Universidade
Estadual de LondRrina

ANA PAULA PIRES EISELE

DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR VOLTAMETRICO
BASEADO EM POLISSACARIDEO CARBOXIMETILADO E
CARBON BLACK NANOESTRUTURADO PARA A
DETERMINACAO SIMULTANEA DE COMPOSTOS
FENOLICOS

Londrina
2018



ANA PAULA PIRES EISELE

DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR VOLTAMETRICO
BASEADO EM POLISSACARIDEO CARBOXIMETILADO E
CARBON BLACK NANOESTRUTURADO PARA A
DETERMINACAO SIMULTANEA DE COMPOSTOS
FENOLICOS

Dissertacao apresentada ao Departamento de
Quimica da Universidade Estadual de Londrina,
como requisito parcial a obtencédo do titulo de
Mestre em Quimica.

Orientadora; Profa. Dra. Elen Julciléia Roméao
Sartori Braz

Londrina
2018



ANA PAULA PIRES EISELE

DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR VOLTAMETRICO BASEADO
EM POLISSACARIDEO CARBOXIMETILADO E CARBON BLACK
NANOESTRUTURADO PARA A DETERMINACAO SIMULTANEA DE
COMPOSTOS FENOLICOS

Dissertacdo apresentada ao Departamento
de Quimica da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial a obtencéo
do titulo de Mestre em Quimica.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Profa. Dra. Elen Julciléia Roméao
Sartori Braz
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Marcos Fernando de Souza Teixeira
Universidade Estadual de S&o Paulo - UNESP

Profa. Dra. Débora No6bile Clausen Peraro
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 23 de fevereiro de 2018.



Dedico este trabalho aos meus pais,
Maria e Bonifaz, por todo apoio e

incentivo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por me guiar por bons caminhos e

pelas oportunidades que me proporcionou.

A minha orientadora Prof.2 Dr.2 Elen Sartori, pela orientacéo,
amizade e carinho. Espero que este trabalho seja, talvez, uma forma de honrar seus
ensinamentos ao longo desses anos de orientagéo. Obrigada por ter acreditado em

mim, te admiro muito e serei eternamente grata!

A Prof2 Dr2 Aneli Barbosa-Dekker pelo fornecimento da
botriosferana carboximetilada e pelas discussfes que contribuiram para a realizacéo

deste trabalho.

A Prof.2 Dr.2 leda Scarminio pelo empréstimo da balanca analitica e

do banho ultrassonico.

Ao Prof. Dr. Pedro Camargo e ao doutorando Eduardo Barbosa da

USP-Sao Paulo pelas imagens por Microscopia Eletronica de Varredura.

Aos meus pais Maria e Bonifaz, e minha irma Renata, pelo apoio,

suporte e incentivo. Obrigada por tudo, amo voceés.

Aos meus companheiros do LAES: Camila Valezi, Carlos
Salamanca, Débora, Gabriel, Jaqueline, Jessica, Jodo, Louise e Max e também a
aqueles que ja passaram pelo nosso grupo: Camila Rosa, Eduardo Duarte
Guilherme, Igor Rebech, Igor Ruiz, Michely, Simone e Vitoria, pelos bons momentos
juntos, amizade e apoio. Um agradecimento especial a Camila Valezi, pelo

companheirismo e amizade nesses anos, principalmente durante este mestrado.

Aos meus amigos da graduacdo Angélica, Bruno, Carlos Bazoni,
Douglas, Jhessica, Juliana, Lissa, Mariana, Meilyn, Michele e Regina, pela parceria e

apoio durante essa etapa, sem vocés nao teria chegado até aqui.

A todos que contribuiram na execucdo deste trabalho e na minha

formacédo, meu muito obrigada.
A Cabot Corporation pelo fornecimento do Carbon Black.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior,

CAPES, pelo auxilio financeiro durante este mestrado.



“Tudo o que temos de decidir € o que
fazer com o tempo que nos é dado”
(J. R. R. Tolkien)



EISELE, Ana Paula Pires. Desenvolvimento de um sensor voltamétrico baseado
em polissacarideo carboximetilado e carbon black nanoestruturado para a
determinacdo simultanea de compostos fendlicos. 2018. 61 f. Dissertacéo
(Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Neste trabalho, uma modificagéo do eletrodo de carbono vitreo (ECV) é apresentada
pela primeira vez, utlizando o0 polissacarideo extracelular Botriosferana
carboximetilado (BCM) e carbon black nanoestruturado (CB). A combinacéo entre o
biopolimero e o nanomaterial carbonaceo mostrou melhorias nas respostas
voltamétricas de dopamina (DOP) e paracetamol (PAR) quando comparado com o
ECV sem modificagdo. A morfologia do sensor proposto foi caracterizada por
microscopia eletrbnica de varredura e a caracterizacao eletroquimica foi realizada
por voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica utilizando o par
redox [Fe(CN)s]>/[Fe(CN)e]*". Utilizando-se solucdo tampéo fosfato (pH 7,0) e
voltametria de pulso diferencial, DOP e PAR foram determinados simultaneamente
em uma faixa linear de concentracdo de 0,099 — 2,9 e 0,70 — 19 pmol L™, com
limites de deteccdo de 0,013 e 0,11 pmol L™, assim como limites de quantificacdo de
0,043 pmol L™ e 0,36 pmol L™, respectivamente. O método desenvolvido é simples,
rapido, sensivel, de relativo baixo custo e foi aplicado com sucesso na determinagao
simultanea de DOP e PAR em fluidos biolégicos e na determinacao individual destes
analitos em formulacbes farmacéuticas. Além disso, 0 sensor proposto possuli
vantagens como baixo custo do nanomaterial e a ndo toxicidade do biopolimero,
tornando a combinacéo entre BCM e CB uma alternativa viavel para a construcdo de
novos sensores e determinacdo destes analitos.

Palavras-chave: Botriosferana carboximetilada. § (1 — 3; 1 — 6)-D-glucana.
Carbon  black. Determinacdo  voltamétrica. Dopamina.
Paracetamol.
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carboximethylate polysaccharide and carbon black nanostructured for the
simultaneous determination of phenolic compounds. 2018. 61 p. Dissertacéo
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ABSTRACT

In this work, a modification of the glassy carbon electrode (GCE) is presented for the
first time, using the extracellular polysaccharide carboxymethyl botryosphaeran
(CMB) and carbon black nanostructured (CB). The combination of the biopolymer
and the carbonaceous nanomaterial showed improvements in the voltammetric
responses of dopamine (DOP) and paracetamol (PAR) when compared to
unmodified GCE. The morphology of the proposed sensor was characterized by
scanning electron microscopy and the electrochemical characterization was
performed by cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy using
the redox couple [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*". Using phosphate buffer solution (pH 7.0)
and differential pulse voltammetry, DOP and PAR were determined simultaneously in
a linear range concentration of 0.099 — 2.9 and 0.70 — 19 pmol L™, with detection
limits of 0.013 and 0.11 pmol L™, as quantification limits of 0.043 umol L™ and 0.36
umol L™, respectively. The developed method is simple, fast, sensitive, relatively
inexpensive and has been successfully applied in the simultaneous determination of
DOP and PAR in biological fluids and in the individual determination of these
analytes in pharmaceutical formulations. In addition, the proposed sensor has
advantages such as low cost nanomaterial and biopolymer nontoxic, making the
combination between CMB and CB a viable alternative for the electrode modification
and determination these analytes.

Keywords: Carboxymethylate Botryosphaeran. B (1 — 3; 1 — 6)-D-glucan. Carbon
black. Voltammetric determination. Dopamine. Paracetamol.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Eletrodos modificados constituem uma classe de eletrodos em que a
incorporacao de sustancias permite o desenvolvimento de dispositivos adequados
para varios propoésitos e aplicaces, além de melhorar o estado de superficie do
eletrodo, conduzindo a uma reducdo nos potenciais de oxidacao/ reducédo e aumento
da taxa de processo de transferéncia de elétrons (SOUZA, 1997; SHAHROKHIAN et
al., 2009). Nos ultimos anos, o desenvolvimento de eletrodos modificados vem
aumentando. Embora existam casos de modificacdes para o desenvolvimento de
eletrodos de ion seletivo, as aplicagcbes analiticas dos eletrodos modificados
envolvem em grande parte as técnicas voltamétricas e amperométricas, para a
determinacdo de ions e moléculas organicas ou inorganicas de interesse ambiental,
industrial e biologico (SOUZA, 1997). As modificacbes devem aumentar a
seletividade e/ou sensibilidade de uma determinacdo em relacdo ao eletrodo base,
justificando seu preparo.

