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RESUMO

No presente trabalho foram desenvolvidos materiais mesoporosos de silica/titania
visando sua aplicacdo como sensores e biossensores eletroquimicos para compostos
fendlicos de interesse ambiental e medicinal. Os materiais obtidos foram caracterizados
por diferentes técnicas buscando avaliar suas propriedades texturais, morfoldgicas e
estruturais. O comportamento eletroquimico foi investigado por voltametria ciclica (VC)
que permitiu determinar a proporc¢éo ideal de silica/titania do suporte sintetizado. Apds a
otimizacdo do suporte, buscou-se desenvolver materiais estruturados com particulas
magnéticas e tirosinase (SiTiMPs-Ty) e, nanoparticulas de ouro previamente
estabilizadas com quitosana (SiTi30-Au). Os materiais modificados foram aplicados no
desenvolvimento de eletrodos de pasta de carbono (EPCs) para determinacdo de
compostos fenolicos, apds a otimizacdo de parametros como efeito de pH e atmosfera e,
empregados na andlise simultdnea de diferentes compostos através das técnicas de
voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ). Também
foi avaliada a resposta do eletrodo na presenca de potenciais interferentes, bem como sua
a reprodutibilidade. O EPC modificado com SiTi30-Au apresentou resposta linear para a
determinac&o simultanea de dopamina e norepinefrina na faixa de 50 a 400 umol L e os
limites de deteccdo foram determinados como 0,35 umol L e 0,57 pmol L* para
norepinefrina e dopamina, respectivamente. O EPC modificado com material SiTiMPs-
Ty também apresentou resposta linear para analise simultanea de catecol e epinefrina na
faixa de 40 a 380 umol.L™ e os limites de detecgdo foram de 3,32 umol L e 1,65 pmol
L' para catecol e epinefrina, respectivamente. A reprodutibilidade dos eletrodos
apresentou desvio padrdo relativo de 5,86% para o EPC SiTi30-Au e 6,87% para o EPC
SiTiMPs-Ty. Os EPCs de silica/titania modificados no presente trabalho apresentaram
potencialidade de aplicacdo na determinacdo simultdnea de compostos fenolicos com

altas sensibilidades, baixos limites de deteccao e boa reprodutibilidade.
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ABSTRACT

In this work silica/titania materials were synthetized by sol-gel method by using
different ratios of inorganic precursors and the obtained materials were applied as
electrochemical sensors and biosensors. The materials were characterized using different
techniques aiming to evaluate the textural, morphological and structural properties. The
electrochemical behavior of the silica/titania materials was evaluated by Cyclic
Voltammetry that allows estimating the optimum amount of titania in the resultant
material. The electrochemical behavior guided the choice for developing modified
materials containing magnetite particles (SiTiMPs-Ty) and gold nanoparticles
(SiTi30- Au). After to achieve the best electrochemical conditions of pH and the best
atmosphere, the resultant materials were applied in the development of modified carbon
paste electrodes (CPE). The SiTi30-Au CPE and SiTiMPs-Ty CPE were applied in
simultaneous electrochemical analysis of phenolic compounds by using differential pulse
voltammetry (DPV) and square wave voltammetry (SWV). It was also evaluated the
electrochemical response of these modified CPEs in interferences analysis. The modified
CPE/SiTi30-Au showed a linear response between peak current intensity and
concentrations of dopamine and norepinephrine in a range from 50 to 400 pmol L* and
its linear response was also observed in simultaneous analysis of these compounds. The
limits of detection were estimated as 0.35 umol Lt and 0.57 umol L for norepinephrine
and dopamine, respectively. The modified SiTiMPs-Ty/CPE was used for simultaneous
electrochemical determination of catechol and epinephrine presenting a linear response
in a range from 40 to 380 umol.L? and the limits of detection were 3.32 umol L for
catechol and 1.65 pmol L for epinephrine. Both electrodes presented a good
reproducibility with relative standard deviations of 5.86% and 6.87% for SiTiMPs-
Ty/CPE and SiTi30-Au/CPE, respectively. Therefore, the modified silica/titania CPEs
obtained in this work showed a good electrochemical response in electrochemical
simultaneous determination of phenolic compounds presenting low limits of detection

and great sensitivities in the presence of the studied analytes.
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1. INTRODUCAO




Sensores e biossensores eletroquimicos sdo dispositivos usados na determinagéo
seletiva de componentes de interesse ambiental e biomédico que podem oxidar ou reduzir
em diferentes potenciais*?®, destacando-se frente a outras técnicas analiticas por sua
rapida resposta, baixo custo e portabilidade. Especificamente na area de biossensores
eletroquimicos, suportes a base de silica/titania apresentam-se como interessante devido
a alta area superficial, estabilidade térmica, mecanica* e a facilidade de funcionalizacio
aferida a acidez da titania, que pode interagir por reacdes &cido-base com grupos amino
e carboxilicos presentes em biomoléculas®. Visando a incorporagdo de espécies
eletroativas, materiais mesoporosos de silica/titania sdo suportes ideais para o
desenvolvimento de eletrodos por aumentarem a velocidade do processo difusional do
analito e, a estabilidade de biocatalisadores imobilizados no poro®, mantendo ativo os

seus sitios cataliticos.

O método sol-gel é uma excelente escolha para preparar materiais de silica/titania
homogeneamente dispersos, permitindo mediante controle das condicfes de sintese,
planejar as propriedades microestruturais, como a obtencdo de materiais mesoporosos
com alta area superficial’. Além disso, o método apresenta como vantagens a
simplicidade de preparacao, alta reprodutibilidade e versatilidade a partir da modificagéo
de suportes em etapa Unica, através da incorporacdo de diferentes espécies® durante o
processo de sintese. Dessa maneira, materiais mesoporosos obtidos a partir do método

sol-gel sdo ideias para o desenvolvimento de eletrodos modificados.

Eletrodos de pasta de carbono modificados com espécies eletrocataliticas
apresentam destaque frente a eletrodos de carbono vitreo, ITO e eletrodos impressos
devido combinacdo de fatores como baixo custo, versatilidade, simplicidade de
fabricacdo e boa reprodutibilidade®!°. Materiais a base de silica sdo suportes eficientes
no desenvolvimento de EPCs, devido a estabilidade e a alta area superficial, que permitem
modificagdo com enzimas'!, particulas metalicas'!, nanoparticulas metéalicas como ouro

(NPs-Au)'?, e, recentemente, particulas magnéticas®S.

A incorporacdo de nanoparticulas de ouro em sensores e biossensores
eletroquimicos é responsavel por aumentar a velocidade de transferéncia de elétrons
produzindo dispositivos com maior sensibilidade. Um biopolimero interessante para a
estabilizacdo de NPs-Au é a quitosana, que dependendo das concentracOes utilizadas

produz dispersdes consideravelmente estaveis!*. Adicionalmente, essa macromolécula
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apresenta grupos amino podendo ser facilmente imobilizada no material silica/titania

através de interagdes acido-base®.

As particulas magnéticas destacam-se por sua eficiéncia eletrocatalitica, capaz de
aumentar o sinal e a velocidade de resposta das medidas'®. Na literatura, podem ser
encontrados sensores magnéticos obtidos a partir de materiais modificados
predominantemente por metodologia core-shell*®’, permitindo a facil funcionalizagio
das particulas mas que apresentam como desvantagem a baixa area superficial. Dessa
maneira, a incorporacdo de particulas magnéticas em uma matriz silica/titania obtida por
sol-gel possibilita a obtencdo de materiais magnéticos com alta &rea superficial e
porosidade controlada, resultando no melhor desempenho dos eletrodos e na maior

estabilidade das espécies bioldgicas incorporadas nos poros do suporte®.

Biomoléculas como DNA, anticorpos e enzimas sdao amplamente utilizados na
modificacdo de eletrodos visando aumentar a seletividade na determinacdo
eletroquimica’®!®2°, Apesar da resposta satisfatdria de dispositivos enzimaticos, a técnica
de imobilizacdo da enzima ainda € considerada passo critico na fabricacéo de eletrodos
estaveis. Na literatura, muitos trabalhos utilizam como alternativa a prévia ativagdo do
suporte, através de passos adicionais de sintese, responsaveis pela formacéo de interagdes
covalentes e estaveis com a enzima?!, porém, que resultam muitas vezes em baixa
reprodutibilidade, longo tempo de producdo e custos de sintese elevados. Considerando
as dificuldades apresentadas, materiais de silica/titinia consideram-se excelente
alternativa para imobilizacdo direta de enzimas, como exemplo a tirosinase,
apresentando-se como matriz ainda pouco explorada para esses fins e com potencialidade
no desenvolvimento de suportes para determinacéo seletiva de compostos fendlicos.

A enzima tirosinase € uma espécie capaz de catalisar de maneira eficiente e
seletiva as reagdes redox de compostos fendlicos de importante quantificacdo em analises
ambientais e biomédicas?2. Dentre os compostos fendlicos de maior interesse ambiental,
pode se destacar o catecol, amplamente usado em antissépticos, antifingicos e
antioxidantes e, potencial poluente ambiental devido a sua toxicidade quando presente
em altas concentracdes no organismo e em efluentes®. As catecolaminas, como a
dopamina, epinefrina e norepinefrina, sdo compostos fendlicos que apresentam um
esqueleto de catecol em sua estrutura, denominados neurotransmissores essenciais ao

correto funcionamento do sistema nervoso central®®. A determinagio de pequenas



concentracdes desses componentes no organismo é fundamental para o diagnostico de
patologias neuroldgicas como Parkinson e Alzheimer?®, fazendo-se importante o
desenvolvimento de métodos de quantificacdo simultanea e seletiva desses compostos em
baixas concentracoes.

