obtencdo da melhor resposta em termos de intensidade da corrente de pico e largura
do pico a meia altura. A otimizacdo foi realizada em tampao fosfato
0,1 mol L contendo 50 ymol L* de NFT.

Inicialmente, avaliou-se o efeito do tempo de agitagdo em condi¢cdes de
potencial de circuito aberto, visando pré-concentrar o analito na superficie do eletrodo.
Os resultados obtidos no estudo do tempo de agitacdo sdo apresentados na Figura
24.

Figura 24 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos sem (curva preta) e com (curva azul) uma
etapa de agitacdo prévia em 50 umol L1 de NFT. (B) Relacado entre corrente de pico e tempo de
agitacao (n = 3). Eletrélito de suporte: tampao fosfato 0,1 mol Lt (pH 7,2), a = 50 mV,
tm, =50 ms, AE =5 mV;
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Fonte: A autora (2022).

A Figura 24A mostra que a intensidade do pico voltamétrico da NFT é menor
gquando as medidas séo realizadas sem a etapa prévia de agitacao. Verificou-se
também que o sinal voltamétrico da NFT aumenta até 60 s de agitacdo mecanica,
tendendo a se estabilizar para maiores tempos de agitacdo. Entende-se que nesta
etapa hd uma pré-concentracdo do analito na superficie do eletrodo. Portanto, uma

etapa de 60 s de pré-concentracdo sob agitacdo mecanica em potencial de circuito
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aberto foi mantida em todos os estudos posteriores. A proxima etapa do estudo
envolveu a otimizacdo dos parametros operacionais da técnica de DPV, sendo
otimizados o0s seguintes parametros: amplitude de modulagdo (a), tempo de

modulacao (t,,) e incremento de potencial (AE).

5.1.5.1 Otimizacédo da amplitude de modulacéo

A Figura 25 mostra o efeito da variagdo da amplitude de modulacao no intervalo
de 25 a 125 mV para uma solugdo contendo 50 ymol L* de NFT, sendo o tempo de

modulacao fixado em 50 ms e o incremento de potencial em 5 mV.

Figura 25 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para solugdo de 50 pmol L1 de NFT com
variacdo da amplitude de modulagdo. (B) Relag&o entre corrente de pico e tempo de agitacdo (n = 3).
Eletrolito de suporte: tampéao fosfato 0,1 mol L* (pH 7,2), t,,= 50 ms, AE =5 mV, 60 s de agitacao.
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Fonte: A autora (2022).

A Figura 25 mostra que o aumento da amplitude de modulagdo provoca o
aumento da corrente de pico de NFT. Entretanto, amplitudes de pulso maiores do que
75 mV causaram um aumento significativo da largura do pico voltamétrico e uma maior
dispersao nos valores de corrente de pico. Com base nestes resultados, a amplitude

de pulso de 75 mV foi escolhida para os estudos posteriores.
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5.1.5.2 Otimizacéo do tempo de modulacéo

A Figura 26 apresenta a variacdo da corrente de pico em funcéo do tempo de
modulagdo no intervalo de 5 a 75 ms para uma solugdo contendo 50 ymol L* de NFT.
Neste estudo, a amplitude de modulacdo foi fixada em 75 mV e o incremento de
potencial em 5 mV.

Figura 26 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para solugdo de 50 pmol L1 de NFT com
variacdo do tempo de modulacéo. (B) Relacéo entre corrente de pico e tempo de modulacdo (n = 3).
Eletrdlito de suporte: tampéao fosfato 0,1 mol L* (pH 7,2), a = 75 mV, AE =5 mV, 60 s de agitacao.
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Fonte: A autora (2022).

A Figura 26 mostra uma diminuicdo da intensidade da corrente de pico, com o
aumento do tempo de modulacdo. Quando maiores tempos de pulso sdo usados, a
corrente é amostrada tendo decorrido maior tempo desde a aplicacdo do pulso, uma
vez que a corrente faradaica decai exponencialmente com o tempo, maiores tempos
de pulso originam menores valores de corrente de pico. Entretanto, em tempos de
modulacdo menores, a corrente € medida em um pequeno intervalo de tempo apos a
aplicacao do pulso, onde ainda existe grande contribuicdo da corrente capacitiva na
corrente total medida (WANG, 2006). Portanto, para esse parametro, escolheu-se um
tempo de modulacdo de 10 ms.
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5.1.5.3 Otimizacéo do incremento de potencial

A Figura 27 apresenta os voltamogramas obtidos para solucdo contendo 50
umol L't de NFT com a variacdo do incremento de potencial de 1 a 7 mV, sendo a

amplitude de modulagéo fixada em 75 mV e o tempo de modulagédo em 10 ms.

Figura 27 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para solugdo de 50 pmol L1 de NFT com
variacdo do incremento de potencial. (B) Relacdo entre corrente de pico e incremento de potencial
(n = 3). Eletrdlito de suporte: tampao fosfato 0,1 mol L1 (pH 7,2), a =75 mV, t,,= 10 ms, 60 s de
agitacéo.
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Fonte: A autora (2022).

A Figura 27 mostra que o aumento do incremento de potencial resulta em um
aumento na corrente de pico de NFT, como consequéncia do aumento da velocidade
de varredura causado pelo aumento do incremento de varredura. Baseado nestes
resultados, foi escolhido o valor de 7 mV, como incremento de potencial nos estudos

subsequentes.

5.1.6 Curvade calibracéo paraa NFT

Utilizando os parametros otimizados para a DPV (amplitude de modulagéo:
75mV; tempo de modulagdo: 10 ms; incremento de potencial: 7 mV; tempo de
agitacdo: 60 s), foram realizados estudos para a constru¢do da curva de calibragéao
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para determinacao de NFT. A Figura 28 apresenta a curva de calibracéo obtida a partir

dos voltamogramas obtidos.

Figura 28 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial registrados com eletrodos GS/PMB apés
sucessivas adi¢des (5,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 100 pmol L1) de NFT (n = 3). (B) Curvas de calibracao
obtidas com GS (e) e GS/PMB (e). Eletrolito de suporte: tampao fosfato 0,1 mol L (pH 7,2),
a=75mV, t,, =10 ms, AE =7 mV, 60 s de agitaco.
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Fonte: A autora (2022).

Os resultados demonstraram um bom desempenho do eletrodo GS/PMB, com
ampla faixa linear de 5 a 100 pmol L* (R?=0,9995), e uma inclinagéo de 0,297 pA/umol
L-1. Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a partir das
equacgles: LD =3 X sg/S e LQ =10 X sz/S, sendo S a inclinacdo da curva analitica e
sg 0 desvio padrdo do sinal do branco, estimado a partir do desvio padréao do intercepto
da curva analitica (MILLER; MILLER, 2010). O limite de deteccdo e o limite de
quantificacdo para GS/PMB foram de 55 e 185 nmol L, respectivamente. A mesma
faixa linear foi alcancada com GS sem modificacdo (R?=0,9992); no entanto, a
inclinagéo foi de 0,074 yA/umol L't com um limite de deteccéo de 247 nmol L e limite
de quantificagdo de 824 nmol L. Assim, a modificacdo de GS com o fiime PMB
resultou em um aumento de quatro vezes na sensibilidade e menores limites de
deteccdo. O desempenho analitico do eletrodo GS/PMB foi comparado com o

desempenho de outros eletrodos descritos na literatura (Tabela 1).
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Tabela 1 — Comparacao da determinacéo eletroanalitica de NFT para diferentes eletrodos e métodos
eletroanaliticos.

FL LD

Técnica anci

Eletrodo (umol L) (nmol LY) Referéncia
dsDNA/ (AYDOGDU et al.,
PAMT/GCE DPV 8,4-105,0 2730,0 2014)

] ] (KREJCOVA; BAREK;
m-AgSAE DPV 0,2-100,0 81,0 VYSKOGIL, 2015)
BaSnOas/ 0,01-42,65 (BALAMURUGAN et
GCE DPV 42,65-557,65 62,0 al., 2021)
NiFe/ (HWA; SHARMA,
F-MWCNT DPV 0,1-352,4 30,0 2020)

(SALGADO-
CNF-SPE FIA- LSV 0,08-0,32 16,0 FIGUEROA et al.,
2013)
Nd2Mo3Og/ DPV 0,1-21,0 16.0 (VINOTH KUMAR et
SPCE 28,0-481,0 ' al., 2018)
f-CNF/CB/ . (HAIDYRAH et al.,
GCE amperometria  0,05-104,66 16,0 2021)
NiO/BCN/ . (KOKULNATHAN;
GCE amperometria  0,05-230,0 10,0 WANG, 2019)
ZnCo204/ (KOVENTHAN et al.,
GCE DPV 0,2-815,69 13,0 2020)
BDD SWV 0497566 815 (PEHMANETOetal,
2010)
(KUMMARI; SUNIL
ErGO- . KUMAR,;
CNT/GCE ~ amperometria  0,005-2,81 1.87 VENGATAJALABATH
Y GOBI, 2020)
GS/PMB DPV 5,0-100,0 55,0 Este estudo

Fonte: A autora (2022).

Comparando o valor de LD obtido nesse estudo (55 nmol L1) com os de outros
meétodos eletroanaliticos para determinagcéo de NFT, encontramos valores superiores
(2730 nmol L) para um biossensor eletroquimico baseado em DNA (AYDOGDU et
al., 2014), para um eletrodo sélido de amalgama de prata com menisco de mercurio
(81 nmol L'Y) (KREJCOVA; BAREK; VYSKOCIL, 2015) e estanato de bario imobilizado
em carbono vitreo (62 nmol L) (BALAMURUGAN et al., 2021). Por outro lado, alguns
métodos atingiram um LD mais baixo com diferentes eletrodos de trabalho, como GCE

modificado com nanocompasito de 6xido de grafeno reduzido e MWCNT (1,87 nmol
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L'Y) (KUMMARI; SUNIL KUMAR; VENGATAJALABATHY GOBI, 2020), BDD (8,15
nmol L) (DE LIMA-NETO et al., 2010), nanocompdsito de 6xido de niquel e nitreto de
carbono dopado com boro (10 nmol Lt) (KOKULNATHAN; WANG, 2019), nanofolhas
de cobaltato de zinco (13 nmol L) (KOVENTHAN et al., 2020), eletrodo impresso de
nanofibras de carbono (16 nmol L) (SALGADO-FIGUEROA et al., 2013), molibdato
de neodimio (16 nmol L) (VINOTH KUMAR et al., 2018), compdsito de nanofibras de
carbono funcionalizadas e negro de fumo (16 nmol L'') (HAIDYRAH et al., 2021) e
nanoesferas de NiFe ancoradas em MWCNTSs (30 nmol L1) (HWA; SHARMA, 2020).
Entretanto, para eletrodo BDD, observou-se uma menor faixa linear, que pode
comprometer a aplicabilidade do sensor. Uma menor faixa linear também foi
observada para o eletrodo impresso de nanofibras de carbono e GCE modificado com
nanocomposito de 6xido de grafeno reduzido e MWCNT. E importante destacar
também que os menores LDs relatados anteriormente estdo associados a eletrodos
que dependem de procedimentos de modificacdo demorados, incluem sintese de
materiais sofisticados ou uso de produtos quimicos caros. Por outro lado, o eletrodo
GS/PMB, desenvolvido nesse estudo, apresenta baixo custo, e envolve um
procedimento de modificacdo rapido e reprodutivel. Portanto, a simplicidade, o baixo
custo e a possibilidade de projetar os eletrodos GS/PMB como um sensor

eletroquimico descartavel sédo os principais avancos proporcionados por este trabalho.