Os materiais nanoestruturados sdo largamente empregados na
construcdo de novos sensores eletroquimicos, uma vez que tem a capacidade de
aumentar a area eletroativa do eletrodo, a condutividade, e melhorar a sensibilidade
e seletividade analitica. Na literatura, h& diversos relatos de eletrodos modificados
com materiais nanoestruturados, como nanotubos de carbono (MUSAMEH et al.,
2002; JANEGITZ et al.,, 2011; SARTORI; VICENTINI; FATIBELLO-FILHO, 2011),
grafeno (YIN et al., 2010; FAN et al., 2011), nanoparticulas metalicas (XIAO et al.,
2007; SARTORI; VICENTINI; FATIBELLO-FILHO, 2011), carbon black (DEROCO;
LOURENCAO; FATIBELLO-FILHO, 2017; SILVA; FATIBELLO-FILHO, 2017), entre
outros. Ademais, estes nanomateriais sdo muitas vezes utilizados ou imobilizados
com outros tipos de materiais a fim de garantir estabilidade de modificacdo. Na
literatura, diversos tipos de materiais imobilizantes sédo utilizados na eletroanalise,
como o surfactante dihexadecil hidrogenofosfato (DHP) (JANEGITZ et al., 2015), o
polieletrdlito hidrocloreto de polialilamina (PAH) (OLIVEIRA et al., 2013; SILVA;
VIEIRA, 2016), polimeros condutores como nafion (SANGHAVI; SRIVASTAVA,
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2011; DESAI; SRIVASTAVA, 2012), polissacarideos (CAO et al., 2008;
SHAHROKHIAN; GHALKHANI, 2010), entre outros.

1.2 POLISSACARIDEOS NATURAIS

Nos ultimos anos, a utlizacdo de polissacarideos naturais tem
atraido grande interesse pela comunidade cientifica na constru¢cdo de novas
plataformas sensoriais, pois sdo de facil aquisicdo, ndo toxicos, biodegradaveis e
aderentes a superficies sélidas (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004; EIRAS et al., 2007,
CROUZIER; BOUDOU; PICART, 2010).

Na literatura é reportado o uso de alguns destes biopolimeros em
sensores eletroquimicos, como quitosana (CAO et al., 2008; HASSAN; HABIB;
HASSAN, 2008; JANEGITZ et al., 2009), celulose (WANG; BONAKDAR; PACK,
1987; GILMARTIN; HART, 1994; FLOROU et al., 2000), e porfirana (LIMA et al.,
2016).

Inspirados por esses aspectos, os derivados carboximetilados de
quitosana e celulose foram utilizados na construcdo de novos sensores
eletroquimicos. O interesse na incorporacédo destes derivados carboximetilados em
novas plataformas de sensores se da devido a inser¢ao de grupos polares na cadeia
polimérica, o que melhora a solubilidade do biopolimero e a transferéncia de elétrons
na superficie eletrédica.

Xu e colaboradores (2006), por exemplo, desenvolveram um
biossensor amperométrico imobilizando a peroxidase de raiz forte em um eletrodo de
carbono vitreo (ECV) modificado com nanocomposito de quitosana carboximetilada
(QCM) e nanoparticulas de ouro (NPs-Au) para a quantificagdo de perdxido de
hidrogénio (XU et al., 2006). Yang e colaboradores (2013) desenvolveram um
citossensor modificando um ECV com grafeno e QCM para a quantificacdo de
células HL-60 (YANG et al., 2013), dentre outros trabalhos utilizando a QCM (WANG
et al., 2014; CHEN et al., 2016).

Utilizando a celulose carboximetilada (CCM) também séo relatados
diversos trabalhos. Lu e colaboradores (2015) modificaram um ECV com nanotubos
de carbono (NTC), montmorillonita e CCM para a quantificacdo de acido indol-3-

acético e acido salicilico (LU et al., 2015). Chang e colaboradores (2016)
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modificaram um ECV com CCM, NTC e nanotubos de haloisita para a determinacao
de &cido urico, adenina e guanina em fluidos biologicos (CHANG et al., 2016). Mais
recentemente, Piovesan e colaboradores (2017) desenvolveram um sensor
modificando a superficie de um ECV com NPs-Au estabilizadas em CCM para a
determinacdo de taninos condensados em extratos de Acasia (PIOVESAN et al.,
2017), entre outros trabalhos utilizando a CCM (BARIK et al., 2010; ARENAS et al.,
2016).

1.3 BOTRIOSFERANA

Os biopolimeros produzidos por algumas bactérias ou fungos séo
denominados polissacarideos extracelulares ou exopolissacarideos, e apresentam
vantagens frente aos outros polissacarideos naturais por apresentar processo de
extracdo e purificacdo mais simples e maior rendimento, conferindo menor custo a
producdo (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004). A botriosferana € um exopolissacarideo
do tipo B (1 — 3; 1 — 6)-D-glucana produzido pelo fungo Botryosphaeria rhodina
MAMB-05, relatada pela primeira vez por Barbosa e colaboradores (2003)
(BARBOSA et al., 2003). As propriedades da botriosferana vém sendo estudadas
desde entédo, apresentando atividades biolégicas anticancerigenas (QUEIROZ et al.,
2015), antioxidantes (GIESE et al., 2015) e hipoglicemiantes (MIRANDA-NANTES et
al.,, 2011), além de aplicacdes eletroquimicas. Franca (2007) incorporou a
botriosferana juntamente com polianilina na fabricacdo de um biofilme pela técnica
de camada por camada (do inglés layer by layer) (FRANCA, 2007). Cortes (2008)
também utilizando essa técnica desenvolveu um biossensor depositando juntamente
com botriosferana a enzima lacase, proveniente do mesmo fungo, em camadas
alternadas com policloreto de dialildimetilaménio para a determinagdo de dopamina,
utiizando ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-4cido sulfénico) como
mediador de elétrons (CORTES, 2008). Entretanto, ndo existem reportados na
literatura exemplos do uso de botriosferana carboximetilada (BCM) (Figura 1) na
construcdo de sensores.

Como observado na Figura 1, a carboximetilacdo da botriosferana
ocorre no carbono 6 e o grau de substituicdo pode variar conforme as condicdes
experimentais. A investigacdo e aplicacdo deste biopolimero no campo da

eletroandlise se fazem importante, uma vez que a quantidade de grupos polares
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ligados a cadeia polimérica confere maior sensibilidade e estabilidade em sensores
eletroquimicos, podendo também melhorar o desempenho de biossensores, pois

institui um ambiente favoravel a imobilizacdo de componentes biologicos.

Figura 1 — Representagao estrutural da botriosferana carboximetilada.
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Fonte: o préprio autor.

1.4 CARBON BLACK

Diversos tipos de eletrodo base s&o utilizados na eletroanalise,
destacando-se o ECV devido a boa condutividade elétrica, estabilidade térmica,
facilidade de modificacdo, biocompatibilidade e robustez, entretanto, este eletrodo
tem pouca sensibilidade e seletividade quando utilizado na determinacdo de alguns
analitos de interesse clinico e ambiental (MALEKI et al., 1998). Para superar esse
inconveniente, emprega-se modificacdo quimica deste tipo de eletrodo com
materiais carbonaceos nanoestruturados, resultando num dispositivo com melhor
relacdo sinal-ruido e transferéncia rapida de elétrons (WU; FEI; HU, 2003;
ALOTHMAN et al., 2010; MADRAKIAN; HAGHSHENAS; AFKHAMI, 2014).

O carbon black (CB) é um nanomaterial carbonaceo, com cerca de
90% da producao destinada a industria da borracha (DONNET; BANSAL; WANG,
1993), entretanto, outras aplicacbes do CB sdo encontradas na literatura, seja
utilizado como adsorvente (PRETE; OLIVEIRA; TARLEY, 2017), na fabricacdo de

baterias (ALCANTARA et al., 2001) ou na eletroanalise, de forma analoga aos NTCs,
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pois apresenta boas caracteristicas eletroquimicas e baixo custo quando comparado
com outros materiais carbonaceos comumente utilizados na eletroanalise como
grafite, grafeno e NTC, apresentando caracteristicas semelhantes ou até superiores
aos mesmos (CINTI et al., 2015).

A partir de 2010, o uso de CB ganhou notoriedade na construgcao de
novos sensores, sendo utilizado para a modificagéo de eletrodos a base de carbono
e empregado como eletrodo de trabalho na deteccéo e/ou quantificacdo de diversas
espécies quimicas, como ions mercurio (II) (CINTI et al.,, 2016b), compostos
fendlicos (TALARICO et al., 2015b), poluentes organofosforados (CINTI et al.,
2016a), proteinas heme (SUPRUN et al.,, 2012), NADH (ZANARDI et al., 2015),
fosfato (TALARICO et al.,, 2015a), farmacos (SILVA; FATIBELLO-FILHO, 2017;
WONG; SANTOS; FATIBELLO-FILHO, 2018), pesticidas (DEROCO; LOURENCAO;
FATIBELLO-FILHO, 2017), além de utilizados no desenvolvimento de biossensores
(PORTACCIO et al., 2013; ARDUINI et al., 2015).

Em 2015, Vicentini e colaboradores, avaliaram trés diferentes tipos
de CB, realizando caracterizacao fisica, morfolégica e eletroquimica, como potencial
modificador frente a diferentes analitos. Os sensores fabricados indicaram que
dentre os diferentes CB analisados, o Vulcan XC72R (VXC72R) apresentou
melhores propriedades eletroquimicas além de melhor recobrimento de superficie,
aumento na magnitude do sinal analitico e estabilidade (VICENTINI et al., 2015).
Nesse sentido, BCM pode ser incorporado no filme de CB para o desenvolvimento
de uma nova arquitetura de sensor eletroquimico com propriedades eletroquimicas
melhoradas, visto que ndo ha descrito na literatura o uso de BCM para esse

propésito.