Dentre as técnicas eletroanaliticas mais utilizadas para a determinacéo seletiva e
sensivel, podem-se destacar as técnicas amperométricas como a cronoampeometria2®.
Apesar da alta sensibilidade obtida, essa técnica baseia-se na aplicacdo de um potencial
fixo que impossibilita a determinacéo eletroanalitica simultdnea. Em contraste, técnicas
voltamétricas de pulso como a voltametria de pulso diferencial e a voltametria de onda
quadrada, possibilitam a quantificacio em analise simultanea®”?® decorrente da varredura
a diferentes potenciais, resultando também excelentes valores de sensibilidade devido a
eliminacdo do sinal de corrente capacitiva do sistema.

Nesse contexto, a proposta do presente trabalho foi desenvolver diferentes
suportes mesoporosos de silica/titdnia otimizando a proporcao ideal dos precursores
inorganicos através da avaliacdo do comportamento eletroquimico e das propriedades
texturais, estruturais e morfoldgicas dos materiais. Apos a determinacédo do suporte ideal,
o material silica/titania foi modificado com espécies capazes de catalisar reacfes redox
de compostos fendlicos como a enzima tirosinase, nanoparticulas de ouro e particulas
magnéticas. Os suportes modificados foram empregados no desenvolvimento de
eletrodos de pasta de carbono para determinacdo simultanea de compostos fendlicos e
neutransmissores, utilizando como técnicas de quantificacdo a voltametria de pulso
diferencial e a voltametria de onda quadrada. Através da proposta inicial, conseguiu-se
desenvolver dispositivos eletroquimicos com elevadas sensibilidades, baixos limites de

deteccdo e boa reprodutibilidade destacando-se pela facilidade de fabricacéo.



2. OBJETIVOS




2.1.0Dbjetivo Geral

Sintetizar materiais mesoporosos a base de silica/titinia para posterior
modificagdo com nanoestruturas e biomoléculas e, estudar a viabilidade da
utilizacdo dos mesmos no desenvolvimento de sensores e biossensores

eletroquimicos.

2.2.0Dbjetivos especificos

Preparar materiais mesoporosos de silica/titania mediante a metodologia sol gel;

Preparar um xerogel magnético mesoporoso de silica/titania com elevada area
superficial;

Caracterizar a estrutura e o comportamento eletroquimico dos diferentes suportes
silica/titania sintetizados;

Imobilizar nanoparticulas de ouro no material silica/titania e avaliar o
comportamento eletroguimico na determinacdo simultinea de dopamina e
norepinefrina;

Imobilizar a enzima tirosinase no xerogel magnético silica/titania e estudar o

comportamento eletroquimico na determinacéo de catecol, epinefrina e dopamina;
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3.1. Materiais de silica/titania

As propriedades semicondutoras, fotocataliticas e a reatividade quimica da titania
combinadas a excelente estabilidade térmica e mecénica da silica sdo reponsaveis pela
potencial de aplicacdo de compostos de silica/titania em diferentes campos da pesquisa
como catalise, adsorcéo e, recentemente, em determinacdes eletroanaliticas. O grau de
interacdo desses materiais assim como a homogeneidade e a dispersdo dependem
intrinsecamente da metodologia de sintese, sendo o método sol gel uma excelente
estratégia na obtencdo de xerogeis de silica/titinia homogeneamente dispersos?®.

Em sua estrutura, a interagdo silica/titania pode ser decorrente de interaces fisicas
do tipo Van der Waals ou interag@es quimicas covalentes com a formacéo de ligagGes Ti-
O-Si. Como consequéncia dessas interacdes, compostos de silica/titania covalentemente
ligados apresentam estabilidade térmica e quimica diferenciadas, denominando-se como
oxidos mistos de silica/titania. Estudos mostram que a diferenca na proporcdo dos
componentes influencia ndo somente na composi¢do quimica do composto final, mas
também no tipo de interagdo em nivel atdmico®.

Diferentes formatos de materiais a base de silica/titania t¢ém sido desenvolvidos
como particulas esféricas®?, filmes finos®, fibras e sélidos mesoporosos®. O controle da
forma, microestrutura e area especifica é fundamental para melhorar as propriedades
catatilicas, durabilidade quimica e comportamento térmico desses materiais®®. Além
disso, as propriedades texturais como area superficial e porosidade influenciam sua area
de aplicacdo, sendo de interesse eletroquimico a obtencdo de materiais mesoporosos com
altos valores de area superficial, geralmente obtidos através da metodologia sol gel.

Na literatura, alguns tipos de filmes e pds de silica/titania obtidos por sol gel tem
sido aplicados na detecgdo de peréxido de hidrogénio®, glicose® e, como mediadores de
elétrons no desenvolvimento de novos tipos de eletrodos para determinacéo eletroguimica
de NADH?®. Porém, contrastando-se com a extensa quantidade de materiais a base de
silica aplicados como suporte de eletrodos, materiais mistos de silica, como por exemplo
silica/titania ainda sdo pouco explorados em aplicagdes eletroquimicas, sendo esse um

campo promissor de aplicacao.

3.1.1. Meétodo sol gel
O processo sol gel, foi primeiramente descrito hd mais de 150 anos e continua
recebendo consideravel destaque por ser uma das maneiras mais faceis de se produzir

materiais modificados, que apresenta versatilidade em se obter materias homogéneos em
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diferentes formatos como filmes, fibras e s6lidos®’. Materiais a base de silica s30 os mais
comuns obtidos via sol gel sendo esse método também empregado na obtencgdo de 6xidos
mistos de zirconia e titania®.

O termo sol define uma disperséo estavel de particulas coloidais com dimensdes
entre 1 e 100 nm. O gel, é definido como um sistema rigido de particulas que apresenta
a fase liquida imobilizada nos seus instersticios. A agregacao dessas particulas que ocorre
entre a transicdo sol para gel depende das condi¢Ges de sintese como composigdo e
reatividade dos precursores inorganicos, natureza e concentracdo dos catalisadores, pH
do meio e processo de evaporagdo do solvente®’. Abaixo esta apresentado um esquema
das diferentes etapas ocorridas durante o processo sol gel, denominando-se como xerogel,
0 solido obtido apos a etapa de evaporacdo do solvente.

Hidrélise
=Si~-OR+H,0% Si-OH+ROH

Condensagdo
=Si-OR+HO-Si= & =Si-0-Si= + ROH

=Si-OH+HO-Si= « =Si-0-Si= + H,0

Xerogel

Figura 1. Representacao das reaces e etapas envolvidas no processo sol gel.

A reacdo de polimerizagdo envolvida no processo sol gel é dividida em duas
etapas: hidrolise do alcoxido com formacéo do silanol, seguida da policondensacéo dos
grupos silandis, formando inicialmente o sol (Figura 1). As reacdes de hidrdlise e
condensagdo ocorrem via substituicdo nucleofilica bimolecular do silicio que apresenta
cinética de reacdo lenta devido a baixa reatividade dos seus precursores alcoxisilanos.
Dessa maneira, utilizam-se no processo de sintese diferentes catalisadores acidos, basicos
e nucleofilicos a fim de acelerar a velocidade das reages envolvidas®.

O sol gel, considera-se uma das estratégias mais utilizada na obtencdo de materiais

modificados aplicados com sensores, destacado-se pela facilidade de suas condicGes



experimentais e controle das caracteristicas fisico-quimicas dos materiais sintetizados,
permitindo obtencgdo de suportes homogeneamente dispersos, com porosidade controlada
e alta area superficial. Além disso, uma de suas principais vantagens encontra-se na
possibilidade de modificacBes, através da incorporagdo de diferentes espécies3®404!
durante o processo de sintese como enzimas, espécies eletroativas e nanoparticulas
metalicas e magnéticas. Na literatura, muitos trabalhos relatam aplica¢Ges interessantes
decorrentes da encapsulagio de espécies via sol gel*>* e, alguns apresentam também a
utilizacdo de xerOgeis mesoporosos a base de silica/titAnia empregados no
desenvolvimento de eletrodos modificados de carbono ceramico e eletrodos de pasta de

carbono***®,

3.1.2. Materiais mesoporosos

Materiais mesoporosos apresentam poros na regido que corresponde de 2 a 50 nm,
de acordo com a classificacdo da IUPAC. Dentre suas diferentes aplicacfes, sé&o
amplamente empregados como suporte no desenvolvimento de eletrodos modificados e
apresentam como vantagem a facilidade de funcionalizacdo com diferentes compostos
organicos, principalmente macromoléculas como a quitosana e enzimas. Sua estrutura
favorece o transporte de cargas, um dos principais fatores limitantes no desenvolvimento
de sensores eletroquimicos. Além disso, materiais porosos apresentam rapido transporte
de massa decorrente do facil acesso aos sitios de ligacdo resultando num tempo de
resposta mais rapida“®.