5.1.7 Repetibilidade, reprodutibilidade e estabilidade de GS/PMB

Apbs definir a faixa linear para determinacao de NFT, estudos de repetibilidade,
reprodutibilidade e estabilidade foram realizados. A repetibilidade da resposta
voltamétrica da NFT (25 umol L) para GS e GS/PMB foi avaliada realizando dez

medidas sucessivas de DPV (Figura 29).
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Figura 29 — Voltamogramas de pulso diferencial registrados para uma solucdo de 25 ymol L-* de NFT
(n =10) com GS/PMB (A) GS (B) e (C) corrente vs. nimero da medida. Eletrdlito de suporte: tampéo
fosfato 0,1 mol L! (pH 7,2), a =75 mV, t,, = 10 ms, AE = 7 mV, 60 s de agitacao.
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Fonte: A autora (2022).

Nota-se uma diminuicdo continua nas correntes de pico de NFT para GS
(Figura 29B), levando a um RSD de 12%, indicando que GS nao apresentou
resisténcia a contaminacao da superficie durante a reducédo eletroquimica da NFT.
Por outro lado, o eletrodo GS/PMB (Figura 29A) apresentou uma notavel protecéo
contra envenenamento do eletrodo, com um RSD para as correntes de pico de NFT
em torno de 1,0% (n = 10). Isso é altamente desejavel, uma vez que a desativacao do
eletrodo dificulta a detec¢do mais sensivel e a operagao de longo prazo dos sensores
eletroquimicos (JIANG; SANTIAGO; FOORD, 2021; KUMMARI; SUNIL KUMAR;
VENGATAJALABATHY GOBI, 2020).

Para avaliar a reprodutibilidade entre eletrodos, cinco eletrodos GS/PMB foram
fabricados independentemente e seus valores de corrente de pico para 20 ymol L de

NFT foram registrados. Estes resultados sao apresentados na Figura 30.
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Figura 30 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial registrados para uma solucédo de 20 ymol L1 de
NFT para cinco eletrodos fabricados independentemente. (B) Corrente vs. niimero do eletrodo (n = 3).
Eletrélito de suporte: tampéao fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), a =75 mV, t,,, =10 ms, AE =7 mV,

60 s de agitagéo.
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Fonte: A autora (2022).

Os resultados apresentados na Figura 30 indicam uma reprodutibilidade
aceitavel para o procedimento de fabricagdo com um RSD de 6,0%. A estabilidade do

GS/PMB foi avaliada pela resposta de corrente de 25 ymol L da solucdo de NFT
durante 6 dias. As curvas obtidas sdo apresentadas na Figura 31.
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Figura 31 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial registrados para 25 ymol L1 de NFT (n = 3)
durante o estudo da estabilidade do eletrodo GS/PMB. (B) Resposta da corrente relativa vs. nimero
de dias apos a preparagédo do eletrodo. Eletrdlito de suporte: tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2),
a=75mV, t,, =10 ms, AE =7 mV, 60 s de agitacao.
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Fonte: A autora (2022).

Por meio da Figura 31 pode ser observado que o sinal voltamétrico exibiu
apenas uma pequena flutuacdo (variando de 94,7% a 105,5%) ao longo de 6 dias.
Embora o sistema seja proposto para funcionar como eletrodo descartavel, a

estabilidade apresentada durante esse periodo € bastante vantajosa.

5.1.8 Determinacdo de NFT em amostra de urina e agua

Para avaliar o desempenho do GS/PMB para a quantificacdo de NFT em
amostras reais, estudos de adicao e recuperacao foram realizados em amostras de
urina e de 4gua de abastecimento enriquecidas com concentracdes conhecidas de
NFT. Para a amostra de urina, o objetivo foi simular as altas concentracfes de NFT
excretadas na urina. Entre 27-50% do farmaco € excretado na forma inalterada na
urina (NOVELLI; ROSI, 2017) e os niveis encontrados apés uma dose oral Unica de
100 mg de NFT variam entre 50-200 pug/mL (ou 200-800 pymol L!) (GRAYSON et al.,
2017). Portanto, considerando esse limite mais baixo, foram analisadas amostras de
urina enriquecidas com 200 pmol L1, assim como 100 e 400 ymol L. Também foram

analisadas amostras de agua enriquecidas com 50, 100, e 200 umol L* de NFT.
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A existéncia de efeito de matriz foi verificada por meio do preparo de duas
curvas de calibracdo, com os mesmos niveis de concentracado de NFT, onde em uma
das curvas adicionou-se 10% de urina. As curvas obtidas nesse estudo sé&o
apresentadas na Figura 32.

Figura 32 — Comparacédo das curvas de calibracao para NFT (n = 3) obtidas para GS/PMB em
solucéo de 0,1 mol L de tampéo fosfato (pH 7,2) na auséncia (e) e na presenca (e) de 10 % de
urina. Eletrélito de suporte: tampéao fosfato 0,1 mol L (pH 7,2), a = 75 mV, t,, = 10 ms, AE =7 mV,
60 s de agitagéo.
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Fonte: A autora (2022).

De acordo com as curvas apresentadas na Figura 32, observa-se que a
qguantificacdo da amostra praticamente nao sofre interferéncia da matriz. Foram
obtidos resultados estatisticamente semelhantes com nivel de confianca de 95%.
Dessa forma, as porcentagens de recuperacao foram calculadas usando a equacéo

da curva de calibracéo. Os resultados sédo apresentados na Figura 33 e na Tabela 2.
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Figura 33 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial registrados com o eletrodo GS/PMB para amostra
de urina nao fortificada (curva cinza) e fortificadas com 100 pmol L-* (curva preta), 200 pmol L (curva
vermelha) e 400 pmol L (curva verde) de NFT (n = 3). (B) Curva de calibracéo obtida para GS/PMB
com solucao de 0,1 mol L* de tampao fosfato (pH 7,2) (e) e resposta de corrente obtida para as
solucdes contendo urina fortificada (e). Eletrdlito de suporte: tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,2),
a=75mV, t,, =10 ms, AE =7 mV, 60 s de agitacao.
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Fonte: A autora (2022).

Tabela 2 — Determinac¢@o de NFT em amostras de urina e agua de abastecimento.

Amostra Adicionado Encontrado Recuperagao

(umol L) (umol L) (%)

0 Nao encontrado -
100 921+1,2 921+1,2

Urina

200 175,0 £ 3,7 876+1,8
400 392,0+14 98,004

0 N&o encontrado —
Agua de 50 51,3 £ 0,02 103,04 0,4
abastecimento 100 95.5 + 0,06 95,5+ 0.6
200 198,9+0,3 99,4+1,6

Fonte: A autora (2022).
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As porcentagens de recuperacao variaram de 88 a 103% (Tabela 2), mostrando
que o sensor GS/PMB proposto apresentou uma precisdo aceitavel para a
determinacao de NFT. De acordo com AOAC (do inglés, Official Methods of Analysis
Guidelines for Standard Method Performance Requirements), as porcentagens séo
satisfatorias para as concentracdes analisadas (AOAC, 2019). Portanto, bons
resultados foram atingidos, apesar da complexidade da amostra de urina e auséncia
de etapas prévias de tratamento da amostra. O fato de porcentagens de recuperacao
proximas a 100 % terem sido obtidas utilizando-se o método de calibracéo externa
confirma que, de fato, os efeitos de matriz da amostra de urina ndo comprometem a
guantificacdo da NFT pelo método proposto. O melhor desempenho do sensor para
amostras de agua de abastecimento é coerente com a menor complexidade

apresentada para essa matriz.

5.1.9 Seletividade de GS/PMB para NFT

A possivel interferéncia de algumas espécies na determinacéo de NFT usando
o eletrodo GS/PMB foi examinada. Esses estudos foram realizados com 10 ymol L
de NFT na presenca de 10 umol L das seguintes espécies: acido ascorbico, nitrito,
acido urico, uréia e glicose e os resultados obtidos sao apresentados nas Figuras 34
e 35. Estas espécies foram selecionadas como potenciais interferentes, pois séo

espécies eletroativas e que comumente estdo presentes em amostras de urina.
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Figura 34 — Voltamogramas de pulso diferencial (n = 3) obtidos para solu¢do contendo 10 umol L1 de
NFT possiveis interferentes: (A) 10 umol L de acido ascorbico; (B) 10 pmol L* de nitrito; (C) 10 pmol
L1 de Acido arico; (D) 10 pmol L1 de ureia; (E) 10 umol L1 de glicose; (F) 10 umol L de todos
interferentes; (G) 100 pmol L-* de todos interferentes. Eletrélito de suporte: tampé&o fosfato 0,1 mol L
(pH 7,2), a =75 mV, t,, = 10 ms, AE =7 mV, 60 s de agitacéo.
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Fonte: A autora (2022).

Figura 35 — Resposta da corrente relativa vs. compostos interferentes no sinal voltamétrico para 10
pmol L1 de NFT (n = 3) (A) sem interferentes, (B) 10 umol L1 de acido ascérbico, (C) 10 umol L* de
nitrito, (D) 10 umol L de acido Urico, (E) 10 umol L* de ureia, (F) 10 umol L de glicose, (G) 10 pmol

L1 de todos interferentes e (H) 100 umol L* de todos interferentes. Eletrolito de suporte: tampao
fosfato 0,1 mol L* (pH 7,2), a = 75 mV, t,, = 10 ms, AE = 7 mV, 60 s de agitagdo.
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Fonte: A autora (2022).