1.5 CoMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos representam uma importante classe de
compostos quimicos presentes em diversos produtos naturais, poluentes industriais,
medicamentos e também no organismo humano. Por esse motivo, esses compostos
sao muito estudados, seja em funcdo de suas propriedades ou na determinacdo dos
mesmos em diferentes matrizes.

Dopamina (DOP) (Figura 2a) € uma catecolamina que atua como um

neurotransmissor central importante relacionado a regulacdo do movimento. A
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diminuicdo da concentracdo de DOP no organismo pode desencadear, dentre outras
doencas, a de Parkinson e, ao contrario, uma sobredosagem pode causar aumento
da frequéncia cardiaca e pressao arterial (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996).
Paracetamol (PAR) (Figura 2b), também conhecido como
acetaminofeno, é um farmaco com propriedades analgésicas amplamente utilizado
pela populacédo, vendido sem prescricdo médica e de baixo custo, se torna uma
alternativa a pacientes portadores da doenca de Parkinson para o alivio da dor
cronica causada pela perda de controle da funcdo motora. Além disso, altos niveis
de PAR no organismo podem desencadear doencas hepéaticas (HARDMAN;
LIMBIRD; GILMAN, 1996). Sendo assim, os niveis de DOP e PAR podem ser
determinados e monitorados em pacientes portadores desta doenca, para um
controle clinico dos niveis desses analitos no organismo. Neste contexto, é
importante desenvolver métodos sensiveis, seletivos e rapidos para a determinagao
simultanea de DOP e PAR, além de verificar se um analito ndo interfere na

determinacao do outro, quantificando esses analitos individualmente.

Figura 2 — Férmula estrutural de (a) DOP e (b) PAR.

Jo O

Fonte: o préprio autor.

1.6 DETERMINACAO ELETROANALITICA DE DOP E PAR

Os meétodos oficiais descritos para a determinacdo de DOP e PAR
individualmente, envolvem o uso de espectrofotometria (UNITED STATES
PHARMACOPOEIAL CONVENTION, 2007; BRITISH PHARMACOPOEIA
COMMISSION, 2009; BRASIL, 2010), além disso, outros métodos séo relatados na
literatura para a determinacéo destes analitos como cromatografia (KNOX; JURAND,
1977, FOTOPOULOU; IOANNOU, 2002), fluorimetria (WANG; SUN; TANG, 2002;
LLORENT-MARTINEZ et al., 2007), eletroforese capilar (OLEFIROWICZ; EWING,
1990; HEITMEIER; BLASCHKE, 1999) e os métodos eletroanaliticos (KEELEY et al.,
2012; CHEEMALAPATI et al., 2013).
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A necessidade de se desenvolver métodos mais simples, rapidos e
ambientalmente amigéveis, colocam os métodos eletroanaliticos frente as técnicas
comumente utilizadas como cromatografia e espectrofotometria, uma vez que
oferecem como vantagens o baixo custo de instrumentacdo, menor consumo de
reagentes, uso de reagentes de menor toxicidade, menor tempo de analise,
possibilidade de determinacdo de mudltiplos analitos simultaneamente, além de
fornecer limites de deteccéo (LD) extremamente baixos, tornando-se uma alternativa
viavel para a utilizacdo em analises clinicas ou no controle de qualidade nas
industrias (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

Nesse caso, as interessantes vantagens apresentadas pelas
técnicas eletroanaliticas aliadas aos eletrodos modificados com materiais
nanoestruturados e polissacarideos naturais podem ser empregadas para a
determinacdo simultanea de DOP e PAR em diferentes matrizes, melhorando a
sensibilidade, diminuindo o LD e eliminando etapas de preparo da amostra (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).

Existem alguns métodos eletroanaliticos reportados na literatura que
utilizam eletrodos modificados para a determinagdo simultdnea de DOP e PAR,
destacando as suas vantagens frente a outros métodos analiticos comumente
empregados para essa finalidade. Alothman e colaboradores (2010) desenvolveram
um sensor modificando o ECV com nanotubos de carbono de mdltiplas paredes
(NTCMP) funcionalizados para a determinagédo simultanea de DOP e PAR em
formulacdes farmacéuticas e soro humano (ALOTHMAN et al., 2010).

Cheemalapati e colaboradores (2013) desenvolveram um sensor
para a determinagdo simultdnea de DOP e PAR em formula¢cbes farmacéuticas e
urina, modificando a superficie de um ECV com nanocompdésito de NTCMP e Oxido
de grafeno (OG) (CHEEMALAPATI et al., 2013).

Keeley e colaboradores (2012) empregaram um filme fino de
carbono pirolitico (FCPi) para a determinacdo de DOP e PAR em soro humano e
formulagdes farmacéuticas simultaneamente (KEELEY et al., 2012).

Um eletrodo de carbono ceramico (ECC) modificado com nanotubos
de carbono de parede simples (NTCPS) foi desenvolvido por Habibi, Jahanbakhshi e
Pournaghi-Azar (2011), sendo aplicado na determinacdo simultanea de DOP e PAR
em formulagbes farmacéuticas (HABIBI; JAHANBAKHSHI; POURNAGHI-AZAR,
2011).
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Kutluay e Aslanoglu (2014) desenvolveram um sensor eletroquimico
modificando um ECV com NTCMP funcionalizados com nanoparticulas de cobalto
(NPs-Co) e empregaram na determinacdo simultanea de DOP e PAR em amostras
bioldgicas e comerciais (KUTLUAY; ASLANOGLU, 2014).

Gholivand e Amiri (2012) modificaram um eletrodo de ouro (EAu)
com filme de polipirrol oxidado (PPO) e azofloxina (AZ) para a determinacao de DOP
e PAR em soro humano e formulacfes farmacéuticas (GHOLIVAND; AMIRI, 2012).

Baccarin e colaboradores (2017) empregaram um sensor
desenvolvido a partir da modificacdo de superficie do ECV com compdsito de oxido
de grafeno reduzido (OGR), CB e Quitosana (Qui) para a determinacdo simultanea
de DOP e PAR em urina (BACCARIN et al., 2017).

Kannan e Sevvel (2017) determinaram DOP e PAR simultaneamente
em amostras comerciais utilizando um sensor baseado na modificagdo de um ECV
com poli-4-amino-6-hidroxi-2-mercaptopirimidina (Poli-AHM) (KANNAN; SEVVEL,
2017).

Devaraj e colaboradores (2016) desenvolveram uma modificacdo
para o ECV com NTCMP e nanoparticulas de Cu/Cu,0 estabilizadas em acido oleico
para a determinacdo de DOP e PAR em formulacfes farmacéuticas (DEVARAJ et
al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver uma modificagdo para o ECV utilizando a BCM em
conjunto com o CB.

Empregar o sensor proposto no desenvolvimento de um
procedimento voltamétrico para a determinagdo simultanea de DOP e PAR.

Determinar os niveis de DOP e PAR em fluidos biolégicos e

amostras farmacéuticas empregando o sensor e o procedimento proposto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Empregar a voltametria ciclica (VC) para estudos exploratérios do
comportamento voltamétrico de DOP e PAR em diferentes condigfes.

Estudar a influéncia das concentracdes da dispersdao de CB e
solucéo de BCM na resposta de DOP e PAR.

Caracterizar o0 sensor proposto eletroquimicamente e por
microscopia eletronica de varredura.

Avaliar o sensor proposto como eletrodo de trabalho para a
determinacao de DOP e PAR simultaneamente, comparando-o com outros eletrodos
a base de carbono relatados na literatura.

Investigar o melhor valor de pH e o melhor eletrélito suporte para a
determinacao de DOP e PAR.

Empregar VC para caracterizar o tipo de processo predominante na
reacao eletroquimica.

Avaliar as técnicas voltamétricas de pulso diferencial e de onda
quadrada para a construcdo de curvas analiticas para a determinacdo de DOP e
PAR.

Avaliar o efeito dos possiveis interferentes presentes nas amostras
analisadas e determinar os analitos em amostras biolégicas, como urina e fluido

cerebrospinal, e formulacfes farmacéuticas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram de grau
analitico. As solucdes foram preparadas com agua ultrapura Milli-Q sistema
(Millipore®) com resistividade superior a 18 MQ cm. DOP, PAR e ferricianeto de
potdssio foram obtidos da Sigma-Aldrich. Cloreto de potassio, fosfato de potéssio
monobasico, fosfato de potassio dibasico, hidroxido de sédio, acido acético, acido
borico, acido fosférico, acido cloridrico, metanol e N, N-dimetilformamida (DMF)
foram obtidos da Anidrol. CB VXC72R foi gentiimente cedido pela Cabot
Corporation. As formulagfes farmacéuticas foram adquiridas em uma farmécia local
na cidade de Londrina, Parand, Brasil.

Os eletrdlitos suporte utilizados foram uma solucdo de cloreto de
potassio 0,1 mol L™ e uma solugédo tamp&o de fosfato. Esta Ultima é composta de
fosfato de potassio monobasico a 0,1 mol L™ com pH ajustado para 7,0 com solucéo
de fosfato de potassio dibasico a 0,1 mol L™.

O preparo das solucbes padrédo de DOP e PAR foi realizado a cada
dia de trabalho, na ordem de concentragéo 0,01 mol L™, ambos analitos dissolvidos
em eletrélito suporte utilizado (tamp&o fosfato (pH 7,0) ou KCI 0,1 mol L™). O
ferricianeto de potassio foi preparado na ordem de concentracdo 5,0 mmol L™ em
solucao de cloreto de potéssio 0,1 mol L™.