Diversos trabalhos relatam interessantes aplicagdes de materiais mesoporosos no
desenvolvimento de biossensores eletroquimicos*’, aumentando a estabilidade e a
disponibilidade dos sitios ativos de componentes bioldgicos como enzimas. Grupos
aminos e tiol sdo exemplos de grupos funcionais que podem ser conectados a materiais
mesoporosos a base de silica e aplicados como sensores. Do ponto de vista eletroquimico,
essas estruturas conduzem a respostas mais sensiveis*.

Diferentes tipos de interacdo podem ser explicados para a acumulacdo do analito
no poro, como adsorcdo e difusdo. A adsor¢do é o mecanismo mais simples, porém é um
processo majoritariamente ndo seletivo. Reacgdes redox interfaciadas por processos da
adsorcdo do analito no poro podem ser predominantes na determinagdo eletroquimica de
compostos como a dopamina, acido folico e metil paration®.

Visando melhorar a eficiéncia dos processos de interacdo entre analito e eletrodo,

trabalhos recentes indicam também a tendéncia de arranjos mesoporosos ordenados
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ampliando os sitios de interacdo entre poro e analito e aumentando a seletividade na

deteccdo de alguns compostos®.

3.1.3. Materiais de silica/titania organofuncionalizados

Como relatado anteriormente, materiais mesoroporos de silica/titania obtidos
através da metodologia sol-gel de sintese podem ser facilmente organofuncionalizados,
através da encapsulacdo de espécies organicas durante o processo de sintese, ou ainda,
através da formacédo de filmes na superficie e nos poros, conhecido como método de
grafting®>®. Se por uma lado, a encapsulacdo durante o processo de sintese pode
aumentar a estabilidade de biomoléculas como enzimas, por outro lado casos especificos
relatam a inviabilidade de acesso aos sitios ativos dessas moléculas dificultando o
processo eletrocatalitico.

O método de grafting € amplamente utilizado na funcionalizagdo de materiais de
silica e silica/titania. Esse método baseia-se na formagao de um filme fino na superficie
dos material atraves do contato direto. Silicas organofuncionalizadas obtidas por grafting
sdo aplicadas em diferentes areas como no desenvolvimento de sensores eletroquimicos.
Alguns dos recobrimentos mais comuns para aplicagdes eletroquimicas sdo o
aminopropiltrimetoxisilano®?, a quitosana®? e o nafion®,

Em contraste com materiais de silica, materiais de silica/titania apresentam maior
reatividade devido a presenca dos dominios &cidos provenientes da titdnia. Essas
caracteristicas aumentam a facilidade de funcionalizago dos compostos através de uma
reacdo acido base com grupos amino provenientes de biomoléculas como a tirosinase e a
quitosana®. Tais propriedades conferidas pela adigdo da titania no material, contribuem
na facilidade de funcionalizacdo e evitam passos adicionais de sintese, como a
necessidade de incorporacdo de agentes ligantes mais reativos, por exemplo o
glutaraldeido®. Através de processos de incorporacéo direta das espécies eletrocataliticas
pode-se alcancar maior reprodutibilidade na obtencéo de materiais organofuncionalizados
obtidos por grafting, sendo a titania o componente predominantemente responsavel pela

maior reatividade dessas interacdes.

3.2. Sensores e biossensores eletroquimicos
Um sensor eletroquimico é um dispositivo analitico utilizado para detec¢do de um

analito especifico normalmente de interesse biomédico ou ambiental, tendo como um dos
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principais exemplos na atualidade a deteccdo eletroanalitica de glicose®®. Um sensor
eletroquimico tradicional, consiste num sistema contendo um eletrodo de trabalho, um
eletrodo de referéncia e um contra eletrodo, conectados a um potenciostato. Esses
sistemas sao usados para a deteccdo eletroativa de substancias que podem usualmente ser
oxidados ou reduzidos a diferentes potenciais na superficie do eletrodo de trabalho®’. A
Figura 2 apresenta uma cela eletroquimica convencional de trés eletrodos, onde a
transferéncia de corrente entre o contra eletrodo e o eletrodo de trabalho pode ser medida

através do circuito construido e conectado ao equipamento.

Eletrodo de Trabalho Eletrodo de Referéncia

Entrada para adicio de h | .

. . Eletrodo Auxiliar
Analitos I
l oo

Figura 2. Sistema eletroquimico convencional de trés eletrodos

O potencial do contra eletrodo é balanceado pelas reacdes que ocorrem na
superficie do eletrodo de trabalho. Dessa maneira, 0 revestimentos de superficies e
materiais empregados como eletrodo de trabalho tem influéncia direta na resposta
eletroquimica, sendo essa a principal area de investigacdo no desenvolvimento de
sensores eletroquimicos mais sensiveis e seletivos. O eletrodo de referéncia, por sua vez,
fornece um potencial estavel e conhecido por onde nao passa corrente, sendo o potencial
do eletrodo de trabalho medido em relacéo a essa referéncia pré estabelecida. Os eletrodos
de referéncia mais utilizados na atualidade sé&o o eletrodo de calomelado (ECS) saturado
e o eletrodo de prata-cloreto de prata (Ag/AgCI)%8.

Biossensores sdo uma classe especifica de sensores eletroquimicos que se baseiam
em um dispositivo de reconhecimento biolégico capaz de aumentar significativamente a
seletividade das reagdes redox ocorridas na interface dos eletrodos. O analito é detectado
por um bioreceptor especifico imobilizado no eletrodo de trabalho®. Tais dispositivos
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tem demonstrado na atualidade, eficiéncia no desenvolvimento de imonussensores®,
citosensores®® e aptasensores de DNA®?, considerados uma area inovadora no diagndstico
precoce de doengas.

As técnicas eletroguimicas de analise baseadas no desenvolvimento de sensores e
biossensores eletroquimicos tem se destacado nas ultimas décadas, devido a sua
facilidade de operacdo, baixos custos e simples construcdo de dispositivos. Tem se
desenvolvido diferentes dispositivos eletroquimicos como sensores amperométricos®?,
sensores de impedancia®, sensores fotoeletroquimicos® e sensores voltamétricos®® com
alta sensibilidade e seletividade. Essas respostas positivas devem-se principalmente ao
desenvolvimento de diferentes tipos de eletrodos de trabalho modificados como eletrodos
impressos, eletrodos carbono cerdmico, eletrodos de carbono vitreo, eletrodos de pasta de

carbono®"%8 entre outros.

3.3. Eletrodos quimicamente modificados

A modificacdo de diferentes tipos de eletrodos de trabalho tem sido desenvolvida
através da incorporacdo de espécies capazes de catalisar reacdes redox e aumentar a area
eletroativa dos dispositivos, como nanoparticulas metélicas®®, magnéticas™ e espécies
eletroativas sintéticas e bioldgicas™, resultando em maior sensibilidade desses
dispositivos. Além disso, modificacBes em nivel atbmico e micrométrico de suportes
com polimeros condutores, 6xido de grafeno e nanotubos de carbono tém sido
amplamente empregadas a fim de tentar melhorar a condutividade desses eletrodos’?. A
preparacdo da superficie do eletrodo é direcionada ao tipo de analito que se deseja
determinar. Dessa maneira, encontram-se na literatura alguns eletrodos modificados com
tirosinase, particulas magnéticas e nanoparticulas de ouro seletivos a oxirreducdo de
compostos fendlicos™’*. Abaixo estdo descritas as propriedades desses compostos
cataliticos bem como seus principais avancos no desenvolvimento de eletrodos

modificados.

3.3.1. Tirosinase

A modificacdo de dispositivos eletroquimicos com enzimas é utilizada na catalise
de reacgdes redox sendo capaz de aumentar o sinal de intensidade de corrente proveniente
de eletrons gerados por uma reacao redox especifica. A tirosinase (E. C. 1. 14. 18.1) ¢

uma enzima que apresenta dois atomos de cobre (1) em seu centro ativo, que formam um
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complexo com difenois e monofenois na presenca de oxigénio, atraves de mecanismo
catalitico previamente estudado e estabelecido na literatura™. O modelo eletrénico
molecular utilizado para explicar a estrutura da tirosinase estd apresentado na Figura 3,

juntamente com o mecanismo de oxidacdo de fendis na presenca da enzima.
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Figura 3. Representacdo da estrutura da tirosinase e mecanismo de oxidacao de fenois
catalisada pela enzima adaptado da referéncia75.
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Os métodos de imobilizacdo da tirosinase tém influéncia direta na biocatalise dos
compostos fendlicos, como na estabilidade e atividade eletrocatalitica dos sensores.
Podem-se utilizar diferentes estratégias de imobilizacdo como ligacdo covalente,
entrapeamento, encapsulacio e adsor¢do’®. Dessa maneira, diferentes métodos de
imobilizagéo e suportes vem sendo utilizados com sucesso no aumento da estabilidade
enzimaética da tirosinase. Como principais suportes destacam-se 0s materiais porosos de

silica’” e materiais biocompativeis como filmes poliméricos’® e particulas de magnetita®.