Pode-se observar na Figura 35 que a maioria das espécies selecionadas

causou pouca interferéncia (< 10%) no sinal de NFT. Um estudo paralelo de
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reatividade cruzada também foi realizado na presenga de 10 ymol L't NFT misturado
com todas as espécies potencialmente interferentes avaliadas em 10 e 100 ymol L7,
considerando que as amostras sempre contém mais de uma espécie potencial
interferente (PANDEY; BAIRAGI; VERMA, 2018). Os resultados indicaram que o sinal
voltamétrico NFT nao foi significativamente afetado pela coexisténcia das espécies
interferentes em 10 ou 100 ymol L** (variacéo inferior a 5%), sugerindo que o GS/PMB
apresenta uma seletividade satisfatéria para NFT e é adequado para a quantificacao

confidvel de NFT em amostras de urina e agua de abastecimento.

5.1.10 Caracterizacdo de GS/PMB por espectroscopia Raman

A técnica de espectroscopia Raman é utilizada para identificar ligacbes
guimicas em moléculas ou sélidos. Além disso, fornece informacdes sobre a estrutura,
a geometria molecular e o grau de desordem de materiais em geral. Trata-se de uma
técnica que requer preparo minimo da amostra, além de promover uma analise rapida
e eficaz (HOFELMANN, 2013). A Figura 36 mostra os espectros Raman para GS, MB
(cristais sélidos), MB adsorvido em GS (GS/MB) e GS/PMB. Para preparar o MB
adsorvido em GS, um pedaco de GS foi imerso por 2 h em uma solucao de tampéao
fosfato 0,1 mol L (pH 7,2) contendo 1,0 mmol L' de MB. Este experimento teve como
objetivo verificar eventuais diferencas entre o MB monomérico adsorvido e o PMB

(filme eletropolimerizado).
Figura 36 — Espectros Raman (80 a 3500 cm1) de GS (preto), MB (verde), GS/MB (cinza), GS/PMB
preparado até +1,0 V (vermelho) e GS/PMB preparado até +1,2 V (azul) (A). Amplia¢do da regido

entre 400 e 520 cm! (B). Foram adquiridos espectros em trés pontos distintos para um mesmo
substrato.
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Fonte: A autora (2022).
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O espectro da GS (Figura 36A, curva preta) é tipico de materiais grafiticos
(BIRU; 10VU, 2018; KANIYOOR; RAMAPRABHU, 2012). A banda G (1585 cm™) é
atribuida ao alongamento da ligacdo de atomos de carbono sp? na estrutura do
grafeno (SILVA et al., 2019). A banda D (1350 cm™) pode estar associada a desordem
e defeitos na estrutura (FERRARI; BASKO, 2013). A banda 2D (2700 cm™) esta
relacionada com a ordem bidimensional das camadas de grafeno (KANIYOOR;
RAMAPRABHU, 2012).

Os espectros Raman revelam bandas monoméricas de MB (Figura 36B, curva
verde). A banda em 1623 cm™ é associada ao estiramentos (C-C)anel € estiramento
assimétrico (C-N-C)anel (MAZEIKIENE et al., 2008). A banda em 1394 cm™® é devido ao
estiramento (C-C)anel, estiramento assimétrico (C-N-Clanet € flexdo C-N(CHs)2
(MAZEIKIENE et al., 2008). A banda em 1434 cm é atribuida a flex&o no plano (C-
H)anel, estiramento assimétrico (C-N-C)anel € estiramento C-N(CHzs)2 (MAZEIKIENE et
al., 2008). A banda em 440 cm? é devido aos estiramentos (C-S) e (C-C)anel
(MAZEIKIENE et al., 2008). A banda em 496 cm esta relacionada a flex&o no plano
(C-C-C)anel, flexdo no plano (C-C-N)anel € flexéo no plano C-N-C (MAZEIKIENE et al.,
2009).

A eletropolimerizacdo provoca uma diminui¢cdo na intensidade das bandas de
grafite (Figura 36C, curvas vermelha e azul). Este efeito pode estar associado a
formacao do filme de PMB que cobre a superficie da folha de grafite. A intensidade
dessas bandas grafiticas ndo diminuiu quando o MB foi adsorvido em GS (Figura 36A,
curva cinza), o que provavelmente esta relacionado a organizacdo menos densa e
menor quantidade de material eletroativo.

Na literatura, a banda atribuida ao PMB é em aproximadamente 1434 cm
(GORLE; KULANDAINATHAN, 2016; LIU; MU, 1999). Porém, nesse estudo,
observamos a presenca desta banda também para o MB (Figura 36A, curva verde) e
GS/MB (Figura 36A, curva cinza). Portanto, a presenca dessa banda pode n&o ser um
indicativo de eletropolimerizacéo, como é afirmado em alguns trabalhos. Um aumento
na intensidade desta banda, no entanto, pode ser um indicativo de
eletropolimerizacéo, como foi observado para os eletrodos modificados utilizando
+1,0 V (Figura 36A, curva vermelha) e +1,2 V (Figura 36A, curva azul).

Outra diferenca observada foi surgimento de uma banda fraca em 481 cm para
a condicdo de eletropolimerizacdo de +1,2 V (Figura 36A, curva azul) enquanto a

banda em 496 cm diminui. Esse efeito também foi relatado na literatura (NICOLAI,
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RUBIM, 2003) para filmes de MB adsorvidos, sendo mais pronunciado em filmes
organizados em monocamada. A banda em 481 cm foi mais intensa para condigdo
de eletropolimerizacéo de +1,2 V (Figura 36B, curva azul) o que pode ser devido a

maior quantidade de material depositado na superficie do eletrodo.

5.1.11 Caracterizacdo morfolégica dos eletrodos de GS/PMB

Realizaram-se anélises morfolégicas utilizando MEV e AFM para obter
informacdes sobre as alteracdes antes e apos a modificacdo com os filmes de PMB.

As superficies GS e GS/PMB analisadas por MEV s&o apresentadas na Figura
37.

Figura 37 — Imagens de MEV para a GS (A) GS/PMB preparado até +1,0 V (B) GS/PMB preparado
até +1,1 V e (C) GS/PMB preparado até +1,2 V (D). Magnificacdo de 10000x.

Fonte: A autora (2022).
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Na Figura 37A é possivel observar placas grafiticas compactadas na direcéo
horizontal e presenca de grdos distribuidos na superficie. Nakamura et al.
(NAKAMURA et al., 2018) também observaram esses grdos em folhas de grafite
pirolitica e propuseram a hipétese de que eles sejam compostos por pilhas de
microcristalitos de grafite com um numero relativamente pequeno de camadas de
grafeno. Nao foram observadas diferencas entre a morfologia de GS e GS/PMB como
é visto nas Figuras 37B, 37C e 37D. Isso pode ser justificado devido a espessura
relativamente fina do material depositado. Este resultado é consistente com os dados
voltamétricos, os quais mostraram que o filme de PMB era consideravelmente fino
(espessura de 25 nm quando preparado com potencial de inversdo de +1,2 V).

Experimentos de AFM também foram realizados em superficies de GS e
GS/PMB (Figura 38).

Figura 38 — Imagens de AFM de GS (A,C) GS/PMB preparado até +1,2 V (B,D) e GS/PMB preparado
até +1,0 V (E).
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Fonte: A autora (2022).
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O eletrodo GS apresentou uma morfologia quase plana, exceto pela presenca
de alguns gréos distribuidos aleatoriamente (Figura 38A), observados também nas
imagens de MEV. A Figura 38E mostra o filme preparado até +1,0 V. A quantidade de
material depositado para esta condicdo ndo foi suficiente para promover uma
mudanca na rugosidade superficial. Por outro lado, o filme preparado até +1,2 V
(Figura 38B) apresentou um aumento na rugosidade, indicando que a superficie do
GS foi efetivamente coberta pelo filme polimérico nessa condig&o. Portanto, a melhora
no desempenho do eletrodo GS/PMB pode ser resultado da mudanca morfoldgica e
nao somente justificado pela maior espessura do material, como sugerido na secao
5.1.4. Ajami et al. (AJAMI et al., 2016) estudaram a eletropolimerizacdo do MB em
condi¢cGes galvanostaticas, aplicando-se 1 mA cm de forma pulsada com tempos de
aplicacao entre 0,1 e 1,25 s, seguido por 0,1 s sem aplicacdo de corrente. Estes
estudos revelaram que a morfologia e o tamanho das particulas do PMB dependem
fortemente das condicOes sintéticas jA que estas alteram a nucleacdo, e
consequentemente a orientacdo e conjugacao do polimero formado. As Figuras 38C
e 38D mostram em maior ampliagdo os eletrodos GS e GS/PMB preparados até
+1,2 V, respectivamente. O aumento de rugosidade observado nas imagens AFM
pode resultar em um aumento da superficie ativa. Esses resultados corroboram com
o aumento de sinal evidenciado nos estudos voltamétricos. Pandey et al. (PANDEY;
BAIRAGI; VERMA, 2018) também relataram uma maior area de superficie ativa para
a adsorcao de creatinina em filmes de PMB.

Portanto, dois fatores podem explicar o aumento da resposta voltamétrica. A
primeira é a maior area de superficie ativa alcancada com GS/PMB em comparacao
com GS. O segundo fator que poderia explicar este incremento de corrente é através
da adsorcéo idnica da NFT no filme de PMB (GIRIBABU et al., 2013) como discutido

anteriormente e proposto na Figura 23.
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5.1.12 Conclusdes parciais

Na Parte 1 dessa tese, constatou-se que a técnica de voltametria ciclica fornece
informacdes valiosas sobre as propriedades eletroquimicas dos filmes de PMB. A
eletropolimerizacdo foi realizada por ciclagem potencial, e este processo foi
fortemente influenciado pelo potencial de inversdo. Observamos que +1,2 V foi o
potencial de inversdo mais adequado para quantificacdo de NFT, pois produziu os
flmes de PMB com maior area superficial. Além de um notavel aumento na
sensibilidade ao NFT, o fiime de PMB apresentou uma prote¢cdo contra o
envenenamento do eletrodo. Os eletrodos foram usados com sucesso para quantificar
NFT em amostras de urina e agua de abastecimento. Portanto, foi demonstrado pela
primeira vez, um sensor eletroquimico que combina a utilizacao de folhas de grafite e
eletropolimerizacao do corante azul de metileno como uma proposta rapida e de baixo
custo para a construcdo de sensores eletroquimicos descartaveis para a

determinacao de NFT.
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5.2 AVALIACAO DO ELETRODO GS/PTB PARA ANALISE DE TRYP EM
AMOSTRAS DE QUEIJO

5.2.1 Estudo da eletropolimerizagcao de azul de toluidinaem GS

A eletropolimerizagédo de TB foi conduzida por sucessivas ciclagens de
potenciais em 0,1 mol L' de tampao fosfato (pH 7,2) contendo 0,5 mmol Lt de
mondmero. Utilizou-se +1,2 V como potencial de inversdo, considerando os melhores
resultados obtidos na Parte 1 da tese. Os voltamogramas ciclicos registrados durante
a eletropolimerizagéo de TB sdo apresentados na Figura 39.