3.2 OBTENCAO DA BOTRIOSFERANA CARBOXIMETILADA

A Dbotriosferana foi obtida como descrito por Barbosa e
colaboradores (2003) com algumas modificacdes, sendo posteriormente dialisada e
liofilizada para as reacdes de carboximetilagdo (BARBOSA et al., 2003).

A carboximetilacdo do exopolissacarideo foi realizada com algumas
modificacdes do método descrito por Xu e colaboradores (2009) (XU et al., 2009).
Em uma proporcdo adequada, 1 g de botriosferana liofilizada foi suspensa em
isopropanol e mantida sob agitacdo por 15 minutos. Em seguida, uma solucdo de

hidréxido de sodio 20% (m/v) foi adicionada gota a gota, mantendo-se sob agitacao
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constante por 3 horas. Outra solu¢do contendo a mistura de acido monocloroacético,
hidréxido de sédio 20% (m/v) e isopropanol foi adicionada a reacdo, mantendo sob
agitacao constante por 1 hora. Posteriormente, uma solucdo contendo apenas acido
monocloroacético e isopropanol foi adicionada a reacdo, sendo mantida em banho
de glicerina a 60 + 2 °C por 3 horas. Ap0s esse tempo, a reacao foi interrompida,
mantendo-se a mesma em banho de gelo até atingir temperatura ambiente. Logo
apos, foi realizada a neutralizacdo da solu¢cdo com acido acético. A solucao obtida
foi precipitada com 3 volumes de metanol e posteriormente lavada com metanol 80%
(v/v), etanol 99,5% P.A., etanol 80% (v/v) e, por ultimo, éter etilico 99,8% P.A.. O
precipitado obtido foi solubilizado em &gua destilada, e a solugcédo resultante foi
dialisada contra agua destilada por 48 horas e liofilizada. Apds a obtencdo da BCM
liofilizada, a mesma foi mantida sob refrigeracdo a 4 °C. Além disso, o grau de
substituicdo dos grupos carboximetilicos na estrutura da botriosferana foi
determinado de acordo com o descrito por Tatongjai e Lumdubwong (2010), sendo
neste trabalho utilizadas BCM com graus de substituicdo iguais a 0,84 e 1,02
(TATONGJAI; LUMDUBWONG, 2010).

3.3 INSTRUMENTACAO

As andlises voltamétricas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato AutoLab PGSTAT 101 controlado pelo software NOVA
2.1.3 e as andlises impedimétricas realizadas em um potenciostato/galvanostato
pAutoLab tipo Il controlado pelo software NOVA 1.0, ambos acoplados a uma célula
eletroquimica de vidro com capacidade para 15 mL, com uma tampa de Teflon® e
encaixes para os eletrodos. Como eletrodo de referéncia foi utilizado um eletrodo de
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) e o eletrodo auxiliar utilizado foi uma placa de platina (5
mm %X 5 mm). Como eletrodo de trabalho foi utiizado um ECV com 5 mm de
diametro fabricado pela Tokay Carbon Co., Japdo. Antes do uso, o ECV foi polido
com suspensao de alumina de 0,3 mm em um pano de polimento e enxaguado com
agua ultrapura em abundancia, em seguida, o ECV foi sonicado durante 5 minutos
em etanol 99,5% P.A. e depois 5 minutos em agua ultrapura e seco em temperatura
ambiente. Posteriormente, o mesmo foi modificado com filme de BCM, filme de CB

ou filmes contendo BCM e CB, sendo o CB utilizado da forma natural.
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O pH foi medido a 25,0 + 0,5 °C usando um pHmetro ION, modelo
pHES500, empregando um eletrodo combinado de vidro com um eletrodo de
referéncia externo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™). As pesagens foram feitas utilizando-
se uma balanca analitica Shimadzu, modelo AY220, com precisédo de + 0,1 mg.

As imagens de microscopia foram obtidas utilizando um microscopio
eletronico de varredura JOEL FEG-SEM JSM 6330-F operado a 5,0 kV. As amostras
foram preparadas em uma placa de carbono vitreo, e secas sob temperatura
ambiente.

O método comparativo utilizado para a determinacdo individual de
DOP e PAR em formulacdes farmacéuticas foi a espectrofotometria, empregando-se
um espectrofotbmetro ThermoSpectronic UV-visivel, modelo Genesys, utilizando

uma célula de quartzo de 1 cm acoplada a um computador.
3.4 PREPARO DO SENSOR

A solucdo de BCM foi obtida dissolvendo-se 1,5 mg de BCM
liofilizada em 1,0 mL de agua. A dispersao de CB foi preparada adicionando-se 2,0
mg de CB em 1,0 mL de DMF e posterior sonicagdo durante 1 hora a temperatura
constante.

A modificagao do eletrodo foi entdo realizada adicionando 10 pL da
dispersdo de CB sob a superficie limpa do ECV com o auxilio de uma micropipeta,
deixando-se secar por 4 horas em temperatura ambiente. Em seguida, 20 pL da
dispersdo de BCM foi adicionada sobre a superficie do ECV modificado com CB,

deixando-se secar por 2 horas a temperatura ambiente como mostrado na Figura 3.

Figura 3 — Representacao esquematica do preparo do sensor.

4 horas 2 horas
_ _
10 pL CB (2 mg mL?) 20 pL BCM (1,5 mg mL1)

ECV CB/ECV BCM-CB/ECV

Fonte: o proprio autor.
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3.5 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

As medidas voltamétricas foram realizadas em triplicata
adicionando-se aliquotas das solucdes padrdo dos analitos a célula eletroquimica
contendo 10 mL do eletrélito suporte, em que para cada adicdo, as medidas eram
realizadas apos 30 segundos de agitacdo. Nestes experimentos foram utilizadas a
VC, voltametria de onda quadrada (VOQ) e voltametria de pulso diferencial (VPD).
Os valores de LD e de limite de quantificacdo (LQ) foram calculados de acordo com
a recomendacao da IUPAC, sendo 3 x s/ b e 10 x s/ b, respectivamente, em que s €
0 desvio padrdo de 10 medidas do branco e b o coeficiente angular da curva
analitica (LONG; WINEFORDNER, 1983).

As medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)
foram realizadas no potencial formal do par redox [Fe(CN)¢]*>" / [Fe(CN)]* de 1 Hz a
100 kHz (10 pontos por década) e com perturbacdo de 10 mV (rms), para 5,0 mmol
L™ de K3[Fe(CN)e] em 0,1 mol L™ de KCI.

3.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

O fluido cerebrospinal sintético foi preparado de acordo com a
literatura dissolvendo-se 2,1 g de NaCl, 0,07 g de KCI, 0,08 g de CaCl,, 0,2 g de
glicose, 0,4 g de NaHCOg3 e 0,002 g de uréia em um baldo volumétrico de 250 mL e
utilizado para a determinagao simultanea de PAR e DOP (TOLEDO et al., 2005). A
urina sintética foi preparada dissolvendo-se 0,73 g de NaCl, 0,40 g de KCI, 0,28 g de
CaCl,.2 H0, 0,56 g de Na,SO,4, 0,35 g de KH,PO,4, 0,25 g de NH4Cl e 6,25 g de
uréia em um baldo volumétrico de 250 mL (LAUBE; MOHR; HESSE, 2001). Em uma
célula voltamétrica contendo 10 mL de solugdo tampdo fosfato (pH 7,0) foi
adicionado 100 pL do fluido cerebrospinal sintético e urina sintética e determinadas
as concentracdes de DOP e PAR pelo método de adicao e recuperacao.

Para as determinacbes individuais de ambos analitos foram
utilizadas solucéo injetavel de DOP (5,0 mg mL™) e comprimidos contendo 750 mg
de PAR. A solucéo injetavel foi preparada diluindo-se 307 pL desta solugdo em um
baldo volumétrico calibrado de 10 mL com solugcdo tampéo fosfato (pH 7,0). Em

seguida, 15 pL da solucao preparada foi transferida para a célula voltamétrica para a
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quantificacdo. Para o PAR foram macerados 10 comprimidos e a massa referente a
um comprimido transferida a um baldo volumétrico calibrado de 10 mL, sendo
dissolvido em tampao fosfato (pH 7,0). Seguidamente, a solucdo preparada foi
diluida transferindo-se 20 pL a um baldo volumétrico de 10 mL. Por fim, 100 pL da
solucdo obtida foi transferida para a célula voltamétrica para a realizacdo das
andlises.