3.3.2. Magnetita

Nos ultimos anos observa-se um interesse crescente em aplicacdo de magnetitas
(Fes0a4) no desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos, devido as suas
propriedades eletrocataliticas e a baixa resisténcia a transferéncia de massa.
Recentemente, muitos materiais nanoestruturados contendo magnetitas vem sendo
aplicados como eletrodos de pasta de carbono®® e carbono vitreo®! para deteccio de
analitos como hormdnios e ions metalicos. Além de biocompativeis e ndo genotoxicas,
essas particulas apresentam comportamento magnético quando expostas a um campo
magnético externo. Aproveitando essa vantagem aliada ao baixo custo, particulas
magnéticas (MP) tem sido utilizadas universalmente como ferramenta de separacao e
purificacdo de &cidos nucleicos, proteinas e compostos biologicamente ativos. A
facilidade de separacdo no processo de imobilizacdo enzimatica, faz com que essas
espécies ndo percam atividade na superficie do suporte®2. Além disso, podem ser (teis em
outras aplicacfes como adsorventes e catalisadores de facil recuperacao.

As propriedades fisico-quimicas das MPs como tamanho, magnetizacdo e
morfologia da superficie sdo parametros importantes para definir a utilidade de aplicacdo
dessas particulas. Particulas pequenas de 1-10 nm apresentam superparamagnetismo,
enquanto as maiores, na ordem de micrébmetros, apresentam propriedades
ferrimagnéticas. Diferentes métodos sintéticos podem ser utilizados na obtec¢do de MPs
como microemulsdo, co-precipitacdo e metodo solvotérmico, apresentando influéncia
direta nas propriedades morfologicas da particula formada. A co-precipitacdo € um
método bastante empregado em larga escala para aplicagdes com fins bioldgicos. Esse
método baseia-se na precipitacio de cations Fe?* e Fe* em solugdo aquosa através da

adicio de uma base®®.
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Além de servir como ferramenta de separacdo universal, sensores magnéticos
apresentam respostas mais sensiveis fornecendo uma nova plataforma tecnolégica para o
desenvolvimento de biossensores. As estratégias de detec¢do baseadas em MPs oferecem
vantagens em termos de figuras analiticas de mérito, como aumento da sensibilidade,
baixos valores de limite de deteccdo (LOD), alta relacdo sinal-ruido e menor tempo de
analise comparando-se a estratégias que ndo empregam sistemas magnéticos®?. Nas
aplicacdes de deteccdo, MPs sdo usados através da aplicacdo direta do suporte marcado
ao sensor, sendo integrado nos materiais do transdutor e /ou dispersdo das MPs na
amostra. Para biossensores eletroquimicos com base em MPs, diferentes modos de
deteccdo e quantificagdo de analitos podem ser utilizados, como voltametria ciclica,
amperometria, potenciometria, eletroquimioluminescéncia e impedancia eletroquimica.
Devido a sua propriedade magnética, biocompatibilidade com anticorpos e enzimas e
facilidade de preparacdo as MPs sdo mais comumente utilizadas no desenvolvimento de
biossensores48°,

O revestimento das MPs com silica, conhecido como core-shell (Fes0s @ SiOz)
é um dos mais utilizados em biossensores uma vez que contribui para a estabilidade de
MPs e torna viavel a funcionalizacdo de ligantes na superficie de MPs. MPs sdo instaveis
quando expostas a atmosfera. O shell de silica formado pode retardar a reacdo de
oxidacdo, aumentando a estabilidade quimica e térmica das MPs, a biocompatibilidade e
a possibilidade de funcionalizacdo®. Além disso, resultados experimentais mostram MPs
inseridas a sistemas eletroquimicos podem aumentar o transporte de massa e melhorar o
acesso aos sitios ativos do material aumentando o sinal analitico e consequentemente a
sensibilidade.

Dessa maneira, diferentes compositos podem ser modificados com MPs com o
objetivo de melhorar a resposta eletroquimica. Recentemente, um nanocomposito de
nanotubos de carbono decorado com Fe3O4 @ SiO: foi sintetizado e usado para fabricar
um eletrodo de pasta de carbono (EPC) modificado para a determinacdo de acido drico.
As caracteristicas do eletrodo foram estudadas por voltametria ciclica para um EPC
modificado com MPs comparado a um EPC ndo modificado. A corrente de pico anddico
do eletrodo modificado com MPs foi 2,7 vezes maior e teve uma resposta 4,6 vezes mais
rapida. Embora ndo existam muitos trabalhos que discutam o mecanismo de influéncia de
particulas magnéticas na eletroquimica, resultados empiricos comprovam que MPs tém
estabelecido interfaces Gteis na eletrocatalise de processos redox de moléculas envolvidas

em muitas reacdes bioquimicas importantes®’.
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3.3.3. Nanoparticulas de ouro

Ao longo dos ultimos dez anos, foram feitos progressos significativos com
nanoparticulas de ouro (NPs-Au) em biologia e nanomedicina, em aplicacfes terapéuticas
e de imagem. Essas competéncias sdo baseadas em suas propriedades caracteristicas,
como propriedades oOpticas, alta area de superficie e capacidade de modificacdo. Devido
a sua estabilidade e recuperacdo em processos bioquimicos, NPs-Au sdo espécies
catalisadoras utilizadas em inimeros processos redox, possibilitando a miniaturizacéo de
dispositivos de deteccdo eletroanalitica em nanoescala e oferecendo excelentes
perspectivas para deteccdo quimica e bioldgica®.

Nanoparticulas de metais nobres sdo amplamente reconhecidos como suportes
ideais para a fabricacao de sensores eletroquimicos. Na era atual de nanotecnologia, NP-
Au possuem aplicagbes potencialmente anticancerigenas, antimicrobianas e
biodiagnosticas. Em sensores eletroquimicos, NPs-Au facilitam a amplificacdo do
reconhecimento e dos eventos de transducdo, que podem ser usados como biossensores
ultra-sensiveis para deteccdo de DNA ou proteinas. Os eletrodos de carbono vitreo vem
sendo amplamente modificados com NPs-Au aplicados como sensores eletroquimicos,
mostrando maior estabilidade e sensibilidade no desenvolvimento desses dispositivos®.

Eletrodos modificados com NPs-Au apresentam vérias vantagens como catalise
efetiva, transporte de massa rapido e grande area de superficie do sensor . O tamanho de
particula e a dispersdo entre particulas no suporte sdo caracteristicas importantes no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos que contribuem para maior area eletroativa
devido a relacdo superficie/volume. Dessa maneira, o desenvolvimento de métodos mais
recentes para o controle da sintese de NPs metalicas com diferentes formas e tamanhos
atrai a atencdo na ultima década. A concentragdo do sal, do agente redutor e a temperatura
sdo importantes parametros para determinar o tamanho das nanoparticulas®®. A agregacéo
entre as particulas também pode ser evitada utilizando agentes estabilizantes como
polimeros e compostos organicos de cadeia longa, dentre eles a quitosana®®**.

Comparados a materiais bulk, a presenca de NPs-Au é responsavel por aumentar
a velocidade de transferéncia eletronica decorrente do aumento da area eletroativa,
facilitando as reacOes redox ocorridas na interface solugcdo/eletrodo. Solucbes de sonda
redox como ferrocianeto de potassio/ferrocianato de potassio podem ser utilizadas na
caracterizacdo das propriedades de superficie de materiais modificados com NPs-Au,

através de analises eletroquimicas como a voltametria ciclica®.
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De um modo geral, NPs-Au podem ser aplicadas no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos de duas maneiras: aliadas a sistemas enzimaticos, aumentando a eficiéncia
biocatalitica desses sistemas ou, aplicadas unicamente na modificacdo de superficies,
mais conhecidos como sensores ndo enzimaticos capazes de aumentar e sensibilidade e
diminuir o limite de deteccdo dos dispositivos eletroquimicos. Devido a sua excelente
biocompatibilidade, NPs-Au sdo consideradas excelente opgdo na construcdo de

biossensores.

3.3.4. Eletrodos de pasta de carbono

Desde a sua invencdo em 1958, os eletrodos de pasta de carbono (EPCs)
significativa evolucdo, prosseguindo o progresso em eletroquimica, eletroandlise e
analise instrumental. Da mesma forma que nas décadas anteriores, EPCs continuam sendo
produzidos através de misturas feitas de po de grafite espectroscdpico, comercialmente
disponivel, e de éleos minerais ou fluidos de silicone. Além de pbé comum de grafite,
também podem ser misturados outros materiais modificados, formando pastas de carbono
mais especificas. Nas Ultimas décadas, tais investigacfes utilizam novas misturas de
materiais modificados com nanoparticulas, espécies eletroativas e espécies de
reconhecimento bioldgico capazes de aumentar a sensibilidade e a resposta eletroquimica
desses eletrodos®.

Um grande nimero de EPCs sdo aplicados com sucesso na deteccdo e
quantificacdo de espécies inorganicas, organicas ou bioldgicas como ions metalicos,
compostos fendlicos, proteinas, glicose, NADH, entre outros®*%%, Comparados a outros
tipos de eletrodo, os EPCs destacam-se por ser uma alternativa versatil e de baixo custo.

Materiais a base de silica sdo considerados excelentes suportes no
desenvolvimento de EPCs por oferecerem possibilidades de facil funcionalizacdo com
uma variedade de compostos organicos. Além disso, a preparacdo de hibridos organo
inorganicos de silica em um dnico solido combinam a estabilidade do esqueleto
inorganico com reatividade da porcéo organica, proporcionando aos EPCs modificados
maior versatibilidade e reprodutibilidade.