Figura 39 — Voltamogramas ciclicos sucessivos registrados durante a eletropolimerizacéo do TB para
20 ciclos de potenciais a 100 mV s* em uma solugdo de tampé&o fosfato 0,1 mol L (pH 7,2) contendo
0,5 mmol L! de TB e intervalo de potencial de -1,0 a +1,2 V.
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Fonte: A autora (2022).

A Figura 39 mostra que dois pares de picos (I/I', lI/II') estdo presentes. O par I/l
e atribuido aos processos redox do mondémero TB. Os pares de picos Il/II' séo
atribuidos a forma redox do PMB resultante e aparecem ap0s a segunda varredura.
O passo inicial para a polimerizagcdo de TB é a oxidacdo do grupo NHz em um
processo envolvendo a perda de um elétron e a formacao do radical catibnico quando
0 potencial é varrido em potenciais mais positivos (regido lll). Apds esta etapa inicial,
o par de picos Il/I’ aumenta com varreduras sucessivas, indicando um aumento na

guantidade de espécies eletroativas imobilizadas na superficie do eletrodo (CAI; XUE,
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1998; DAI et al., 2016). Um filme esverdeado pdde ser claramente observado na
superficie do eletrodo, o que é uma evidéncia da existéncia do filme de PTB. Essa
evidéncia também foi descrita em outros estudos (DAI et al., 2016; YANG; XU; HU,
2007). Pode-se observar um perfil voltamétrico semelhante ao obtido durante a
eletropolimerizacédo do azul de metileno (Parte 1), apesar das diferencas estruturais,
principalmente pela presenca de um grupo amino primario como substituinte no lugar
do grupo amino terciario no MB. A geracdo de radicais catibnicos ocorreu em
potenciais mais positivos para MB (+0,8 V) em comparagédo com TB (+0,7 V). Segundo
a literatura, monémeros contendo dois grupos amino terciarios, como € o caso do MB,
sdo mais dificeis de se oxidar do que mondmeros contendo um grupo amino primario,
como a TB. Consequentemente, o pico voltamétrico relativo a oxidagdo do monémero
ao radical catidnico, situa-se em potenciais mais positivos para o MB do que para a
TB (BARSAN; PINTO; BRETT, 2011).

Apos modificacdo e enxague com agua deionizada, o eletrodo foi transferido
para diferentes eletrolitos de suporte, e cinco ciclos de potenciais foram realizados. A
Figura 40 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para os eletrodos de GS/PTB

em diferentes eletrdlitos de suporte.
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Figura 40 — Voltamogramas ciclicos sucessivos (n = 5) registrados para o eletrodo de GS/PTB a 50
mV st em diferentes eletrdlitos de suporte: (A) 0,1 mol L de acido cloridrico (B) 0,1 mol L1 de
tampéo acetato (pH 5,3) (C) 0,1 mol L de tampé&o fosfato (pH 7,2) (D) 0,1 mol L de tampé&o borato
(pH 9,0) (E) 0,1 mol L* de hidréxido de potéssio.
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Fonte: A autora (2022).

Observou-se que o eletrdlito de suporte influenciou fortemente o pefrfil
voltamétrico dos filmes de PTB. Foi observado que o aumento do pH diminuiu a
intensidade dos picos voltamétricos e aumentou os valores de AEp, sugerindo que os
processos de transferéncia eletrénica do PTB sao dificultados em maiores valores de
pH. Resultados similares foram observados para filmes de poli(vermelho neutro)
(PAULIUKAITE; BRETT, 2008). Segundo estes autores, o contra-ion H* esta
envolvido nos processos redox do filme polimérico. Assim, uma diminuicdo na
concentracéo de H* dificultaria tais processos levando a baixos valores de corrente de
pico e elevados valores de AE,. Segundo a literatura, os cétions e anions do eletrolito
de suporte afetam significativamente o perfil voltamétrico dos polimeros fenotiazinicos
pois influenciam os processos de dopagem/desdopagem, hidratacdo/desidratacéo e
protonacgdo/desprotonacdo de sitios eletroativos (AGRISUELAS et al., 2011, 2017,
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BARSAN; PINTO; BRETT, 2008). Portanto, o eletrolito de suporte influencia de
maneira complexa o perfil voltamétrico dos filmes de polimeros fenotiazinicos.

A Figura 40 mostra que as maiores alteracdes no perfil voltamétrico em funcao
do namero de ciclos foram observadas nas solu¢gdes de tampao borato e de hidroxido
de potéassio (Figuras 40D e 40E). Na solucdo de KOH, observou-se, na primeira
varredura de potenciais, um processo anodico bastante pronunciado que gerou um
pico anddico largo e intenso em potenciais maiores do que +0,5 V. Na segunda
varredura, a intensidade dos picos voltamétricos associados ao PTB foi
significativamente menor do que a da primeira varredura e uma continua diminuicao
do pico anddico em potenciais maiores do que +0,5 V foi observada para as
varreduras de potenciais subsequentes. Portanto, a ciclagem de potenciais em KOH
resultou em um material menos eletroativo.

A diminuicdo da intensidade dos picos voltamétricos associados ao PTB em
KOH poderia ser um indicativo de que o filme poderia ter se destacado da superficie
do eletrodo. Entretanto, esta hipOtese parece pouco provavel, pois a coloracao
esverdeada ainda se manteve ap0s 0s experimentos voltamétricos realizados em
KOH e é uma evidéncia de que o filme de PTB ainda esta imobilizado na superficie
do eletrodo. Uma mudanca na cor do filme de esverdeado para azulado também foi
observada na forma hidratada (ap6s enxague com agua deionizada). A Figura 41
mostra as fotografias dos eletrodos modificados apds enxague com agua deionizada
(hidratados) e posteriormente secos em temperatura ambiente.
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Figura 41 — Imagens digitais dos eletrodos modificados apds enxague com agua deionizada (A-B) e
secos (C-D) para GS/PTB (A-C) e GS/PTB ap6s ciclagem em potencial com KOH 0,1 mol L (B-D).

Fonte: A autora (2022).

Uma possibilidade que poderia explicar o comportamento observado para o
flme de PTB em solucdo de KOH seria a ocorréncia de um processo de
“superoxidagao” do PTB. A literatura mostra que filmes de polipirrol sdo superoxidados
em meio alcalino e que este processo poderia inserir grupos oxigenados na estrutura
do filme polimérico via ataque nucleofilico do ion OH- aos a4tomos de carbono do filme
polimérico (DA SILVA et al., 2021; DEVKOTA et al., 2018; EOM et al., 2019; GAO;
MINXIAN; BESHEN, 1994; SASSO et al., 2013).

O processo anddico pronunciado observado na Figura 40E é consistente com
a possibilidade da “superoxidagdo” do PTB. Uma possivel consequéncia da
superoxidacao seria a alteracao da carga elétrica do filme catidnico. A superoxidacdo
poderia introduzir grupos carboxilicos que estariam desprotonados, tornando o filme
aniénico. Mesmo que grupos carboxilicos ndo fossem inseridos, o aumento do nimero
de atomos de O aumentaria a densidade de carga negativa nos filmes, além de
possibilitar a formacédo de ligacdes de hidrogénio com espécies em solucdo. Assim,
os filmes de PTB seriam potencialmente aplicaveis para a quantificacdo de analitos

catidnicos. Visando explorar esta hipétese para fins analiticos, o desempenho dos



90

flmes de PTB para a quantificacdo de triptamina foi avaliado. Este analito foi
selecionado pois 0 pKa do grupo amino da triptamina € 9,5 (GALIAN; VEGLIA; DE
ROSSI, 1998), portanto, esta molécula estara positivamente carregada em uma ampla
faixa de pH. Desta maneira, caso o filme de PTB seja, de fato, anibnico, havera uma
interacdo eletrostatica com as moléculas de triptamina, o que conduzira a maior
sensibilidade. Além disso, existe a possibilidade de formacdo de ligacdes de
hidrogénio entre os atomos de H do grupo amino da triptamina, e os atomos de O,

supostamente inseridos no filme devido a superoxidagao.

5.2.2 Resposta eletroquimica de triptamina utilizando GS/PTB em diferentes
eletrdlitos

A voltametria ciclica foi usada para avaliar a oxidacédo de 1,0 mmol L de TRYP
no eletrodo GS/PMB em diferentes eletrdlitos e os resultados sdo apresentados na

Figura 42.

Figura 42 — Voltamogramas ciclicos registrados para GS/PTB a 50 mV s contendo 1,0 mmol L* de
TRYP em 0,1 mol L de diferentes eletrélitos: acido cloridrico (curva rosa), tampao acetato (pH 5,3)
(curva vermelha), tampao fosfato (pH 7,2) (curva preta), tampao borato (pH 9,0) (curva verde),
hidréxido de potassio (curva azul). Faixa de potencial de -1,0 V a +1,2 V.
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Fonte: A autora (2022).
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Conforme mostrado na Figura 42, as solu¢cfes mais basicas apresentaram as
melhores respostas voltamétricas para oxidacao eletroquimica de TRYP com um pico
anodico em aproximadamente +0,8 V e +0,5 V para a solu¢do de tampéo borato e
KOH, respectivamente. Portanto, a solugdo de KOH 0,1 mol L' causou uma
diminuicdo no potencial de oxidacdo da TRYP. Em outro estudo utilizando histamina,
também uma amina biogénica, foi relatado melhores resultados com solucdo basica
de NaOH 0,2 mol L' (NAKTHONG et al., 2020). Desta forma, a melhor resposta
voltamétrica para a TRYP poderia estar associada ao proprio favorecimento da
oxidacdo desta molécula em meio basico ou a interacées da TRYP com o filme de
PTB.