O método de referéncia utilizado para comparacao dos resultados foi
0 espectrofotométrico  descrito na  Farmacopeia Britanica  (BRITISH
PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2009). Para DOP, a curva analitica foi
construida em um intervalo de concentracdo de 65,3 — 262 pmol L™, sendo o analito
e a amostra farmacéutica dissolvidos em solucéo de HCI 0,1 mol L™. Para PAR, a
curva analitica foi construida em uma faixa de concentracéo de 0,66 — 2,7 pumol L™,
com o padrdao e amostra farmacéutica dissolvidos em metanol. A absorvancia foi
medida em um intervalo de 220 — 350 nm, com méaximos de absor¢cado em 279 e 248

nm para DOP e PAR, respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DOS COMPONENTES DO SENSOR NA RESPOSTA VOLTAMETRICA DE DOP E PAR

A modificagdo da superficie do ECV com CB é bem estabelecida na
literatura (DEROCO; LOURENCAO; FATIBELLO-FILHO, 2017; SILVA; FATIBELLO-
FILHO, 2017; WONG; SANTOS; FATIBELLO-FILHO, 2018). Houve necessidade do
CB ser disperso em DMF, ndo sendo possivel obter dispersdo do CB em solucéo de
BCM, pois o CB ndo apresentou boa dispersabilidade na solu¢édo do biopolimero e o
mesmo nao € soluvel em DMF. Desta forma, o sensor proposto foi construido
modificando-se a superficie do ECV primeiramente com a dispersdo de CB e em
seguida a solucdo de BCM como relatado na secéo 3.4.

A interacdo entre o CB e a BCM na construcao do eletrodo proposto
€ reportada aqui pela primeira vez. Segundo Vicentini e colaboradores (2015) a
composicdo do CB (VXC72R) € de 91,2% de carbono e 7,8% de oxigénio,
correspondente a grupos grafiticos, C =0, 0O =C - 0O e C — O (VICENTINI et al.,
2015). Tais grupos podem reagir com oS grupos carboxilicos e hidroxila da BCM,
sugerindo que a interacao entre ambos na superficie do ECV ocorre via adsorcéo e
interacbes fisicas, como ligacdo de hidrogénio. O filme formado se mostrou
aderente, homogéneo e estavel sobre a superficie do ECV.

O eletrodo proposto (BCM-CB/ECV) foi comparado com o ECV néo
modificado, com o ECV modificado apenas com CB (CB/ECV) e com o ECV
modificado apenas com BCM (BCM/ECV). O ECV modificado primeiramente com
BCM seguido do CB (CB-BCM/ECV) nao foi comparado, uma vez que a dispersao
do CB causa um bloqueio nas propriedades superficiais da BCM. A Figura 4 mostra
a comparacao realizada entre os eletrodos, indicando melhor desempenho do
sensor proposto (BCM-CB/ECV) em relacdo aos demais em termos de definicdo dos
picos, reversibilidade e intensidade de sinal analitico, especialmente para DOP,
sugerindo que a BCM desempenha papel importante na interacdo entre ambas
moléculas e a superficie do eletrodo modificado.

O significativo aumento da magnitude de corrente para a DOP
sugere provaveis interacdes eletrostaticas e interacdes do tipo ligagdo de hidrogénio

entre os grupos carboxilicos e hidroxila da BCM e os grupos hidroxila e amina da
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DOP. O mesmo nado acontece com o PAR, uma vez que em sua estrutura apenas
um grupo hidroxila esta disponivel para interacdo. Assim, a interacdo da BCM com
DOP € mais significativa do que aquela com PAR.

Analisando os voltamogramas para DOP e PAR na Figura 4, é
possivel identificar que os processos sdo quase-reversiveis, uma vez que foi
observado pico no sentido da varredura reversa com valores de AE iguais a 25 mV e
33 mV para DOP e PAR, respectivamente, utilizando o BCM-CB/ECV. Além disso,
0os potenciais de oxidacdo distintos observados entre DOP e PAR permitem a

determinacao simultdnea de ambos analitos em amostras reais.

Figura 4 — Voltamogramas ciclicos (v = 50 mV s™) obtidos da comparacéo dos
diferentes eletrodos estudados em solucdo de KCI 0,1 mol L™ contendo 192 pmol
L~ de DOP e 192 umol L™ de PAR.
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Foram realizados os estudos quanto a concentragdo das dispersdes
de CB e solucdes de BCM utilizadas para ambos analitos na ordem de concentragao
de 192 pmol L™ em KCI 0,1 mol L™, utilizando VC.

As dispersées de CB utilizadas foram de 1,0 a 3,0 mg mL™ em DMF,
sendo que a disperséo de 3,0 mg mL™ apresentou corpo de fundo, indicando que o
CB néo se dispersa totalmente nesta concentracdo. Desta forma, a dispersao de 2,0

mg mL™ foi a escolhida, pois apresentou boa dispersabilidade, repetibilidade e um
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aumento na magnitude de corrente anodica de 146% para DOP e 46,2% para PAR
em relacdo a dispersdo de 1,0 mg mL™ de CB.

As solucbes de BCM foram analisadas na faixa de concentracao de
1,0 a 2,0 mg mL™. A solucéio de 1,5 mg mL™ de BCM foi escolhida pois apresentou,
mesmo que discreto, um aumento na magnitude de corrente anddica de ambos
analitos (5,7% para DOP e 16,8% para PAR) em relac&o a solucdo de 1,0 mg mL™
de BCM. A solucdo de 2,0 mg mL™ foi descartada pois ndo apresentou melhoria em
relacdo a 1,5 mg mL™.

Adicionalmente, BCM com diferentes graus de carboximetilacdo
foram comparadas, entretanto, ndo foi observada diferenca significativa na resposta
voltamétrica dos analitos, mesmo apresentando uma diferenca de relativa
expressao, 0,84 e 1,02. Desta forma, a BCM utilizada nos estudos iniciais (0,84) foi
mantida para o restante dos experimentos, mesmo apresentando grau de

carboximetilagdo menor do que a comparada.

4.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

A Figura 5 mostra as imagens por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) obtidas para as diferentes modificacbes da superficie do ECV.
Pode-se observar na Figura 5b, em que a superficie do ECV estad modificada apenas
com a solugéo de BCM, que nado hé diferenca visual na imagem em relacéo a Figura
5a, que mostra a superficie do ECV sem nenhuma modifica¢do, indicando a provavel
formacédo de uma pelicula transparente de BCM sob a superficie do ECV. Na Figura
5c a superficie do ECV foi recoberta com a dispersdo de CB nanoestruturado,
observando-se a formacdo de uma estrutura porosa, como ja relatada em outros
trabalhos na literatura (VICENTINI et al., 2015). A Figura 4d mostra a superficie do
ECV com a modificacdo proposta e, quando comparada a superficie do ECV
modificado apenas com CB esta apresenta estruturas com aglomerados em

diferentes formatos, correspondendo a insercdo da BCM ao filme.
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Figura 5 — MEV da superficie de (a) ECV, (b) BCM/ECV, (c) CB/ECV e (d) BCM-
CB/ECV com ampliacao de 50.000x.

4.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

Definidas as melhores condi¢cdes na construcdo do sensor, foram
realizados experimentos com o ECV, BCM/ECV, CB/ECV e BCM-CB/ECV em VC
variando-se a velocidade de varredura de 5 a 100 mV s utilizando-se uma solugéo
de 5,0 mmol L™ de Ks[Fe(CN)g] em 0,1 mol L™ de KCI. Nesse estudo, observou-se
um aumento de corrente anddica e catodica conforme o aumento da velocidade de
varredura (dados ndo mostrados). Utilizando a equacdo de Randles-Sevcik
(Equacéo 1) a area eletroativa dos eletrodos foi estimada através de um grafico da

corrente de pico versus a raiz quadrada da taxa de varredura.

Ipa = 2,69 x 10°ACDY?n%¥?,*2 1)
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em que Ipa é a corrente de pico anddico (A), A é a area eletroativa (cm?), C é a
concentracéo de Ks[Fe(CN)g] (mol cm™), D é o coeficiente de difusdo de Ks[Fe(CN)g]
(7,6 x 107° cm? s!) (BARD; FAULKNER, 2001), n é o nimero de elétrons envolvidos
na reacdo e v é a velocidade de varredura (V s™).

Os valores obtidos foram 0,126 cm? 0,106 cm? 0,136 cm” e
0,129 cm? para ECV, BCM/ECV, CB/ECV e BCM-CB/ECV, respectivamente.
Embora os valores obtidos tenham sido préximos, pode-se observar que o CB/ECV
apresentou maior area eletroativa frente aos outros eletrodos, destacando as
interessantes propriedades dos nanomateriais como aumento de condutividade e
area eletroativa. Frente ao sensor proposto (BCM-CB/ECV), o CB/ECV pode ter
apresentado melhor desempenho pois ndo possui uma macromolécula em sua
superficie, contendo mais locais eletroativos expostos que facilitam a transferéncia
de elétrons frente a uma molécula inorganica, uma vez que nao ha interacdo da
mesma com a BCM como ocorre com DOP e PAR.