Apesar de ter sido descoberta no século passado, a pasta de carbono ainda
representa um dos materiais de eletrodos mais populares com aplica¢des quase ilimitadas
na pesquisa em eletranalitica. Os trabalhos com EPCs ja absorveram inimeros resultados

provenientes da progressiva tecnologia de novos modificadores e mediadores, até a
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introducao de misturas de pasta de carbono completamente novas, nas quais as fracdes de
grafite e aglutinante sdo substituidas por outras alternativas®’ %, Dessa maneira, os EPCs
tornaram-se extremamente populares e vastamente aplicados em pesquisa no campo de
eletroquimica devido a algumas caracteristicas primordiais, como simples preparacao,
baixo custo , facil reproducéo, superficie facilmente renovavel por polimento e ampla

janela de potencial®. Na Figura 4 esta apresentada a estrutura basica de um EPC.

Pasta de Carbono

Tubo de teflon

Disco de platina

Contatoelétrico —

Figura 4. Representagéo da estrutura de um EPC convencional.

3.4.Deteccdo eletroanalitica: técnicas voltamétricas

Os métodos voltamétricos sdo as técnicas de transducao em sistemas de deteccéo
e quantificacdo eletroquimica, baseados na medicdo da corrente resultante de um sistema
redox. As abordagens voltamétricas fornecem ndo apenas analise quantitativa sensivel e
rapida, mas também revelam caracteristicas do processo eletroquimico na superficie do
eletrodo de trabaho. Além disso, abordagens voltamétricas podem oferecer a
determinacéo simultanea de substancias potencialmente interferentes®.

Dentre 0s metodos voltamétricos, destacam-se como 0s mais utilizados a
voltametria ciclica (VC), a voltametria de pulso diferencial (VPD) e a voltametria de onda
quadrada (VOQ). As técnicas voltamétricas mais comuns baseiam-se na alteracédo
continua do potencial que € aplicado a solucdo atraves do eletrodo, juntamente com a
medicao da corrente resultante®.

3.4.1. Voltametria Ciclica

A técnica de onda continua mais utilizada é a voltametria ciclica (VC), aplicada
para determinar a natureza das reagdes redox que ocorrem em uma solucdo. Esta

estratégia, embora ndo tdo sensivel como técnicas baseadas em pulso, é util na
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caracterizacdo e rastreamento do comportamento redox de um analito. A VC é usada
como uma ferramenta para aquisicdo de dados criticos, como mecanismos de
oxirreducdo, a determinacgdo de potenciais formais, transferéncia eletrénica e a cinética
envolvida no processo redox. A forma de onda para VC € linear, dessa maneira, 0
potencial é modificado continuamente em func&o linear do tempo®.

A VC é uma técnica de varredura de tenséo rapida na qual a dire¢do da varredura
de tenséo € revertida. Enquanto € aplicado o potencial no eletrodo de trabalho em dire¢des
direta e inversa, a corrente resultante é registrada. A velocidade de varredura na direcdo
direta e inversa € normalmente a mesma e a técnica pode ser usada em modos de ciclo
unico ou multiciclo, permitindo avaliar par@metros importantes como potencial de pico
anodico e catodico (Epa e Epc), corrente de pico anddico e catddico (Ipa e Ipc) e os
potenciais de meio pico (Ep 12 =(Epa + Epc)/2) em que 0 as correntes catodicas e anddicas
atingem a metade do seu valor maximo. A voltametria ciclica apresenta dois valores de
corrente associados: a corrente faradaica decorrente da reagdo redox e a corrente
capacitiva que esta associada a dupla a carga da dupla camada e varia dependendo do
eletrodo de trabalho. Devido a influéncia da corrente capacitiva nessa andlise, a VC nédo
é frequentemente usada para a determinacdo quantitativa, mas € muito Gtil no estudo de

reacOes redox fornecendo informagdes importantest®:,

3.4.2. Voltametria de pulso diferencial

De todas as técnicas eletroanaliticas, as estratégias de pulso destacam-se pela
sensibilidade. Procedimentos como a voltametria de pulso diferencial e a voltametria de
onda quadrada mostram-se como técnicas mais eficientes e sensiveis na quantificacao de
analitos. Essas técncas baseiam-se em pulsos de um potencial para outro em vez de uma
varredura de potenciais , como € o caso da VC. Em VDP o potencial de pulso € fixo e é
superposto ao potencial de base em mudanca lenta. A corrente (i) € medida em pontos
demarcados antes da aplicacdo do pulso, e no final do pulso. A primeira corrente €
subtraida da segunda, ¢ a diferenca atual {Ai=1 (t2) - i (t1)} é plotada versus o potencial
aplicado. O ponto mais alto da corrente de pico produzida é proporcional a concentragao
de analito®.

O principio central por trés das técnicas de pulso reside na diferenga nas taxas de
decaimento da corrente de carga e da corrente faradaica. A corrente de carga decai muito

mais rapidamente do que a corrente faradaica devido & sua decadéncia como fungdo
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exponencial, enquanto a decomposicao da corrente faradaica € inversamente proporcional
a raiz quadrada do tempo. Portanto, no final de cada pulso a corrente capacitiva é
insignificante comparada a corrente faradaica. Esse aumento da diferenca de corrente
faradaica para ndo-faradaica permite um menor limite de deteccdo bem como maior

sensibilidade, e, portanto, é ideal para quantificacdes eletroanaliticas'®?.

3.4.3. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada foi introduzida pela primeira vez por Barker em
1952. E uma técnica de pulso onde a corrente é duplicada durante cada ciclo, uma vez no
final do pulso direto e o outro no final do pulso inverso. A diferenca entre as duas medidas
é plotado versus o potencial de base. A principal vantagem da VOQ ¢€ a sua velocidade,
podendo alcancar velocidades de até 1 V s11%,

A VOQ pode ser aplicada para a analise de reacdes reversiveis e irreversiveis,
reagdo com transferéncia eletronica lenta e também as reacfes catalisadas, usada
principalmente por sua capacidade de operacdo em altas frequéncias, resultando em
respostas mais rapidas. Semelhante a VC, o aumento da velocidade de varredura
corresponde a um aumento na corrente de pico. No entanto, isso também envolve um
aumento no potencial de pico, e ao contrario da VC, este potencial de pico sera
proporcional ao logaritmo da freqiiéncia da onda quadrada®®.

Uma comparacdo das trés técnicas voltamétricas principais é apresentada na
Figura 5, que mostra os voltamogramas de um eletrodo de carbono vitreo para deteccdo
de nitrofenol utilizando diferentes técnicas'®*. As caracteristicas desses voltamogramas
seguem as tendéncias esperadas deles, com o pico de corrente do VOQ sendo

aproximadamente quatro vezes maior que o de VPD%,
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Figura 5. Comparacao do sinal eletroanalitico de voltametria ciclica, voltametria de

pulso diferencial e voltametria de onda quadrada.
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Desse modo, a VOQ € uma técnica alternativa dindmica e versatil que tem sido
amplamente aplicada em diagnosticos médicos, anélise ambiental, ciéncias alimentares e
para a determinacdo de cinética enzimatica. Uma pesquisa relevante que abrange 0s
ultimos dez anos, revela o aumento na popuralidade do uso de VOQ como metodologia
no desenvolvimento de sensores, tornando-se uma metodologia reconhecidmente Gtil com

um crescente nimero de publicacdes bem sucedidas em aplicaces eletroanaliticas'®.

3.5.Compostos Fendlicos

Compostos fenolicos (CFs) sdo compostos aromaticos derivados do fenol
podendo apresentar um ou mais grupos hidroxila (OH) ligados ao anel benzénico. O fenol
por sua vez, € 0 membro mais simples da familia dos fendis apresentando como formula
estrutural CsHsOH, altamente toxico para humanos através do contato por vias cutaneas
e respiratorias. Compostos fenolicos, possuem formula estrutural CsHsOH-R com
diferentes radicais ligados a sua estrutura base, sendo amplamente encontrados em
residuos industriais, na industria de alimentos e bebidas, produtos farmacoldgicos e
pesticidas®.

Originarios de residuos industriais, os CF sdo normalmente encontrados em
efluentes (como residuos de refinarias de petroleo, plasticos, corantes, produtos téxteis,
detergentes e produtos farmacéuticos). A sua utilizacdo na producdo de herbicidas e
pesticidas torna facil a contaminacdo de aguas. Alguns dos poluentes fendlicos mais
encontrados em efluentes sdo o nitrofenol, bisfenol A, clorofenol e catecol, sendo tais
compostos objeto de inimeros estudos para tratamento e recuperacdo de aguas a partir de
novos materiais adsorventes e potenciais fotocatalisadores para degradacdo de CFs'®,

Por outro lado, compostos polifendlicos presentes em alguns tipos de alimentos e
bebidas, ndo sdo considerados téxicos ao consumo humano e possuem efeito
antioxidante, antiviral e antiinflamatério. Os compostos polifenélicos mais comuns sdo
0s taninos e flavonoides, podendo os mesmos serem encontrados na chia, quinoa,
amendoim e também em amostras de bebidas como cerveja e vinho®’. Além disso, alguns
fendis derivados do catecol como as catecolaminas (epinefrina, norepinefrina e
dopamina) sdo neurotransmissores essenciais ao sistema nervoso central, sendo
importante sua determinacdo e quantificagdo em estudos de diferencas doencas

neuroldgicas como Parkinson e Alzheimer%,
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Nas Ultimas décadas, diferentes técnicas analiticas tém sido desenvolvidas com o
objetivo de monitorar e determinar seletivamente CFs. Dentre elas, destacam-se a
espectrofotometria, cromatografia gasosa e cromatografia liquida. No entanto, esses
métodos possuem alto tempo de andlise, incluindo o pré-tratamento de amostras
complexas e dependem de equipamentos caros e ndo portateis. Sendo assim, nos Gltimos
0 desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para determinacdo de CFs tem
despertado o interesse cientifico como uma alternativa de analise simples, sensivel,

especifica e precisa, aliada ao baixo custo*®,

3.5.1. Catecol

O catecol € o orto isdbmero do dihidroxibenzeno (Figura 6) amplamente utilizado
na producdo de pesticidas, perfumes e farmacos, considerado potencial poluente
ambiental devido a sua baixa biodegradabilidade e alta toxicidade a satde humana e ao
eco sistema. Também é um composto carcinogénico, capaz de provocar sintomas de

depressdo em casos de exposicio prolongada®™®.