Assim, o maior sinal voltamétrico para a TRYP obtido com o GS/PTB foi aquele
resultante da ciclagem em KOH 0,1 mol L**. Em meio acido e neutro, praticamente
nao foi possivel observar o pico voltamétrico relacionado a oxidacdo da TRYP que se
apresentou largo, com baixa intensidade e sobreposto a descarga do sistema
solvente/eletrélito de suporte. Para comparar a resposta voltamétrica em relagéo a
GS, cinco ciclos de potenciais em KOH também foram realizados para a superficie
ndo modificada. As superficies foram testadas para a oxidacdo de 1,0 mmol L de

TRYP e os resultados sdo apresentados na Figura 43.

Figura 43 — Voltamogramas ciclicos registrados a 50 mV st em 0,1 mol L de KOH na auséncia
(curva preta) e presenca (curva azul) de 1,0 mmol Lt TRYP para (A) GS (B) GS/PTB. Faixa de
potencial de -1,0Va +1,2 V.
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A Figura 43 mostra que o filme de PTB intensifica a resposta voltamétrica para
TRYP em relacédo ao eletrodo GS, utilizando 0,1 mol L' de KOH como eletrélito de
suporte. Foi obtida uma corrente de pico 1,9 vezes maior quando comparada com GS
sem modificacdo. Diante da obtencdo de respostas favoraveis, cinco eletrodos
GS/PTB produzidos independentemente foram testados em 0,1 mol Lt KOH, para
avaliar a reprodutibilidade do método de modificacdo, e o0s resultados sao

apresentados na Figura 44.

Figura 44 — 5° voltamograma ciclico registrado em 0,1 mol L de KOH a 50 mV st com cinco
eletrodos de GS/PTB preparados independentemente.
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Fonte: A autora (2022).

Filmes reprodutiveis foram obtidos para essa condi¢do, como foi observado na
Figura 44. O desvio padrdo relativo para a corrente de pico catddica em
aproximadamente -0,53 V para cinco eletrodos independentemente preparados foi de
6,0%.

Para se adequar aos métodos para quantificacdo de TRYP em amostras de
queijo, a determinacéo dessa espécie foi realizada em tampéo acetato (COSTA et al.,
2016; PRADELA-FILHO et al., 2021). A determinagcdo em meio basico é dificultada,
pois diferentes acucares sdo eletroativos em solugdes alcalinas, o que poderia gerar
interferéncia. Porém, como mostra a Figura 42 (curva vermelha), a resposta
voltamétrica para a TRYP em tampé&o acetato usando o eletrodo de GS/PTB néo é
adequada. Diante disso, avaliou-se a possibilidade de inserir a ciclagem de potenciais



93

em KOH como uma etapa de tratamento do eletrodo. Esse procedimento, além de
trazer um eventual ganho de sensibilidade, poderia auxiliar no entendimento das
interacOes entre o filme de PTB e a molécula de TRYP. Portanto, nos experimentos
subsequentes foram sempre empregados eletrodos de GS modificados com filme de
PTB e submetidos a cinco ciclos de potenciais em KOH 0,1 mol L, os quais serédo

representados pela sigla GS/PTB-KOH.

5.2.3 Otimizacdo da resposta voltamétrica da TRYP sobre os eletrodos de
GS/PTB-KOH

A voltametria ciclica foi usada para avaliar o perfil voltamétrico de GS/PTB-KOH

em tampdo acetato 0,1 mol L (pH 5,3) e os resultados sdo mostrados na Figura 45.

Figura 45 — Voltamogramas ciclicos registrados a 50 mV s* em 0,1 mol L de tampé&o acetato (pH
5,3) para GS (curva preta) e GS/PTB-KOH (curva azul). Faixa de potencial de -0,4 V a +1,2 V.
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Fonte: A autora (2022).

Como pode ser observado na Figura 45, o voltamograma ciclico obtido com o
GS/PTB-KOH exibe picos redox, confirmando a presenca de material eletroativo na
superficie do eletrodo. Isso comprova que, apesar da diminui¢cdo da intensidade dos
picos redox do PTB durante a ciclagem em KOH, uma quantidade consideravel do
material eletroativo permanece na superficie do eletrodo. Porém, as correntes de pico
observadas sdo menores do que as obtidas antes da ciclagem com KOH (ver Figura
40B).
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Apos avaliacéo do perfil voltamétrico de GS e GS/PTB-KOH em tampao acetato
0,1 mol L1, avaliou-se a oxidacdo de 1,0 mmol L? de TRYP e os resultados sé&o

apresentados na Figura 46.

Figura 46 — Voltamogramas ciclicos registrados a 50 mV st em 0,1 mol L* de tampé&o acetato
(pH 5,3) contendo 1,0 mmol L* TRYP para GS (curva preta) e GS/PTB-KOH (curva azul). Faixa de
potencial de -0,4 V a +1,2 V.
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Fonte: A autora (2022).

Conforme mostrado na Figura 46, a eletro-oxidacdo da TRYP origina um pico
anodico em +1,0 V para os eletrodos GS e GS/PTB-KOH. Uma comparacao entre a
corrente gerada nos eletrodos GS e GS/PTB-KOH mostra que o eletrodo modificado
produziu uma amplificacéo de sinal de 1,5 vezes. Comparando esse resultado com a
resposta voltamétrica para TRYP em tampé&o acetato sem o tratamento prévio em
KOH (curva vermelha da Figura 42), conclui-se que o tratamento em meio alcalino foi
crucial para a melhorar a resposta voltamétrica para a TRYP. Sem o tratamento em
KOH, praticamente nao foi observada resposta voltamétrica para a TRYP (curva
vermelha da Figura 42).

Na literatura ndo foram encontrados trabalhos que discutam o efeito da
ciclagem de potenciais em meio alcalino para filmes poliméricos de fenotiazinas.
Entretanto, para polipirrol, existe um consideravel niumero de trabalhos descritos,
conforme mencionado anteriormente. Eom et al. (EOM et al., 2019) observaram uma

melhora na resposta voltamétrica para a dopamina utilizando filmes de polipirrol
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previamente submetidos a varreduras de potencial em NaOH 0,1 mol L-1. Segundo os
autores, o tratamento em meio alcalino resultou na formacdo de grande numero de
grupos carboxilicos e carbonila, promovendo interagfes eletrostaticas entre o filme de
polipirrol negativamente carregado e a molécula de dopamina positivamente
carregada, o que melhorou a resposta voltamétrica para este analito. Devkota et al.
(DEVKOTA et al., 2018) também reportaram a superoxidacdo de um filme de polipirrol
obtida por sucessivas varreduras de potenciais em NaOH 0,05 mol L. Gao et al.
(GAO; MINXIAN; BESHEN, 1994) relataram que polipirrol tratado com NaOH 0,1 mol
Lt por ciclagem de potencial, resultou em grupos ricos em elétrons que s&o
introduzidos nas unidades de pirrol. De acordo com os autores, o0 polimero condutor é
convertido em um polimero de troca catidnica e oferece uma melhora na seletividade
de determinacéo voltamétrica para espécies catidnicas. Sasso et al. (SASSO et al.,
2013) discutiram que, embora a insercdo destes grupos funcionais oxigenados
diminua a condutividade elétrica do polipirrol, a maior densidade de carga negativa
resultante da introducdo destes grupos atrai cations para a superficie do filme. Este
efeito torna o eletrodo mais sensivel a espécies positivamente carregadas, como a
dopamina por exemplo, bem como mais seletivo, eliminando interferentes anionicos.
Portanto, uma superoxidacdo do filme de PTB de forma semelhante ao polipirrol
poderia explicar o aumento da resposta voltamétrica para a TRYP sobre os eletrodos
de GS/PTB-KOH em tampéao acetato.

O pKa relatado para a TRYP protonada € de 9,5 (GALIAN; VEGLIA; DE ROSSI,
1998). Dessa forma, no pH do tampdao acetato (~5,3), a amina primaria (que € mais
basica) da molécula de TRYP esta protonada (GALIAN; VEGLIA; DE ROSSI, 1998;
LOWMUNKHONG; UNGTHARARAK; SUTTHIVAIYAKIT, 2010). Portanto, a presenca
de grupos carregados negativamente na superficie do eletrodo pode promover a pré-
concentracdo de moléculas TRYP carregadas positivamente. E importante destacar
gue o eletrodo GS/PTB-KOH possibilitou uma melhora na resposta voltamétrica para
a TRYP tanto em solucéo de KOH (forma neutra de TRYP) quanto em tampéao acetato
(forma protonada de TRYP). Entretanto, para deteccédo da TRYP utilizando o GS/PTB-
KOH em KOH, ndo podemos considerar atracdes eletrostaticas. Nesse caso,
interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio entre o PTB e a molécula de TRYP séo mais

provaveis.
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5.2.4 Avaliacao do eletrodo GS/PTB-KOH em voltametria de onda quadrada
para determinacdo de TRYP

ApGs as investigagdes iniciais por voltametria ciclica, utilizou-se a técnica de
SWV para quantificacdo de TRYP, assim como relatado por Costa et al. (COSTA et
al., 2016). Entre as voltametrias de pulso, a SWV é a mais rapida e sensivel (DE
SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

A avaliagdo do tempo de agitacdo e os parametros da técnica de SWV foram
otimizados para obtencdo da melhor resposta em termos de intensidade da corrente
de pico e largura a meia altura dos picos voltamétricos. Os parametros otimizados
foram os seguintes: frequéncia de aplicacao do pulso de potencial (f), amplitude de
pulso de potencial (a) e incremento de potencial (AE,). A otimizacdo dos parametros
da SWV foi realizada em tampéo acetato 0,1 mol L* contendo 0,3 ymol L* de TRYP.

Inicialmente, avaliou-se o efeito de se empregar um tempo de agitacdo em
condi¢bes de potencial de circuito aberto previamente ao registro dos voltamogramas
e 0s resultados sao apresentados na Figura 47.

Figura 47 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos sem (curva preta) e com uma etapa de
pré-concentragdo (curva azul) para 0,3 pmol L* de TRYP. (B) Relacgao entre corrente de pico e tempo
de pré-concentracao (n = 3). Eletrolito de suporte: tampéo acetato 0,1 mol L* (pH 5,3), f = 80 Hz,

a =50 mV, AE =6 mV.
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Fonte: A autora (2022).
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Observou-se na Figura 47 uma diminuicdo do pico voltamétrico de TRYP
guando as medidas sao realizadas sem agitacdo. Verificou-se que 30 s de agitacéo
mecanica da solugao resulta em uma melhor repetibilidade e maior intensidade do
sinal analitico. Portanto, a agitacdo promoveu uma maior interacdo entre TRYP e
GS/PTB-KOH. A necessidade de agitacdo também foi confirmada na Parte 1 desta

tese para os filmes de PMB.