Um grafico de log la versus log v (dados ndo mostrados) foi
construido e as inclinacdes obtidas foram proximas ao valor tedrico para uma reacao
ideal (0,50), ECV (0,59), BCM/ECV (0,65), CB/ECV (0,53) e BCM-CB/ECV (0,63)
indicando que o processo que ocorre na superficie dos eletrodos é controlado
preferencialmente por difusdo das espécies (BARD; FAULKNER, 2001). A
separacdo de pico entre os potenciais anddico e catddico (AEp) também foi
calculada, utilizando uma velocidade de varredura de 100 mV s™* para ECV (0,183
V), BCM/ECYV (0,322 V), CB/ECV (0,107 V) e BCM-CB/ECV (0,165 V), observando-
se novamente uma melhor resposta para o eletrodo modificado apenas com CB

utilizando-se o Ksz[Fe(CN)g] como observado na Figura 6.
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Figura 6 — Voltamogramas ciclicos (v = 100 mV s™) da comparacéo dos diferentes
eletrodos estudados utilizando-se uma solucdo de 5,0 mmol L™ de Kj[Fe(CN)e] em
0,1 mol L™ de KCI.
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As andlises por EIE foram realizadas para fornecer informacdes
sobre propriedades interfaciais na superficie do ECV em relacdo a presenca de
diferentes modificadores. Os diagramas de Nyquist obtidos em um potencial
aplicado de 0,212 V para ECV, 0,213 V para BCM/ECV, 0,211 V para CB/ECV e
0,214 V para BCM-CB/ECV em solucdo de 5,0 mmol L™ de Ks[Fe(CN)¢] em 0,1 mol
L™ de KCI s&o mostrados na Figura 7. Nestes diagramas, o diametro do semicirculo
estd diretamente relacionado a resisténcia de transferéncia de elétrons (Re). A
Tabela 1 mostra os valores de Rg de cada eletrodo. Pode-se observar que o
BCM/ECV apresentou o maior semicirculo, indicando que possui maior resisténcia a
transferéncia de elétrons frente aos outros sensores, por outro lado, o CB/ECV
apresentou menor semicirculo. Esses resultados sdo concordantes com os obtidos
no estudo da area eletroativa, indicando que as propriedades da BCM nao se
aplicam a moléculas inorganicas. Além disso, a constante de taxa heterogénea

aparente (k') para cada eletrodo foi calculada de acordo com a Equacéo 2:

k’=RT/n?F? Ret AC 2)
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em que R é a constante universal dos gases, T € a temperatura termodinamica
(298,15 K), n € o numero de elétrons envolvidos na reacdo, F € a constante de
Faraday (96,485 C mol™), A é a area eletroativa de cada eletrodo em cm?e C é a
concentracéo de Ks[Fe(CN)g] em mol cm™. Comparando os resultados apresentados
na Tabela 1, O eletrodo BCM/ECV obteve menor valor de k¥ como esperado, uma
vez que a insercdo de macromoléculas na superficie do eletrodo dificulta a
transferéncia de elétrons, justificando a resposta obtida pelo eletrodo proposto frente
ao CB/ECV.

Figura 7 — Diagramas de EIE dos diferentes eletrodos estudados utilizando-se uma
solucéo de 5,0 mmol L™ de Ks[Fe(CN)g] em 0,1 mol L™ de KCI.
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Tabela 1 — Valores de R¢; € k’ obtidos por EIE

Sensor Ret (Q) k’(cm s™)

ECV 252,8 1,67 x 107
BCM/ECV 523,3 9,61 x 107
CB/ECV 39,2 9,99 x 1073

BCM-CB/ECV 126.,4 3,27 x 1073




36

4.4 ESTUDO DO PH E ELETROLITO SUPORTE

O estudo do pH foi realizado em VC utilizando-se solu¢des tampéao
fosfato em uma faixa de pH de 2,0 a 10,0 a fim de se obter as melhores condi¢des
em termos de definicdo de pico, magnitude de corrente e repetibilidade. A Figura 8
apresenta os resultados obtidos para a corrente anddica, pois a mesma apresentou
maior intensidade em relacdo a corrente catddica de DOP e PAR, sendo também
escolhida para a quantificacdo dos mesmos. Levando em consideragcédo os valores
de pKa de ambas as moléculas, 8,9 para DOP e 9,4 para PAR, é possivel observar
maiores intensidades de corrente em valores de pH maiores que 6,0 para DOP e
maiores que 7,0 para PAR, indicando que além das provaveis ligacfes de hidrogénio
formadas entre os grupos hidroxila da BCM e dos analitos, as interagdes
eletrostaticas também podem contribuir na magnitude de sinal de DOP e PAR, uma
vez que nestes valores de pH a BCM encontra-se predominantemente com cargas
negativas (COQO") enquanto os analitos encontram-se em sua forma protonada.

A maior intensidade de corrente para DOP foi obtida em pH 6,0,
enquanto que para PAR a maior corrente obtida foi em pH 9,0. Embora o melhor
resultado obtido para a DOP foi o pH 6,0, quando comparado ao PAR em pH 7,0 a
DOP ainda possui uma corrente muito maior e, levando em consideracédo o objetivo
de determinacdo simultdnea destes analitos em fluidos biolégicos, o pH 7,0 foi
escolhido. Em seguida, uma comparacéo entre o tampao Britton-Robinson e fosfato
em pH 7,0 foi realizada, obtendo melhor definicdo de pico e maior magnitude de

corrente em tampao fosfato, sendo o escolhido para o decorrer do trabalho.
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Figura 8 — Estudo do pH em tamp&o fosfato contendo 96 pmol L™ de DOP e 96
umol L™ de PAR em VC (v = 50 mV s™) utilizando o BCM-CB/ECV.
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Foram construidos graficos do potencial de pico anddico versus o pH
da solucdo para ambos analitos (Figura 9). O coeficiente angular obtido de 51
mV/pH (r = 0,9848) para DOP e 54 mV/pH (r = 0,9872) para PAR estdo préximos ao
valor esperado para sistemas Nerstianos, indicando que na reacédo de oxidacdo de

ambos analitos estao envolvidos 0 mesmo numero de prétons e elétrons.



38

Figura 9 — Estudo do pH em funcéo do potencial de pico anddico em tampé&o fosfato
contendo 96 pmol L™ de DOP e 96 pmol L™ de PAR em VC (v = 50 mV s™)

utilizando o BCM-CB/ECV.

0,6 4

0,41

E/V vs. Ag/AgCI

0,0 T

O mecanismo de oxidacdo de DOP e PAR envolve 2 prétons e 2

elétrons, como descrito em outros trabalhos na literatura (GHOLIVAND; AMIRI,
2012; EISELE et al., 2013; KUTLUAY; ASLANOGLU, 2014). DOP é oxidada em
dopamina-o-quinona e PAR em N-acetil-p-quinona imina, como pode ser observado

na Figura 10.

Figura 10 — Mecanismo proposto para a eletro-oxidacdo de (a) DOP e (b) PAR

utilizando o BCM-CB/ECV.
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4.5 ESTUDO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

O efeito da velocidade de varredura foi estudado para DOP e PAR
em uma faixa de 5 a 200 mV s, como mostrado na Figura 11. Gréficos lineares do
pico de corrente anddica versus a velocidade de varredura foram obtidos para
ambos analitos como pode ser observado na Figura 12, sugerindo um mecanismo
regido preferencialmente por adsorcdo (BARD; FAULKNER, 2001). As respectivas
equacdes sao Ipa = 15,0 + 0,90 v (r = 0,9877) para DOP e Ipa =10,4 + 0,72 v (r =
0,9880) para PAR. Ademais, a dependéncia linear entre o logaritmo do pico de
corrente anddica versus o logaritmo da velocidade de varredura indica que 0s
processos que ocorrem na superficie do sensor ndo sdo controlados por difuséo,
uma vez que os coeficientes angulares obtidos sdo diferentes do valor tedrico
esperado (0,50), sendo as respectivas equacdes log Ipa = 0,43 + 0,81 log v (r =
0,9994) para DOP e log Ipa = 0,22 + 0,86 log v (r = 0,9984) para PAR (Figura 12)
(BARD; FAULKNER, 2001).

Os resultados sugerem que as propriedades da BCM promovem
interagbes ibnicas e ligacdo de hidrogénio entre a superficie eletrédica e as
moléculas de DOP e PAR, sendo que tais interagcbes podem resultar em um
aumento da concentracdo superficial destas espécies no sensor proposto,
justificando o resultado obtido utilizando DOP e PAR, visto que quando utilizado uma
molécula inorganica que nao promove tais interacdes, como o0 Ks[Fe(CN)g], um
comportamento inverso foi observado. Além disso, utilizando o estudo da velocidade
de varredura foi possivel estimar a concentracdo de espécie adsorvida na superficie
do BCM-CB/ECV. O célculo da concentracdo de espécies adsorvidas pode ser
estimado utilizando o método de Sharp, Petersson e Edstrom (1979), por meio da
seguinte equacéo (Equacéo 3) (SHARP; PETERSSON; EDSTROM, 1979):

lpa = n®F?Alv/ 4 RT (3)

sendo, Ipa a corrente de pico anddico, A é a area eletroativa, n € o numero de
elétrons (2), F é a constante de Faraday, v é a velocidade de varredura (V s™), R é a
constante universal dos gases, T € a temperatura termodinamica (298,15 K) e [ é a
concentracdo de espécie adsorvida. Com o grafico da dependéncia da Ipa pela
variagao da v, pode-se obter os valores da concentragédo de DOP e PAR adsorvidos
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na superficie do BCM-CB/ECYV pelo coeficiente angular da reta obtida, que foram 1,9
nmol cm™ e 1,5 nmol cm™, respectivamente. Os resultados obtidos indicam que a
DOP adsorve pouco mais na superficie do sensor proposto em relacdo ao PAR,
provavelmente em decorréncia de interacdes mais efetivas entre DOP e BCM em

relacdo ao PAR, como discutido na secéo 4.1.