OH
OH

Figura 6. Estrutura do catecol

O uso de diferentes técnicas eletroanaliticas e a utilizagdo eletrodos quimicamente
modificados sdo estratégias utilizadas para melhorar a seletividade e sensibilidade na
deteccdo eletroquimica de catecol. Dentre os eletrodos mais utilizados, destacam-se
eletrodos impressos, eletrodos de pasta de carbono e eletrodos de carbono vitreo

quimicamente modificados com tirosinase!!!112,

3.5.2. Catecolaminas

A catecolaminas, assim denominadas por conter em sua estrutura béasica o
esqueleto da molécula de catecol ligadas a um grupo amino, sdo neurotransmissores
essenciais ao funcionamento do sistema nervoso central e periférico, capazes de inibir,

excitar e influenciar a atividade celular. A biossintese das catecolaminas é derivada de
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um precursor comum (&cido amino tirosina), formando dihidroxifeninalanina (DOPA)

através de uma reacdo catalisada pela tirosina®°®.

3.5.3. Dopamina, norepinefrina e epinefrina
A epinefrina, dopamina e norepinefrina séo catecolaminas importantes ao sistema
nervoso central, cada uma com suas fungdes especificas. As estruturas correspondentes

estdo apresentadas na Figura 7.

OH
OH NH,

HO HO NH,
HO
A X
HO ~ HO OH

Epinefrina Dopamina Norepinefrina

Figura 7. Estruturas da epinefrina, dopamina e norepinefrina.

Essas estruturas sdo assim nomeadas pois apresentam em suas estruturas, um
difenol, semelhante ao catecol, conectado a um grupo amino. Devido ao envolvimento
em mecanismos fisioldgicos, hd mais de 150 anos, relatam-se patologias relacionadas a
concentracdo desses compostos no organismo, influenciando em desordens neuroldgicas
como Parkinson, Alzheimer, hiperatividade, esquizofrenia e depressdo**2.

Cada neurotransmissor € responsavel por desempenhar diferentes funcdes no
organismo. A dopamina tem importante atividade bioldgica no sistema periférico central.
Esta associada ao sistema de recompensa do cérebro causado pela procura de estimulos
assim como sentimento de satisfacdo e insatisfacdo. Receptores de dopamina foram
primeiramente encontrados no cérebro, embora também existam nos rins. A norepinefrina
é sintetizada a partir da dopamina através de uma reacéo catalisada pela pB-hidroxilase
capaz de influenciar o sono, a atencdo e o comportamento alimentar. A epinefrina, por
sua vez, € um hormonio produzido pela glandula adrenal, tendo sua producdo alterada em
horas de atividades fisicas e situacfes estressantes e a sua versdao sintética tem sido
amplamente utilizada na area médica®,

Os niveis normais apresentados no sangue correspondem a aproximadamente

150-800 ng L para a norepinefrina e de 10-50 ng L™ para epinefrina e dopamina'®.
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Considerando-se os parametros eletroanaliticos atuais, poucos trabalhos conseguem
alcancar sensibilidades necessarias para determinagdes nessas faixas de concentracao. Por
outro lado, o avanco crescente do nimero de dispositivos eletroquimicos e estratégias
utilizadas torna mais proxima a viabilidade de deteccéo eletroanalitica desses compostos

no futuro.

3.5.4. Determinacao eletroanalitica de catecolaminas

Uma ampla faixa de dispositivos analiticos tem sido reportados para a deteccao
rapida, sensivel e seletiva de catecolaminas, destacando-se métodos eletroquimicos,
através de dispositivos de baixo custo e facil operacdo na deteccdo desses compostos.
Adicionalmente, esses sensores podem ser incorporados a um sistema robusto e
miniaturizado aplicados no rapido diagnostico de doengas!'“.

Um dos primeiros estudos envolvendo o comportamento eletroquimico de
catecolaminas foi reportado em 1967, relatando-se a dependéncia do comportamento
eletroquimico das catecolaminas em funcgéo do pH, através de intermediarios formados
nas etapas de oxidacao'®,

O principal desafio na deteccdo eletroquimica de catecolaminas em fluidos
bioldgicos, encontra-se na presenca de substancias coexistentes nessas matrizes como
acido ascorbico, serotonina, glicose e &cido Urico que também podem sofrer reacdes redox
em faixas de potenciais coincidentes as catecolaminas, responsaveis por resultados de
interferéncia na resposta eletroquimical®.

Nesse sentido, eletrodos quimicamente modificados com filmes poliméricos,
biomoléculas com propriedades eletrocataliticas, nanoestruturas metalicas e magnéticas
e espécies eletroativas visam eliminar os problemas de interferéncia associados a
deteccdo eletroquimica desses compostos. Resultados empiricos mostram que muitas
dessas alternativas séo capazes de alterar os potenciais de oxidacdo desses compostos
para valores menos afetados por interferentest?>.

Outro desafio relacionado a deteccdo de catecolaminas encontra-se nas baixas
guantidades presentes em fluidos bioldgicos, tornando-se necessario o desenvolvimento
de sensores com baixos limites de deteccéo e altas sensibilidades, capazes de realizar
leituras na faixa de concentragdo correspondente a nmol L. Na literatura ainda so
encontrados poucos exemplos de sensores eletroquimicos que conseguem realizar a
determinacdo de catecolaminas na faixa de concentracdo necessaria para determinacao

em amostras de fluidos biologicos'®. Dessa maneira, tem se buscado desenvolver novos
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materiais a fim de melhorar a sensibilidade dos eletrodos tornando viavel a aplicacao

desses dispositivos no diagnéstico de doencas.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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4.1.Reagentes

Os reagentes utilizados no desenvolvimentos da pesquisa foram: Cloreto de ferro
hexahidratado (Vetec, 97%), etileno glicol (Merck, 99,5%), ortossilicato de tetraetila
(TEOS) (Aldrich, 98%), acetato de sddio trihidratado (Nuclear, 99%), hidroxido de
amonio (NH4OH) (Merck, 25%), isopropoxido de titanio (TIPOT) (Aldrich, 97%), etanol
(Merck, 99.9%), acido fluoridrico (HF) (Merck, 40%), acido cloridrico (HCI) (Merck,
37%), tirosinase (Ty) (Sigma, E.C. 1.14.18.1 com atividade de 1000 U/mg), catecol
(Sigma Aldrich, 99%), epinefrina (Sigma, >99%), dopamina (Sigma, 98%),
(-) Norepinefrina (Sigma, >98%) cloreto de potassio (Sigma Aldrich, 99%), quitosana
(Aldrich), acido formico (Neon 85%), hidreto de boro e sddio (Vetec 95%). As solugdes
de tampdo fosfato foram preparadas a partir de fosfato de sodio monobéasico
mono- hidratado NaH2PO4*H>O (FMaia, 98%) e fosfato de sodio bibasico anidro

(NazHPO4) (FMaia, 99%). Oleo mineral foi obtido na forma comercial de nujol.

4.2.Sintese dos materiais de silica/titania

No presente trabalho foram sintetizados trés amostras do material silica/titania
contendo diferentes quantidades de titania em volume (30, 40 e 50%) os quais foram
chamados de SiTi30, SiTi40 e SiTi50, respectivamente. Também foi obtido um material
silica/titania magnético contendo 30% de titania em volume. Apds o suporte SiTi30 foi
modificado com nanoparticulas de ouro e o suporte SiTiMPs com a enzima tirosinase, a

Tabela 1 abaixo apresenta as etapas de modificacdes realizadas.

Tabela 1. Nomenclaturas das amostras e suas modificacoes.

Amostra Amostra Modificada
SiTi30 SiTi30-Au
sitisg0 e
sitiso e
SIiTIMP SITIMP-Ty

4.2.1. Sintese dos materiais SiTi30, SiTi40 e SiTi50
A sintese dos xerogéis de silica/titania ocorreu pela adi¢cdo de TEOS em um béquer
contendo 7 mL de etanol e 0,6 mL de agua. Apo6s 1h, foram adicionadas diferentes

proporcdes de TIPOT para cada material, 1,8 mL de HF e 1,2 mL de HCI. Apos a
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gelificacdo, o sistema permaneceu em condi¢gdes ambientes para completa evaporacao do
solvente. Apos 15 dias, os monolitos obtidos foram macerados e lavados com &gua
destilada e etanol, sendo posteriormente secos sob vacuo na temperatura de 100 °C por 2
h. Os materiais resultantes foram denominados SiTi30, SiTi40 e SiTi50, contendo 30%,
40% e 50% de titanio em volume, respectivamente. Os volumes de TEOS e TIPOT usadas

na sintese de cada material estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Volumes dos precursores utilizados na sintese dos materiais silica/titania.