5.24.1 Otimizacéao da frequéncia de aplicacao do pulso de potencial

A Figura 48 mostra o efeito da variagcdo da frequéncia no intervalo de 20 a 120
Hz para uma solugéo contendo 0,3 umol L-*de TRYP, sendo a amplitude de pulso de
potencial fixada em 50 mV e o incremento de potencial em 6 mV.
Figura 48 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solu¢do de 0,3 ymol L't de TRYP com
variagao da frequéncia de aplicacao do pulso de potencial. (B) Relagao entre corrente de pico e

frequéncia de aplicacé@o dos pulsos de potencial (n = 3). Eletrélito de suporte: tampéo acetato
0,1 mol L (pH 5,3), a =50 mV, AE = 6 mV, 30 s de agitacao.
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Fonte: A autora (2022).

Com base nos resultados apresentados na Figura 48, a frequéncia de 80 Hz foi
selecionada para ser usada nos estudos seguintes, tendo apresentado valores de
corrente satisfatorios e perfil voltamétrico gaussiano para a oxidagdo de TRYP.

Embora maiores frequéncias tenham aumentado a intensidade do sinal, elas
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causaram uma distor¢cao significativa do perfil voltamétrico, por isso ndo foram

utilizadas.

5.24.2 Otimizac&o da amplitude de pulso de potencial

A Figura 49 apresenta os resultados obtidos para a variacdo da corrente de
pico em funcdo da amplitude de pulso de potencial de 25 a 150 mV para uma solugéo
contendo 0,3 umol L* de TRYP. Neste estudo, a frequéncia de aplicacéo do pulso de
potencial foi fixada em 80 Hz e o incremento de potencial em 6 mV.

Figura 49 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solu¢do de 0,3 ymol L't de TRYP com
variacdo da amplitude de pulso de potencial. (B) Relac&o entre corrente de pico e amplitude de pulso
(n = 3). Eletrdlito de suporte: tampéo acetato 0,1 mol L (pH 5,3), f =80 Hz, AE =6 mV,

30 s de agitacéo.
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Fonte: A autora (2022).

Com base nos resultados apresentados na Figura 49, o valor de 100 mV foi o
escolhido para as proximas etapas de otimizacdo, uma vez que maiores amplitudes

de pulso néo trouxeram incremento significativo na intensidade do pico.

5.24.3 Otimizacé&o do incremento de potencial

A Figura 50 apresenta os voltamogramas obtidos para solu¢do contendo 0,3

umol L't de TRYP com a variacdo do incremento de potencial de 1 a 8 mV, sendo a



99

frequéncia de aplicacao do pulso de potencial fixada em 80 Hz e a amplitude de pulso

de potencial em 100 mV.

Figura 50 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solu¢do de 0,3 ymol L1 de TRYP com
variacdo do incremento de potencial. (B) Relag&o entre corrente de pico e incremento de potencial
(n = 3). Eletrélito de suporte: tampao acetato 0,1 mol L (pH 5,3), f =80 Hz, a = 100 mV,

30 s de agitacéo.
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Fonte: A autora (2022).

Com base nos resultados apresentados, um incremento de varredura de 8 mV
foi selecionado, tendo apresentado valores de corrente satisfatorios e perfil
voltamétrico gaussiano para a oxidacdo de TRYP, além de fornecer uma elevada
velocidade de varredura (640 mV s1), o que possibilita andlises rapidas. A velocidade
efetiva para uma andlise por SWV é dada em fun¢éo do incremento de varredura de
potencial e a frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial (f x AES) (DE SOUZA,
MACHADO; AVACA, 2003).

5.2.5 Curvade calibracéo paraa TRYP

Utilizando os parametros otimizados para a SWV (frequéncia de aplicagdo do
pulso de potencial: 80 Hz; amplitude de pulso de potencial: 100 mV; incremento de
potencial: 8 mV e tempo de agitacdo: 30 s), foram realizados estudos para a
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construcdo da curva de calibracdo para a determinacdo de TRYP. A Figura 51

apresenta a curva de calibracao obtida a partir dos voltamogramas apresentados.

Figura 51 — (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados com eletrodos GS/PMB-KOH ap6s
sucessivas adigoes (0,05; 0,1; 0,3; 0.6 € 0,9 ymol L) de TRYP (n = 3). (B) Curva de calibracéo obtida
com GS/PMB-KOH. Eletroélito de suporte: tampao acetato 0,1 mol L (pH 5,3), f = 80 Hz, a = 100 mV,

AE =8 mV, 30 s de agitacéo.
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Fonte: A autora (2022).

Os resultados demonstraram uma faixa linear de 0,05 a 0,9 ymol L (R? =
0,983), e uma inclinagédo de 6,052 pA/umol L. O limite de deteccéo e quantificacdo
foram de 0,012 umol L e 0,039 umol L1, respectivamente. E importante destacar que
a determinacdo de TRYP nesta mesma faixa de concentracdo, para o eletrodo GS,
nao foi possivel, pois nenhum sinal foi observado. A Figura 52 apresenta a curva de
calibracéo obtida a partir dos voltamogramas apresentados para o eletrodo GS.
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Figura 52 — (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados com eletrodos GS apds sucessivas
adigoes (2,0; 3,0; 4,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 e 17,5 pmol L1) de TRYP (n = 3). (B) Curva de calibracéo
obtida com GS. Eletrélito de suporte: tampao acetato 0,1 mol Lt (pH 5,3), f = 80 Hz, a = 100 mV,
AE =8 mV, 30 s de agitacao.
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Fonte: A autora (2022).

Para o eletrodo de GS nao modificado a faixa linear alcancada foi de 3,0 a 15,0
umol Lt (R?= 0,997) e uma inclinagédo de 0,081 pA/umol L1. O limite de deteccéo e
quantificagdo foram de 0,370 ymol L* e 1,23 ymol L, respectivamente. Assim, o
desempenho analitico dos eletrodos de GS/PTB-KOH foi acentuadamente superior ao
desempenho do eletrodo de GS sem modificagdo. O desempenho analitico do
eletrodo GS/PTB-KOH foi comparado com o desempenho de outros eletrodos

descritos na literatura (Tabela 3).
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Tabela 3 — Comparacao da determinacéo eletroanalitica de TRYP para diferentes eletrodos.

— FL LD a
Eletrodo Tecnica @mol LY (umol LY Referéncia
(PRADELA-
CB-PCL/TPE amperometria 10-75,0 3,2 FILHO et al.,
2021)
(KRISHNAN;
SARASWAT
PMU/PGE DPV 0,5-40,0 0,33 HYAMMA,
2021)
MIPs/HA- XING et al
MWCNTs/Ppy- cronoamperometria 0,09-70,0 0,07 ( 2012)61 B
SG/GCE
MWCNTS- . (MENG et al.,
CS/GNP/GCE cronoamperometria 0,06-30,0 0,042 2014)
CPE-NiPC SWV 0,0025-0,020 0,00085 (-OURENGO
et al., 2022)
(COSTA et
GCE SWV 0,047-0,54 0,0008 al., 2016)
GS/PTB-KOH SWV 0,05-0,9 0,012 Este estudo

Fonte: A autora (2022).

Apesar dos trabalhos citados apresentarem maiores faixas lineares (Tabela 3),
a proposta de modificacdo descrita nesta tese se destaca pela obtencao de limites de
deteccdo baixos. Embora um limite de deteccéo inferior tenha sido encontrado para
GCE (0,8 nmol L'') (COSTA et al., 2016), estes autores relataram a necessidade de
etapas de polimento da superficie entre as medidas devido ao efeito de desativacéo
do eletrodo. No presente estudo, nao foi observado efeito de desativacéo do eletrodo
para a faixa linear estudada. Portanto, o procedimento de modifica¢do utilizado nesse
estudo pode ter contornado eventuais problemas de contaminacdo da superficie
eletrodica, aléem se apresentar como uma estratégia promissora para determinacao
de baixas concentragées de TRYP. Um LD inferior (0,85 nmol L1). também foi relatado
para um eletrodo de CPE modificado com ftalocianina de niquel (LOURENCO et al.,
2022). Comparado a este estudo, o0 sensor eletroquimico desenvolvido nesta tese tem

a vantagem de utilizar produtos quimicos e materiais de menor custo.
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5.2.6 Repetibilidade, reprodutibilidade e estabilidade de GS/PTB-KOH

ApGs avaliar a faixa linear para determinacéo de TRYP, testes de repetibilidade,
reprodutibilidade e estabilidade dos eletrodos de GS/PTB-KOH foram realizados. A
repetibilidade da resposta voltamétrica para a TRYP (0,3 ymol L'1) usando o eletrodo
de GS/PTB-KOH foi avaliada realizando dez medidas sucessivas por SWV (Figura
53).

Figura 53 — (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados para uma solugao de 0,3 ymol L de
TRYP (n = 10) GS/PTB-KOH. (B) Corrente vs. numero da medida. Eletrélito de suporte: tampé&o
acetato 0,1 mol L* (pH 5,3), f =80 Hz, a = 100 mV, AE = 8 mV, 30 s de agitacéo.
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Fonte: A autora (2022).

A Figura 53 mostra que o eletrodo de GS/PTB-KOH apresentou uma
repetibilidade satisfatoria, com um RSD de 1% (n = 10). O efeito de envenenamento
nao foi observado para esse eletrodo, visto que as correntes ndo diminuem ao longo
de sucessivas medidas. Esse resultado comprova o diferencial do eletrodo em termos
de protecéo contra contaminacao de superficie.

Para avaliar reprodutibilidade entre eletrodos, cinco eletrodos de GS/PTB-KOH
foram fabricados independentemente e os valores de corrente de pico para

0,3 ymol L* de TRYP foram registrados e apresentados na Figura 54.
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Figura 54 — (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados para uma solucdo de 0,3 ymol L1 de
TRYP (n = 3) para cinco eletrodos fabricados independentemente. (B) Corrente vs. nimero do
eletrodo (n = 3). Eletrélito de suporte: tampao acetato 0,1 mol Lt (pH 5,3), f = 80 Hz, a = 100 mV,
AE =8 mV, 30 s de agitacao.
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Fonte: A autora (2022).