Figura 11 — Voltamogramas ciclicos em solu¢cdo tampao fosfato (pH 7,0) em
diferentes velocidades de varredura: (1) 5 mV s (2) 25 mV s (3) 50 mV s™%; (4)
75 mV s (5) 100 mV s7%; (6) 150 mV s™%; (7) 200 mV s™* para (a) 192 umol L™ de
DOP e (b) 192 pmol L™ de PAR utilizando o BCM-CB/ECV.
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Figura 12 — Relacéo linear entre a corrente de pico anddica versus velocidade de
varredura e do logaritmo da corrente de pico anddica versus o logaritmo da
velocidade de varredura para os voltamogramas ciclicos de (a) DOP e (b) PAR

utilizando o BCM-CB/ECV nas condi¢cdes mencionadas na Figura 11.
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4.6 DETERMINACAO SIMULTANEA DE DOP E PAR uTILIZANDO O BCM-CB/ECV

VPD e VOQ foram utilizadas para a construcao das curvas analiticas
simultdneas para DOP e PAR. Para isso, 0s parametros instrumentais das técnicas
foram estudados com o objetivo de se obter melhor definicdo de pico, intensidade de
corrente e repetibilidade entre as analises. Utilizando 48 umol L™ de DOP e 48 pmol
L™ de PAR em solucéo tampéo fosfato (pH 7,0), foram avaliados para a VPD a
amplitude de pulso (a) em uma faixa de 10 — 100 mV, sendo escolhida a amplitude
de 75 mV; a velocidade (v) em uma faixa de 3 — 12,5 mV s, obtendo-se melhor
resultado em 10 mV s™; e o tempo de modulacéo (t) em uma faixa de 3 — 10 ms,
tendo 5 ms apresentado melhor resultado.

Utilizando-se as mesmas concentracées de DOP e PAR em solucéo
tampao fosfato (pH 7,0), foram avaliados para a VOQ a frequéncia (f) em uma faixa
de 10 — 40 Hz, sendo escolhida a frequéncia de 30 Hz; a amplitude (a) em uma faixa
de 10 — 70 mV, obtendo-se melhor resultado em 60 mV; e o incremento de varredura
(AEs) em uma faixa de 1 — 4 mV, tendo 3 mV apresentado melhor resultado.

AplGs a otimizagdo, as curvas analiticas para a determinacéo
simultanea de DOP e PAR foram construidas em VPD e VOQ em uma faixa de
concentracdo de 0,099 — 2,9 pmol L™ para DOP e 0,70 — 19 pmol L™ para PAR,
como mostra a Figura 13, ndo sendo possivel a construcdo das curvas analiticas em
solugdes contendo concentracdes iguais de DOP e PAR, uma vez que a DOP em
concentracbes maiores possui intensidade de corrente anddica muito maior que
PAR.

Em VPD foi obtida uma equacao de regressao linear para DOP de
lpa / pA = 0,67 + 10,6 [c (umol L™)] (r = 0,9950) e para PAR de Ipa / pA = —0,081 +
1,08 [c (umol L™)] (r = 9995) como pode ser observado na Figura 14a. Em VOQ foi
obtida uma equacéo de regresséo linear para DOP de Ipa / pA = -0,41 + 6,86 [C
(umol L™)] (r = 0,9927) e para PAR de Ipa / uA = =1,2 + 1,83 [c (umol L™)] (r =
0,9851) como observado na Figura 14b. Com base nos resultados obtidos, pode-se
observar melhor sensibilidade para DOP em VPD e para PAR em VOQ, entretanto, a
VPD foi a técnica escolhida para a determinagdo simultdnea de DOP e PAR, pois
apresentou melhor definicdo de pico e melhor repetibilidade entre as medidas.

As repetibilidades intra- e inter-dia foram avaliadas por medidas

sucessivas, N = 10 e N = 3 (durante trés dias), respectivamente, de 1,5 pmol L™ de
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DOP e 9,7 umol L™ de PAR com baixos valores de desvio padréo relativo (DPR %),

como pode ser observado na Tabela 2, juntamente com o0s demais parametros

analiticos obtidos para a determinacédo simultanea.

Figura 13 — Voltamogramas de (a) pulso diferencial e (b) de onda quadrada obtidos
para 0,099 — 2,9 umol L™ de DOP (2 — 8) e 0,70 — 19 umol L™ de PAR (2 — 8) em
tampao fosfato (pH 7,0) utilizando o BCM-CB/ECV. Parametros da VPD: a = 75 mV,
v =10 mV s t = 5 ms. Parametros da VOQ: f = 30 Hz; a = 60 mV; AEs = 3 mV.
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Figura 14 - Curvas analiticas obtidas para a determinacdo de DOP e PAR
simultaneamente de (a) VPD e (b) VOQ em tampéo fosfato (pH 7,0) utilizando o
BCM-CB/ECV. Parametros da VPD: a = 75 mV; v = 10 mV s™%; t = 5 ms. Parametros
da VOQ:f=30Hz;a=60mV; AE; =3 mV.
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Tabela 2 — Parametros analiticos para a determinacdo simultdnea de DOP e
PAR em solucdo tampao fosfato (pH 7,0) utilizando o BCM-CB/ECV em VPD (a
=75mV;v=10mV s t =5 ms)

DOP PAR
Potencial de pico anddico(V) 0,17 0,35
Faixa linear (umol L™) 0,099-2,9 0,70-19
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9950 0,9995
Coeficiente angular (HA L pmol™) 10,6 1,08
Coeficiente linear (LA) 0,67 -0,081
LD (umol L™ 0,013 0,11
LQ (umol L™) 0,043 0,36
Repetibilidade intra-dia (DPR (%)) (N = 10) 4,1 4,5
Repetibilidade inter-dia (DPR (%)) (N=3) 5,3 6,9

Em seguida, as curvas analiticas de um analito na presenca
constante do outro foram construidas e indicam que ndo ha interferéncia de um
analito na determinacdo do outro, uma vez que os valores de DPR obtidos para o
analito mantido em concentracdo constante foram menores que 3,95%, como
observado na Figura 15.

As curvas individuais para DOP e PAR também foram construidas
(dados ndo mostrados) e para fins comparativos, todos os resultados obtidos nas
curvas simultadneas e individuais foram sumarizados na Tabela 3, destacando que
nao ha diferenca significativa entre os coeficientes angulares das curvas obtidas,

indicando que um analito ndo interfere na determinacgéo do outro.
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Figura 15 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para (a) 0,099 — 2,9 umol
L™ de DOP (2 - 8) na presenca de 2,5 umol L™ de PAR e (b) 0,68 — 19 pmol L™ de
PAR (2 — 8) na presenca de 2,5 pmol L™ de DOP em tampéo fosfato (pH 7,0)
utilizando o BCM-CB/ECV. Parametros da VPD: a=75mV;v=10mV s t=5ms.
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Tabela 3 — Parametros analiticos para a determinacdo de DOP e PAR utilizando VPD (a = 75 mV; v =10 mV s%; t = 5 ms) em
solugéo tampao fosfato (pH 7,0) utilizando o BCM-CB/ECV

Analito Faixa linear (umol L™) Equacéao de regresséo linear Coeficiente de correlacéo (r)

(a) Dados analiticos para a determinacdo de DOP e PAR individualmente

1. DOP 0,099 — 2,9 Ipa/ pA = 0,50 + 10,3 [c (umol L™)] 0,9994
2. PAR 0,70-19 lpa / pA =-0,15 + 1,07 [c (umol L™)] 0,9990
(b) Dados analiticos para a determinacdo de um analito mantendo-se constante de 2,5 pmol L™ do outro

3. DOP 0,099 -2,9 Ipa/ pA =-0,16 + 9,81 [c (umol L™)] 0,9984
4. PAR 0,68 — 19 Ipa / pA = 0,20 + 1,04 [c (umol L™)] 0,9988
(c) Dados analiticos para a determinagéo simultdnea de DOP e PAR

5. DOP 0,099 -2,9 lpa/pA = 0,67 + 10,6 [c (umol L™)] 0,9950

6. PAR 0,70 - 19 lpa / pA =-0,081 + 1,08 [c (umol L™Y)]  0,9995
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4.7 EFEITO DOS INTERFERENTES, REPETIBILIDADE DO SENSOR E ESTABILIDADE

Os possiveis interferentes na determinacdo de DOP e PAR em
fluidos biologicos e formulagbes farmacéuticas foram investigados como uréia,
amido, estearato de magnésio, glicose, &cido ascorbico, acido Urico, hidroquinona e
epinefrina para uma solucgéo contendo 1,9 pmol L™ de DOP e PAR nas proporcdes
1:10, 1:1 e 10:1 (analito:interferente) e ainda 1:1000 (DOP/PAR:acido ascorbico).
Todas as espécies investigadas, com excecdo do acido urico e epinefrina, néo
apresentaram interferéncia significativa, isto €, menor que 5%. A epinefrina
apresentou interferéncia no potencial de oxidacao de DOP, entretanto, estes analitos
apresentaram potenciais de reducéo distintos. O acido urico apresentou interferéncia
no potencial de oxidacdo do PAR, desta forma foi inviabilizada a determinacéo
simultdnea destes analitos em amostras de urina utilizando a corrente anddica.
Todavia, essa determinacdo pode ser possivel ao empregar a corrente catddica,
como pode ser visto mais adiante na se¢éo 4.9.