Volume (mL)

Amostra TEOS TIPOT
SiTi30 5.0 21
SiTi40 4.2 28
SiTi50 35 35

4.2.2. Modificagdo da amostra SiTi30 com nanoparticulas de ouro

A amostra SiTi30 descrita anteriormente foi modificada com nanoparticulas de
ouro previamente estabilizadas em quitosana. As etapas de modificacdo estdo divididas
em a) e b) como € apresentado a seguir:

a) Preparacdo da disperséo das nanoparticulas de ouro

Para obtencdo do &cido cloro aurico, 99 mg de ouro em p6 foram atacadas com 1
mL de acido nitrico e 3 mL de &cido cloridrico. Ap6s, 1 mL da solugdo resultante foi
reduzida utilizando 10 mL de solugdo de NaBH4 0,02 mol L™ e estabilizada em 75 mg de
quitosana, 1 mL de &cido formico e 9 mL de agua sob agitacdo. A solucdo resultante foi
neutralizada com hidréxido de sddio 0,1 mol L* até o pH de 6,5 com auxilio de um
pHmMetro.

b) Imobilizacdo das nanoparticulas de ouro na amostra SiTi30

As nanoparticulas de ouro previamente estabilizadas em quitosana foram
imobilizadas na amostra SiTi30 pelo método de grafting. Para isso 25 mL de dispersao
contendo as nanoparticulas de ouro foi colocada em contato com 500 mg do material
SiTi30 sob agitacdo mecénica a temperatura ambiente durante 24h. O material resultante
foi lavado com etanol e 4gua e seco a vacuo a temperatura ambiente. O solido resultante
foi denominado SiTi30-Au.
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4.2.3. Sintese do material magnético silica titania SiTiMPs

O material SiTiMPs foi sintetizado em duas etapas. Na primeira etapa foram
sintetizadas as particulas magnéticas recobertas por silica (MPs). Na segunda etapa foi
sintetizado o xerogel magnético de silica/titania com proporcdo de 30% de titania,
contendo as MPs. A seguir estdo apresentadas detalhadamente as etapas de sintese.

a) Sintese das magnetitas

A sintese de particulas de magnetita foi realizada atraves do método
solvotérmico®®, dissolvendo 2,16 g de cloreto de ferro em 100 mL de etilenoglicol e
depois adicionando 10,88 g de acetato de sodio tri-hidratado. A mistura foi agitada
durante uma hora, transferida para uma autoclave de aco inoxidavel forrada com Teflon
e aquecida até 180 °C durante 10 h. Depois, o precipitado preto foi separado usando um
imd, lavou-se cuidadosamente com etanol e secou-se a vacuo durante 2 h.

O recobrimento de silica foi obtido utilizando o método Stober adaptado!’. As
particulas de magnetita (300 mg) foram dispersas huma mistura de etanol (90 mL), 4gua
destilada (22,5 mL) e hidréxido de aménio (2,7 mL) em banho de ultrassom durante 1 h.
Em seguida, adicionou-se 0,67 mL de TEOS e o sistema permaneceu em banho
ultrassénico durante 2 horas adicionais. Neste ponto, as particulas de magnetita cobertas
com silica (MPs) foram separadas com um imé, lavadas em sequéncia com etanol, dgua
e etanol, depois secas ao vacuo durante 2 h.

b) Sintese do xerogel SiTiMPs

O material silica/titdnia com particulas magnéticas foi sintetizado pelo método sol
gel. Na primeira etapa, foi realizada a pré hidrélise de 1,04 mL de TEOS em 1,5 mL de
etanol e 0,15 mL de agua sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante o
periodo de 1h. Apds, foram adicionados no sistema 0,44 mL de TIPOT gota a gota sob
agitacdo magnética. Apos verificar a homogeneidade do sistema, o mesmo foi transferido
para um béquer contendo 400 mg de MPs previamente dispersadas em 2 mL de etanol.
Ap6s 5 minutos de agitacdo, foram adicionadas 10 gotas de HF e 4 gotas de HCI. O
material resultante foi mantido sobre repouso durante 7 dias para a completa gelificacdo
e evaporacdo do solvente. O xerogel obtido foi macerado e lavado com etanol e agua e

seco sob vacuo a temperatura ambiente e o material foi denominado como SiTiMPs.

4.2.4. Imobilizagdo da enzima tirosinase na amostra SiTiMPs
A enzima tirosinase foi imobilizada na superficie da amostra SiTiMPs pelo
método de grafting. Para isso, 12 mg de enzima foram dissolvidos em 10 mL de solugdo
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tampéo fosfato de sédio 0,01 mol L™ pH 7. A solugéo resultante foi adicionada em sistema
de agitacdo mecanica contendo 250 mg do material SiTiMPs. A imobilizacdo foi realizada
a temperatura ambiente e o sistema permaneceu sob agitacdo por 24h. Apds, o material
foi lavado com tampao fosfato e solucdo NaCl 1M e seco a vacuo a temperatura ambiente.
O sélido obtido foi denominado SiTiMPs-Ty.

4.3.Técnicas de caracterizagao

Foram utilizadas diferentes técnicas de caracterizagdo visando avaliar as
propriedades texturais, estruturais e morfoldgicas dos materiais de silica/titania
sintetizados antes e apds as modificaces. As técnicas utilizadas e os parametros de

analise estdo apresentados a seguir:

4.3.1. Difracédo de raios X

Os materiais de silica/titnia e as MPs foram submetidos a andlise de difracdo de
raios X utilizando o difratometro Siemens modelo D500. A fonte de raios X utilizada foi
de CuKoa (A=0,154056 nm), e ainda empregou-se um gerador de tenséo e de corrente de

40 kV e 1,75 mA, respectivamente.

4.3.2. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram obtidas imagens de microscopia eletrdnica de varredura para os materiais
SiTi30, SiTi40, SiTi50 e SiTiMPs. As amostras foram dispersas em fita de carbono
metalizada com um filme fino de ouro fixada a um suporte de aluminio. As imagens foram
obtidas utilizando o microscépio eletrénico de varredura, modelo Zeiss EVO MAL10. As
micrografias foram obtidas operando a uma voltagem de aceleracdo de 10 kV. Para a
analise dos materiais com magnetita foi utilizada a técnica de elétrons retro espalhados

(backscattering).

4.3.3. Andlise termogravimétrica

A analise termogravimétrica dos materiais foi realizada sob fluxo de nitrogénio
utilizando Shimadzu Instrument modelo TGA-50 2, com taxa de aquecimento de 10 °C
min, partindo da temperatura ambiente até 850 °C.
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4.3.4. Magnetizacao

As propriedades magnéeticas foram investigadas usando um magnetémetro de
amostra vibratério (VSC) a temperatura ambiente com um campo magnético ciclado entre
—20 kOe e +20 kOe.

4.3.5. Espectroscopia na regido do UV-Visivel
Os espectros em solucéo foram obtidos utilizando Espectrofotometro VARIAN
modelo CARY 50 Conc, na janela espectral de 300 a 800 nm.

4.3.6. lIsotermas de adsorcao e dessorcao de N2

A analises de isotermas de adsorcdo e dessorcdo de N, foram realizadas na
temperatura do nitrogénio liquido (-196°C) utilizando um equipamento Tristar Krypton
3020 Micromeritics. As amostras de silica/titania foram submetidas a tratamento térmico
a 120 °C sob vacuo por 10 h. As amostras contendo particulas magnéticas, quitosana e
tirosinase foram conduzidas sem prévio tratamento térmico. A area superficial especifica
dos materiais foi determinada pelo método BET (Brunauer, Emmett e Teller) e as curvas

de distribuicdo de tamanho de poros pelo método BJH (Barret, Joyner e Halenda).

4.3.7. Microscopia eletronica de transmissao

As micrografias de Microscopia Eletronica de transmisséo (TEM) do material
SiTi30-Au foram obtidas utilizando um microscopio JEOL JEM 1220 operando em 120
kv. A amostra foi preparada a partir da dispersdo em alcool isopropilico em ultrassom por
30 minutos. Ap0s, duas gotas da dispersdo foram adicionadas a uma grid de Cu revestida

com carbono e esperou-se a secagem a condi¢des ambientes.

4.4.Medidas eletroquimicas

As analises eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
IviumStat e o software lviumSoft foi utilizado para aquisicao e tratamento de dados. Para
as medidas eletroquimicas, utilizou-se uma cela eletroquimica convencional de trés
eletrodos, contendo como referéncia o eletrodo de calomelano saturado (ECS) utilizado,
um fio de platina como eletrodo auxiliar e 0 EPC como eletrodo de trabalho. As medidas
foram conduzidas a temperatura ambiente na presenca de solugdo KCI 1 mol L como

eletrolito suporte.
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Todos os materiais foram caracterizados por voltametria ciclica (VC) utilizando
como sonda uma solucéo ferrocianeto de potassio/ferricianeto de potassio concentragao
1 mmol L. Para essas medidas a faixa de potencial utilizada foi de -0,5 até 1,0 V. As
analises de voltametria de pulso diferencial foram conduzidas sob o0s seguintes
parametros: tempo de pulso: 50 us, amplitude de pulso: 50 mV, velocidade de varredura:
50 mV s*. As analises de voltametria de onda quadrada foram conduzidas utilizando a
faixa de potencial de 0,5 V até -0,5 V com amplitude de pulso de 20 mV e frequéncia de
3 Hz.