Os resultados apresentados na Figura 54 indicaram correntes reprodutiveis
com um RSD de 4,0%. A estabilidade do GS/PTB foi avaliada pela resposta de
corrente de 0,3 umol L da solucdo de TRYP durante 6 dias. As curvas obtidas sdo

apresentadas na Figura 55.
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Figura 55 — (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados para 0,3 umol L* de TRYP (n = 3)

durante o estudo da estabilidade do eletrodo GS/PTB-KOH. (B) Resposta da corrente relativa vs.

numero de dias ap0s a preparacdo do eletrodo. Eletrélito de suporte: tampéo acetato 0,1 mol L*
(pH 5,3), f =80 Hz, a = 100 mV, AE = 8 mV, 30 s de agitacao.
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Fonte: A autora (2022).

De acordo com a Figura 55, observa-se que o sinal voltamétrico variou entre
95,0 e 109,3% da resposta original apds 6 dias de armazenamento. Esses resultados
demonstram que ndo houve perda significativa na eficiéncia analitica do sensor ao

longo do periodo avaliado.

5.2.7 Determinacdo de TRYP em amostras de queijo

Para avaliar a aplicabilidade do método proposto para a quantificacdo de TRYP
em amostras reais, trés amostras de queijo foram avaliadas. Para todas as amostras
analisadas, ndo foi observado o pico referente a oxidagao da triptamina, indicando que
esta espécie esta ausente na amostra ou em concentracdes abaixo da detectavel pelo
método proposto. Portanto, as amostras de queijo foram enriqguecidas com uma
concentracéo conhecida de TRYP. Esse enriquecimento teve o intuito de simular uma
concentracdo real de TRYP em queijos, que pode ser encontrada na média entre
1-46,8 mg/kg (DANIEL COLLINS et al., 2011). As amostras foram fortificadas com
0,5 umol L (9,83 mg/Kg) de TRYP de modo que, apés a diluicdo em eletrélito de
suporte, a concentracédo de TRYP na célula foi de 0,1 umol L*. O método de adicdo

de padréo foi empregado pois se mostrou eficiente para contornar o efeito de matriz



106

da amostra. As Figuras 56, 57 e 58 mostram os voltamogramas de onda quadrada e

as respectivas curvas de adicdo de padréo.

Figura 56 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdo amostra de queijo mucarela e
adic6es crescentes de 0,1 umol L* de TRYP. (B) Curva de adigédo de padrdo obtida a partir dos
voltamogramas (n = 3). Eletrélito de suporte: tampéo acetato 0,1 mol L (pH 5,3), f =80 Hz,

a =100 mV, AE = 8 mV, 30 s de agitagéo.
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Fonte: A autora (2022).

Figura 57 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solu¢do amostra de queijo parmeséo
canastra e adi¢des crescentes de 0,1 pmol L't de TRYP. (B) Curva de adi¢cao de padréo obtida a
partir dos voltamogramas (n = 3). Eletrélito de suporte: tampdao acetato 0,1 mol L! (pH 5,3),

f =80 Hz, a =100 mV, AE =8 mV, 30 s de agitacao.
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Figura 58 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdo amostra de queijo prato e
adic6es crescentes de 0,1 umol L* de TRYP. (B) Curva de adigédo de padrdo obtida a partir dos
voltamogramas (n = 3). Eletrélito de suporte: tampéo acetato 0,1 mol L (pH 5,3), f =80 Hz,

a =100 mV, AE = 8 mV, 30 s de agitacéo.
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Fonte: A autora (2022).

Os resultados destes estudos de adicdo e recuperacdo sdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados dos estudos de adicéo e recuperacdo de TRYP em amostras de queijo.

Amostra Adicionado Encontrado Recuperagao
(mmol L) (umol L2) (%)
mugcarela 0,5 0,5+ 0,008 100,0 £1,7
parmesao 0,5 0,4 £0,010 80,029
prato 0,5 0,55 = 0,009 110,0£1,6

Fonte: A autora (2022).

De acordo com a Tabela 4, observa-se que a porcentagem de recuperacéo de
TRYP variou de 80 a 110%. Esses resultados indicam que o método proposto
apresentou boa exatiddo para a determinacdo de TRYP em amostras de queijo. De
acordo com AOAC, porcentagens de recuperacao entre 80 e 110% séo satisfatérias
qguando as concentragdes do analito na amostra estdo no intervalo de 0,1 a 10 ppm
(AOAC, 2019). Além disso, 0 método apresentou uma precisdo adequada, uma vez

que os desvios padrao relativos foram sempre inferiores a 5 %. Desta forma, os
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eletrodos de GS/PTB-KOH possibilitaram a quantificacdo de TRYP em amostras de
gueijo com elevada confiabilidade, utilizando um eletrodo de baixo custo e que pode

ser preparado de maneira simples e rapida.

5.2.8 Caracterizacdo de GS/PTB-KOH por espectroscopia Raman

A técnica de espectroscopia Raman também foi empregada para a
caracterizacdo de GS, TB (cristais solidos), TB adsorvido em GS (GS/TB), GS/PTB e
GS/PTB-KOH. Para preparar o TB adsorvido em GS, um pedaco de GS foi imerso por
2 h em uma solucéo de tampéo fosfato 0,1 mol L1 (pH 7,2) contendo 0,5 mmol L de
TB. Como mencionado na Parte 1 da tese, este experimento teve como objetivo
comparar os espectros de TB na forma monomérica adsorvida e na forma
eletropolimerizada. Os espectros Raman obtidos séo apresentados na Figura 59.

Figura 59 — Espectros Raman (80 a 3500 cm) de GS (preto), TB (verde), GS/TB (cinza), GS/PTB

(vermelho), e GS/PTB-KOH (azul). (A) Ampliacédo da regido entre 400 e 520 cm (B). Foram
adquiridos espectros em trés pontos distintos para um mesmo substrato.
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Fonte: A autora (2022).

Pode-se observar a semelhanca entre os espectros Raman para TB e MB
(Parte 1 da tese), resultado de pequenas diferencas estruturais apresentadas por
esses compostos, como ja foi discutido anteriormente. De fato, as atribuicbes desses
compostos levam em consideracdo outros corantes estruturalmente relacionados
como tionina, azul do nilo, azul de metileno, azul de toluidina, vermelho neutro entre
outros (MAZEIKIENE et al., 2009, 2008; NAUJOK:; DUEVEL; CORN, 1993). A Tabela

5 mostra as principais bandas observadas para TB e MB (Parte 1 da tese).
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Tabela 5 — Atribui¢cdes das principais bandas Raman observadas para TB e MB.

Bandas

Atribuicao Referéncia
Raman (cm™) foule !
440 . . (MAZEIKIENE et al.,
MB e TB estiramento (C-S) + estiramento (C-C)anel 2008)
477 estiramento(C-S) + estiramento(C-N) + (MAZEIKIENE et al.,
B flexdo (N-H2) 2008)
496 flexdo no plano (C-C-C)anel + flexao no (MAZEIKIENE et al.,
MB plano (C-C-N)anel + flexdo no plano C-N-C 2009)
estiramento (C-C)anelt+ estiramento .
1385 ramento (C-Cana i (MAZEIKIENE et al.,
MB e TB assimeétrico (C-N-C)anel + flexdo C- 2008)
N(CHs)2 + flexdo C-N-H
flexdo no plano (C-H + estiramento N
1430 @0 10 plano (C-Hjanel + & (MAZEIKIENE et al.,
assimeétrico (C-N-C)anel +estiramento C-
MB e TB . 2008)
NH: +estiramento C-N(CHs)2
1623 estiramento (C-C)anel + flex&o (N-Hz) + (MAZEIKIENE et al.,
MB e TB estiramento assimétrico (C-N-C)anel 2008)

Fonte: A autora (2022).

O efeito de diminuicdo na intensidade das bandas de grafite (1585 e
2700 cm™) ap6s a eletropolimerizagdo, observado e discutido na Parte 1 da tese, para
PMB, também sao visualizados para os espectros de GS/PTB e GS/PTB-KOH (Figura
59A, curva vermelha e azul). Esse resultado confirma a deposicdo de um filme na
superficie do eletrodo.

Mudancas resultantes da eletropolimerizacéo (Figura 59A, curva vermelha) séo
verificadas por um aumento na intensidade nas bandas em 1430 cm™ e diminuicéo da
banda em 477 cm™. Uma vez que a banda em 477 cm™ apresenta contribuicdo de
vibracdes do grupo N-Hz (Tabela 5), diminuicdo na intensidade pode estar associada
ao processo de polimerizagdo. Além disso o aumento da banda em 1430 cm™,
também foi observado para PMB na Parte 1 da tese e pode corresponder a ligacéo
envolvendo o nitrogénio do grupo amino e o anel aroméatico (no caso do azul de
metileno, o nitrogénio do grupo amino terciario e no caso do azul de toluidina, o
nitrogénio do grupo amino primario).

N&o foram observadas mudancas significativas nos espectros apos a ciclagem
em potencial com KOH. Bandas relacionadas a grupos oxigenados devido a uma
possivel superoxidacdo ndo foram visualizadas. Mondal et al. (MONDAL;
SANGARANARAYANAN, 2016) também nao observaram presenca de bandas
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relacionadas a insercdo de novos grupos funcionais ap0s a superoxidacdo da
polianilina, as mudancas foram apenas na intensidade de algumas bandas. Segundo
0s autores, a superoxidacédo da polianilina pode ser devido apenas de mudancas

eletrOnicas, sem a formacao de novos grupos funcionais.

5.2.9 Caracterizacdo morfolégica dos eletrodos de GS/PTB-KOH

Analises morfologicas utiizando MEV e AFM foram realizadas para
caracterizacao das superficies antes e apds a modificagdo com os filmes de PTB. As
superficies GS, GS/PTB e GS/PTB-KOH analisadas por MEV sdo apresentadas na
Figura 60.

Figura 60 — Imagens de MEV de (A) GS (B) GS/PTB (C) GS/PTB-KOH. Magnificacdo de 10000x.

Fonte: A autora (2022).
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Assim como observado para os filmes de PMB, verificou-se que o crescimento
dos filmes de PTB também néo causou alteragcdes morfoldgicas em comparacao a GS
ndo modificada. Novamente, isso pode ser atribuido a pequena espessura dos filmes
de PTB, o que dificulta sua visualizagéo por MEV.

Experimentos por AFM também foram realizados nas superficies de GS/PTB e
GS/PTB-KOH (Figura 61).