A repetibilidade na fabricacdo do sensor proposto foi avaliada pela
corrente obtida de 2,5 pmol L™ de DOP e PAR em trés modificacbes diferentes
utilizando solugcéao tampéo fosfato (pH 7,0). Um valor de DPR de 5,5% e 6,1% foram
obtidos para DOP e PAR, respectivamente, confirmando a reprodutibilidade na
preparacdo da modificacdo. Além disso, a estabilidade do sensor foi avaliada e o
mesmo se mostrou estavel em mais de 50 medidas, com uma diminuicdo de
corrente menor que 5,0% para ambos analitos, indicando que a modificacao

proposta € viavel para a determinacdo destes.

4.8 COMPARACAO ENTRE OS DIFERENTES SENSORES UTILIZADOS PARA A DETERMINACAO

SIMULTANEA DE DOP E PAR

O desempenho do sensor proposto foi comparado com outros
sensores desenvolvidos para a determinacédo simultanea de DOP e PAR reportados
na literatura, como mostra a Tabela 4. O sensor proposto neste trabalho se destaca
dentre os demais quando comparado seu LD, especialmente para a DOP,
apresentando um valor maior apenas do que o obtido por Devaraj e colaboradores

(2016), por outro lado, o PAR obteve valor de LD maior do que o obtido por
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Cheemalapati e colaboradores (2013), Kutluay e Aslanoglu (2014), Gholivand e
Amiri (2012) e Baccarin e colaboradores (2017) (GHOLIVAND; AMIRI, 2012;
CHEEMALAPATI et al.,, 2013; KUTLUAY; ASLANOGLU, 2014; DEVARAJ et al.,
2016; BACCARIN et al., 2017).

Cabe ressaltar, entretanto, que ndo ha relato do uso de BCM na
fabricacdo de sensores, sendo uma alternativa viavel para a sua utilizacdo na
eletroanalise quando comparada com outros polissacarideos naturais utilizados,
uma vez que sua producdo por via fermentativa é de relativo baixo custo e nao
necessita de grandes extensdes de terra ou grande quantidade de crustaceos para
sua producao, como no caso da celulose e quitosana. Ademais, o uso do CB se faz
interessante frente aos trabalhos aqui relatados, visto que grande parte utiliza
materiais carbonaceos de relativo alto custo, como OG, OGR e NTC. Deste modo, 0
uso de CB aliado a BCM se torna uma alternativa atrativa principalmente para a
determinacdo de moléculas organicas, apresentando resultados satisfatérios quando

comparado com literatura pertinente.
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Tabela 4 — Comparacéo entre diferentes sensores reportados na literatura para a determinacdo simultanea de DOP e PAR

Faixa linear (umol L™) LD (umol L™)
Sensor Referéncia
DOP PAR DOP PAR
NTCMP/ECV 3,0-200 3,0-300 0,80 0,60 (ALOTHMAN et al., 2010)
NTCMP-OG/ECV 0,20 - 400 0,50 - 400 0,022 0,047 (CHEEMALAPATI et al., 2013)
FCPi 18 - 270 15 -225 2,3 1.4 (KEELEY et al., 2012)
NTCPS/ECC 0,40 - 150 0,20-100 0,22 0,12 (HABIBI; JAHANBAKHSHI;
POURNAGHI-AZAR, 2011)
NPs-Co-NTCMP/ECV 0,050 -3,0 0,0052 -0,45 0,015 0,0010 (KUTLUAY; ASLANOGLU, 2014)
PPO-AZ/EAuU 0,10-30 0,20-100 0,050 0,080 (GHOLIVAND; AMIRI, 2012)
OGR-CB-Qui/ECV 3,2-32 2,8-19 0,20 0,053 (BACCARIN et al., 2017)
Poli-AHM/ECV 25-25 2,0-25 0,20 0,15 (KANNAN; SEVVEL, 2017)
Cu/Cu,0O-AO/NTCMP/ECV 0,020-0,16 1,0 - 143 0,0033 151 (DEVARAJ et al., 2016)
BCM-CB/ECV 0,099-2,9 0,70—-19 0,013 0,11 Este trabalho
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4.9 DETERMINACAO DE DOP E PAR EM FLUIDOS BIOLOGICOS E FORMULACOES

FARMACEUTICAS

O sensor desenvolvido foi aplicado na determinacdo de DOP e PAR
em fluido cerebrospinal e formulacdes farmacéuticas por VPD utilizando corrente
anadica. Os resultados obtidos sédo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Embora a interferéncia do &cido arico tenha inviabilizado a
determinacdo de DOP e PAR em urina, sua determinagdo pode ser realizada
utilizando a corrente catddica, uma vez que os analitos possuem, ao contrario do
acido urico, picos de reducdo. Deste modo, uma curva simultanea foi obtida para os
picos de reducdo de DOP e PAR, em uma faixa linear de concentracdo de 0,099 —
2,9 umol L™ para DOP e 0,70 — 19 pmol L™ para PAR em VPD nas mesmas
condicBes utilizadas para a obtencéo das curvas em corrente anddica. As equacdes
de regressdo linear obtidas foram Ipc / pA = 0,38 + 2,01 [c (umol L™Y)] (r = 0,9964)
para DOP e Ipc / pA = —0,042 + 0,288 [c (umol L™)] (r = 0,9996) para PAR. Mesmo
apresentando sensibilidade menor para ambos os analitos, pode-se determinar DOP
e PAR simultaneamente em urina utilizando a corrente catddica, eliminando assim a
interferéncia do acido urico no potencial de pico de PAR, como mostrado na Tabela
7.

Os resultados de recuperacéo obtidos na Tabela 5 e 7 indicam que o
sensor proposto pode ser utilizado com sucesso na determinacdo de DOP e PAR em
fluido cerebrospinal e urina, bem como, os resultados expressos na Tabela 6
indicam a viabilidade do sensor para a determinacdao de DOP e PAR em formulaces
farmacéuticas, com resultados satisfatorios quando comparados com o método de
referéncia e F calculado menor que F critico (19) (ANDERSON, 1987; BRITISH
PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2009).
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Tabela 5 — Determinacédo de DOP e PAR em fluido cerebrospinal por VPD (a = 75
mV;v=10mV s t=5ms)

. Adicionado Encontrado Recuperado
Amostra Analito 1 1
(umol L) (umol L™) (%)
A DOP 0,99 1,0 £ 0,05 101
PAR 0,99 0,95+ 0,03 96,0
5 DOP 15 1,4 +£0,05 93,3
PAR 2,5 2,4 +0,06 96,0

Tabela 6 — Determinacdo de DOP e PAR em formulacdes farmacéuticas utilizando o

sensor proposto e o método oficial

Analito Rotulado VPD Espectrofotométrico  E (%)? Feac
DOP 5,00° 4,7 £ 0,06 4,9 +0,03 4,1 4,0
PAR 750° 742 + 0,09 755 + 0,05 -1,7 3,2

2 Média de erro (%) = [100 x (VPD — espectrofotométrico/ espectrofotométrico)].”

Valor de F critico = 19 (nivel de confianca de 95 %).c mg mL™.9 mg/comprimido.

Tabela 7 — Determinagéo de DOP e PAR em urina por VPD (a = 75 mV; v = 10 mV

st t=5ms)

_ Adicionado Encontrado Recuperado
Amostra Analito 1 1
(umol L) (umol L™) (%)
A DOP 0,99 0,99 + 0,04 100
PAR 0,99 1,1+0,07 111
5 DOP 15 1,7+0,08 113

PAR 2,5 24+0,1 96,0
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5 CONCLUSOES

Um novo sensor eletroquimico para a determinacdo de DOP e PAR
foi desenvolvido com sucesso utilizando pela primeira vez a BCM em conjunto com o
CB, além disso, os resultados comprovam que esta combinacdo melhora
significativamente a resposta dos analitos quando comparado com o ECV sem
modificacdo. Os resultados obtidos demonstram a aplicabilidade do sensor e do
meétodo desenvolvido, visto que tanto a fabricacdo do sensor quanto a metodologia
proposta é simples, rapida e sensivel. Os analitos apresentaram potenciais distintos,
permitindo sua determinagdo simultanea por VPD em solucdo tampéao fosfato (pH
7,0). As curvas analiticas apresentaram boa correlagcdo entre concentracdo e
corrente, possibilitando a determinacdo simultanea de DOP e PAR em fluido
cerebrospinal e a determinacdo dos mesmos individualmente em formulagbes
farmacéuticas disponiveis no mercado utilizando a corrente anddica, além disso, a
determinacao simultanea de DOP e PAR em urina pode ser realizada utilizando a
corrente catodica. O método aqui relatado representa um procedimento alternativo
para o controle dos niveis de DOP e PAR em pacientes com a doenca de Parkinson,
assim como no controle de qualidade desses farmacos em medicamentos. Ademais,
os resultados obtidos demonstram que as propriedades da BCM podem ser
exploradas para fornecer uma interface seletiva a moléculas protonadas ou com
grupos funcionais que promovem interacdes, como o caso dos compostos fendlicos.
Deste modo, 0 sensor proposto torna-se ainda uma alternativa promissora para uma
potencial determinacdo de uma mistura quaternaria de DOP, PAR, epinefrina e
hidroguinona, uma vez que ndo observou-se interferéncia entre estes compostos em

corrente catddica, todos apresentando valores distintos de potenciais de redugéo.
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