Figura 61 — Imagens de AFM da GS (A,B), GS/PTB (C,D) e GS/PTB-KOH (E,F).
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Fonte: A autora (2022).
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O eletrodo GS/PTB (Figura 61C e 61D) apresentou uma superficie rugosa, o
gue confirma o recobrimento da superficie da GS pelo PMB. Apoés as varreduras de
potencial em KOH (Figura 61E e 61F) podemos observar que a superficie foi
suavizada e apresentou uma estrutura mais compacta. Eom et al. (EOM et al., 2019)
relataram o0 mesmo comportamento apos submeter filmes de polipirrol a sucessivas
varreduras de potencial em meio alcalino. Os autores discutiram que partes
fracamente ligadas na estrutura polimérica foram destacadas da superficie do
eletrodo, durante o tratamento basico, resultando em um filme de menor espessura.
Sasso et al. (SASSO et al., 2013) também relataram que a superoxidacdo reduz a
rugosidade do filme de polipirrol, afetando assim a sua porosidade. Segundo o0s
autores, mesmo que a superoxidacdo resulte em um filme menos condutor, a
diminuicdo da espessura do filme reduz a distancia entre o analito dissolvido e o
substrato condutor, favorecendo a transferéncia eletronica. Desta forma, a
superoxidacao do filme de PTB poderia ter dois efeitos benéficos para a quantificacédo
da TRYP, a intensificacdo das interacdes eletrostéticas e por ligacbes de hidrogénio
e o favorecimento da transferéncia eletronica devido a diminuicdo da espessura do
filme polimérico. O efeito combinado destes dois fatores justificaria os limites de

deteccado bastante baixos obtidos para a TRYP.

5.2.10 Avaliacdo do comportamento voltamétrico de espécies catidnicas sobre
os eletrodos de GS/PTB-KOH

Com o objetivo de investigar o efeito da etapa do tratamento em solucédo de
KOH frente a outras espécies catibnicas e assim estender a aplicacéo, o desempenho
analitico do eletrodo GS/PTB-KOH foi avaliado para dois analitos modelo: (1) procaina
(pKa 8,95) (LEI et al., 2000) em tampdao acetato pH 5,3 e (2) lidocaina (pKa 7,9)
(BERGSTROM; LUTHMAN; ARTURSSON, 2004) em tampéo fosfato pH 7,2. Apos
investigagdes iniciais por voltametria ciclica, utilizou-se a técnica de SWV para
quantificacdo de PRO e LID nos eletrodos GS ndo modificado e GS/PTB-KOH. E
importante mencionar que quando o eletrodo GS/PTB foi utilizado sem o tratamento
prévio em KOH, ndo foram observados picos de oxidacdo nos voltamogramas ciclicos

para LID e PRO, assim como foi observado nos estudos para TRYP.
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5.2.10.1 Curva de calibracao para a procaina

Utilizando os parametros otimizados para a SWV (frequéncia de aplicacao do
pulso de potencial: 100 Hz; amplitude de pulso de potencial: 50 mV; incremento de
potencial: 8 mV e tempo de agitacdo: 60 s), foram realizados estudos para a
construcéo da curva de calibracdo para a PRO (Figura 62). A Tabela 6 apresenta os

parametros analiticos obtidos a partir das curvas de calibracéo.

Figura 62 — (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados com eletrodos GS/PMB-KOH apds
sucessivas adi¢des (0,5-5,0 ymol L) de PRO (n = 3). (B) Curvas de calibracé@o obtidas com GS (e) e
GS/PTB-KOH (e). Eletrélito de suporte: tampéao acetato 0,1 mol L (pH 5,3), f = 100 Hz, a =50 mV,
AE =8 mV, 60 s de agitacéo.
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Fonte: A autora (2022).

Tabela 6 — Parametros analiticos obtidos a partir das curvas de calibragdo para procaina usando o
eletrodo GS/PTB-KOH e GS n&o modificado.

Eletrodo FL Inclinagéo ) LD LQ
(mumol L?) (MA/pmol L) (umol LY)  (pmol LY)
GS/PTB-KOH 0,5-5,0 2,53 0,998 0,011 0,038
GS 2,0-7,0 0,254 0,993 0,144 0,482

Fonte: A autora (2022).

A partir dos dados apresentados na Tabela 6 podemos observar diferentes
faixas lineares, o primeiro ponto do intervalo linear foi substancialmente inferior para

0 eletrodo GS/PTB-KOH em comparacao ao eletrodo ndo modificado. Quanto aos
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valores de sensibilidade, representados pela inclinacdo da curva analitica, foi
observado um aumento de aproximadamente 10 vezes para o eletrodo GS/PTB-KOH,
que reflete uma melhora na deteccao de procaina. Analisando o limite de deteccgéo e
quantificacdo é possivel concluir que o eletrodo GS/PTB-KOH apresentou valores
mais baixos. Assim, o desempenho analitico dos eletrodos de GS/PTB-KOH foi

acentuadamente superior ao desempenho do eletrodo de GS sem modificacao.

5.2.10.2 Curva de calibracdo para a lidocaina

Utilizando os parametros otimizados para a SWV (frequéncia de aplicacao do
pulso de potencial: 100 Hz; amplitude de pulso de potencial: 50 mV; incremento de
potencial: 8 mV e tempo de agitacdo: 15 s), foram realizados estudos para a
construcdo de uma curva de calibracdo para a lidocaina. A Figura 63 apresenta a
curva de calibracdo obtida a partir dos voltamogramas apresentados e a Tabela 7 os

parametros analiticos correspondentes.

Figura 63 — (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados com eletrodos GS/PMB-KOH apés
sucessivas adicoes (2,5-123,0 umol L1) de LID (n = 3). (B) Curvas de calibracédo obtidas com GS (e)
e GS/PTB-KOH (e). Eletrdlito de suporte: tampéo fosfato 0,1 mol L-* (pH 7,2), f = 100 Hz, a = 50 mV,

AE =8 mV, 15 s de agitacéo.
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Tabela 7 — Parametros analiticos obtidos a partir das curvas de calibracdo para lidocaina usando o
eletrodo GS/PTB-KOH e GS ndo modificado.

FL Inclinagéo ) LD LQ
Eletrodo ol (AmoILY) N (umolL?)  (umol LY
GSIPTB-KOH _ 2,5-123.0 0,226 0,996 0,130 0,450
GS 20,0-91,0 0,098 0,999 0,379 1,262

Fonte: A autora (2022).

Assim como observado para a procaina, os resultados apresentados na Tabela
7 mostraram que o eletrodo GS/PTB-KOH apresentou melhor desempenho analitico
para a LID comparado ao eletrodo ndo modificado. O eletrodo GS/PTB-KOH
apresentou maior linearidade com o primeiro ponto do intervalo linear
consideravelmente inferior comparado ao eletrodo ndo modificado, sensibilidade duas
vezes maior, além de limites de deteccéo e quantificacdo mais baixos.

Diante desses resultados, € plausivel inferir que a melhora da resposta
voltameétrica para esses analitos pode ser resultado de uma superoxidacao do filme
de PTB devido a insercao de grupos ricos em elétrons no filme de PTB. Esses grupos
poderiam pré-concentrar moléculas carregadas positivamente na superficie do
eletrodo, levando a uma melhor sensibilidade e detectabilidade. E valido mencionar
também a possibilidade de se formarem ligacdes de hidrogénio entre atomos de
oxigénio do filme de PTB superoxidado e atomos de hidrogénio do grupo amino da
procaina e lidocaina. Portanto, a abordagem descrita aqui € uma alternativa
promissora para fabricar sensores eletroquimicos baratos (descartaveis), faceis de
produzir e de alto desempenho, cujas aplicacdes podem ser estendidas a outros

analitos.



116

5.2.11 Conclusdes parciais

Na Parte 2 dessa tese, observou-se que mudancas nas solucdes eletroliticas
associadas com ciclagens potenciais afetam comportamento eletroquimico dos filmes
de PTB. Voltamogramas ciclicos revelaram maiores correntes para TRYP quando
varreduras sucessivas de potencial em uma solucdo de KOH 0,1 mol L foram
realizadas. Alteragcbes morfologicas também foram observadas apds este
procedimento. Para se adequar aos métodos de quantificacdo de TRYP em amostras
de queijo, a determinacao dessa espécie foi realizada em tampao acetato (pH 5,3). O
sensor desenvolvido apresentou um aumento na sensibilidade para determinacao de
TRYP, PRO e LID além de resultar em menores limites de deteccdo. O eletrodo
GS/PTB-KOH foi usado com éxito para quantificar TRYP em amostras queijo.
Portanto, pode-se concluir que a eletropolimerizacdo de azul de toluidina em folhas
de grafite mostrou-se como uma estratégia promissora capaz de viabilizar a
quantificacdo de TRYP de forma rapida, simples e barata utilizando um eletrodo de

baixo custo que poderia ser usado como um sensor descartavel.
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6 CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Na Parte 1 dessa tese foi desenvolvido um sensor usando folha de grafite
modificada por eletropolimerizacao do corante azul de metileno. O sensor proposto foi
aplicado para determinacdo de nitrofurantoina em amostras de urina e agua de
abastecimento e apresentou alta estabilidade e boa seletividade.

Na Parte 2 da tese, foi desenvolvido um eletrodo baseado na
eletropolimerizacdo do corante azul de toluidina em folha de grafite. O sensor
desenvolvido apresentou a aumento na sensibilidade para determinacdo de TRYP,
PRO e LID além de resultar em menores limites de deteccdo. O eletrodo foi aplicado
com sucesso para quantificar TRYP em amostras queijo.

A simplicidade, o baixo custo e a possibilidade de projetar os eletrodos GS/PMB
e GS/PTB como sensores eletroquimicos descartaveis sdo 0s principais avancgos
proporcionados por este trabalho. Além disso, o baixo custo das folhas de grafite
permite o desenvolvimento de sensores eletroquimicos modificados mesmo em
laboratorios com limitacdes de infraestrutura e de recursos financeiros.

Com base na experiéncia adquirida, e considerando a flexibilidade, leveza,
condutividade e propriedades de superficie das folhas de grafite, além do grande
namero de corantes que podem ser eletropolimerizados nas superficies dos eletrodos
(verde de metileno, tionina, vermelho neutro, entre outros), esta abordagem pode levar
a fabricacdo de varios dispositivos flexiveis e descartaveis para solucionar diferentes
problemas analiticos. Uma outra possibilidade é a replicacdo do procedimento para
desenvolvimento de biossensores descartaveis explorando também a possibilidade
de miniaturizacdo e portabilidade desses sistemas.

Os estudos desenvolvidos nesta tese permitem definir uma continuidade da
pesquisa, como por exemplo, caracterizacdo do material obtido por XPS para avaliar
presenca de oxigénio apds a superoxidacdo e por espectroscopia de impedancia
eletroquimica que fornece informagdes sobre a resisténcia a transferéncia de carga

dos eletrodos modificados.
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