Para analises de quantificacdo, foram realizadas sucessivas adi¢fes de 100 em
100 pL de uma solugéo 0,01 mol L previamente preparada para cada analito. Para cada
adicdo, a solucdo contida na cela permaneceu sob agitacédo por 30 segundos e a leitura foi

realizada apds repouso de 45 segundos.

4.4.1. Preparo dos eletrodos de pasta de carbono

O eletrodo de pasta de carbono (EPC) foi utilizado como eletrodo de trabalho em
todas as medidas eletroquimicas apresentadas. Os mesmos foram confeccionados a partir
da mistura de 8 mg do material modificado de silica/titania com 10 mg de p6 de grafite
em gral de agata. Apds, foram adicionados 3 mg de 6leo mineral e a pasta resultante foi
comprimida contra o disco de platina de 4 mm de diametro, localizado na extremidade de

um tudo de vidro com 10 cm de comprimento, conectado a um fio de cobre.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
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Material mesoporoso silica/titania modificado com nanoparticulas de ouro e

sua aplicacdo como sensor eletroquimico para dopamina e norepinefrina

Os materiais SiTi30, SiTi40 e SiTi50, contendo diferentes propor¢des de
silica/titania, foram caracterizados por diferentes técnicas que visaram avaliar as suas
propriedades morfoldgicas, texturais e 0 seu comportamento eletroquimico. Apds a
caracterizacdo, o material SiTi30 foi modificado com nanoparticulas de ouro (SiTi30-Au)
e aplicado como sensor para determinacdo simultanea de norepinefrina e dopamina. Os

resultados obtidos estdo apresentados a seguir.

5.1.Caracterizacao dos materiais SiTi30, SiTi40 e SiTi50

As técnicas utilizadas para a caracterizacdo dos materiais SiTi30, SiTi40 e SiTi50
foram isotermas de adsorcédo e dessorcao de N2, analise termogravimétrica, microscopia
eletrénica de varredura, difratometria de raios X e o comportamento eletroquimico foi
investigado através de voltametria ciclica. Os resultados estdo apresentados e discutidos

a sequir.

5.1.1. Anadlise textural e morfoldgica

As caracteristicas texturais dos materiais a base de silica/titania foram avaliadas
através de andlises de isotermas de adsorcdo e dessorcdo de No, apresentadas na Figura
8a. Essa técnica baseia-se no volume adsorvido pelo gas, nesse caso 0 nitrogénio, em
funcdo da sua pressdo e os resultados permitem estimar parametros relacionados ao

estudo da superficie dos materiais.
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Figura 8. a) Isotermas de adsorcao e dessorcéo de N2 e b) Curvas de distribuicéo de

tamanho de poros; das amostras com diferentes proporgdes silica/titania.
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A Figura 8a mostra as isotermas de adsorcdo e dessor¢do de N. das amostras.
Observa-se 0 aumento na quantidade de volume adsorvido para os trés materiais em
valores de P/Po acima de 0,8, com maior volume adsorvido para a amostra SiTi40.
Adicionalmente é observado a presenca de histerese em todas as amostras indicando a
existéncia de condensacdo capilar de nitrogénio nos poros e o perfil das isotermas pode
ser classificado como tipo IV, comportamento tipico de materiais mesoporosos, que
apresentam porosidade na regido entre 2 a 50 nm*28,

A Figura 8b apresenta a curva de distribuicdo de tamanho de poros obtida pelo
método BJH, onde é possivel observar uma ampla faixa de distribuicdo de tamanho de
poros para as trés amostras, com valores entre o intervalo de aproximadamente 15 e 25
nm para a amostra SiTi30 e, 25 a 50 nm, para as amostras SiTi40 e SiTi50. Apesar do
material SiTi30 apresentar uma curva deslocada para regido de poros menores, todos 0s
materiais apresentam poros na faixa de mesoporos com maximos da curva de distribuicao
localizados em aproximadamente 20, 33 e 39 nm para 0s materiais SiTi30, SiTi40 e
SiTi50, respectivamente. Esses resultados confirmam o comportamento anteriormente
estimados pelas isotermas de adsor¢éo e dessorcao de No.

Utilizando o método BET, foi possivel estimar area especifica das amostras
silica/titania. Os valores encontrados estdo apresentados na Tabela 3, junto com os valores
de volume de poros. Os resultados mostram uma tendéncia ao aumento da area especifica
proporcional ao aumento da quantidade de titania incorporada. Quanto ao volume de
poros é possivel observar que ndo apresentaram essa tendéncia, sendo que a amostra

SiTi40 apresentou um maior valor que as amostras SiTi30 e SiTi50.

Tabela 3.Area superficial e volume de poros dos materiais de silica/titania.

Amostra Area Superficial Volume de Poros
+10m? gt +0,01 cm3 g?

SiTi30 153 1,069

SiTi40 191 1,270

SiTi50 218 1,043

Através da analise de propriedades texturais, observa-se a presenca de poros na
regido de mesoporos. A elevada porosidade e alta area superficial das amostras de

silica/titania sintetizadas, indicam caracteristicas promissoras para futura imobilizag&o de
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nanoestruturas e biomoléculas e aplicacdo desses materiais no desenvolvimento de
sensores eletroquimicos.

Também avaliou-se a morfologia das diferentes amostras de silica/titania
utilizando a técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV), as micrografias

correspondentes a cada material estdo apresentadas na Figura 9.

Figura 9. Imagens de MEV das amostras a) SiTi30 b) SiTi40 c) SiTi50 com
aproximagéo de 15,00 kx e d) SiTi30 e) SiTi40 e f) SiTi50 com aproximacao de
5,00 kx.
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As Figuras 9a, 9b e 9c apresentam as micrografias obtidas com aproximacao de
15,00 kx e as Figuras 9e, 9f e 9g as micrografias obtidas com aproximacéo de 5,00 kx
para os materiais SiTi30, SiTi40 e SiTi50, respectivamente. Observa-se através das
imagens uma superficie rugosa para os trés materiais, com presenca de poros também a
nivel micrométrico, além dos poros em escala nano anteriormente observados por BET.
Além disso, é possivel observar que as diferentes proporcdes de precursores inorganicos
utilizadas no processo de sintese nao alterou significantemente a morfologia dos materiais

resultantes que apresentaram um mesmo perfil.

5.1.2. Analise termogravimétrica

As amostras SiTi30, SiTi40 e SiTi50 foram submetidas a analises
termogravimétricas na faixa de temperatura entre 50 °C e 850°C e as curvas
correspondentes a cada amostra estdo apresentadas na Figura 10. As perdas de massa na
faixa de temperatura de 50° a 150°C correspondem a &gua adsorvida nos materiais. Acima
de 150°C observa-se a dehidroxila¢do dos grupos -Si-OH e -Ti-OH. Analisando o perfil
das curvas, pode-se perceber o aumento significativo da perda de massa acima de 150°C
para as amostras com maior quantidade de titania, SiTi40 e SiTi50. Esse aumento pode
ser atribuido a cristalizacdo da titania no suporte responsavel por acelerar as reagdes de

dehidroxilacdo ocorridas nessa faixa de temperatura®*®.
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Figura 10. Curvas termogravimétricas das amostras SiTi30, SiTi40 e SiTi50 obtidas

entre 50 a 850 °C com taxa de aquecimento de 10 °C min™,
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Na tabela 4, estdo apresentados os valores de perda de massa em diferentes faixas
de temperatura obtida a partir das curvas termogravimétricas. Como discutido
anteriormente, observa-se ocorréncia acelerada nas reac6es de dehidroxilagéo, através da
maior perda de massa na faixa de 150 a 650°C a medida em gue aumenta-se a proporcao
de titdnia no material. Esse comportamento pode ser explicado devido a cristalizagéo da
titnia na fase anatasio que ocorre aproximadamente 350°C 7. Em contraste a amostra
SiTi30, que apresenta menor quantidade de titanio, apresenta um processo de
dehidroxilacdo mais lento iniciando em 150 °C e mantendo-se praticamente constante até
a temperatura de 850°C. Os resultados de TGA indicam boa dispersdo dos componentes
na amostra SiTi30 e a medida em que se aumenta a proporcdo de titania, ha segregacao
de fases, formando dominios de titania e esses dominios sofrem cristalizacdo com o

aumento da temperatura.

Tabela 4. Valores de perda de massa estimados com base nas curvas de TGA.

Perda de massa (%)

Amostra
0-150 °C  150-650 °C  650-850 °C
SiTi30 0,484 3,565 2,190
SiTi40 2,219 6,202 2,061
SiTi50 5,592 11,565 0,353

5.1.3. Andlise estrutural

Para avaliar a estrutura e a organizacdo das amostras de silica/titania, utilizou-se
a difratometria de raios X. A Figura 11 apresenta os difratogramas correspondentes as
amostras SiTi30, SiTi40 e SiTi50. O perfil dos difratogramas mostrou-se semelhante para
o0s trés materiais, sendo possivel identificar a presenca do halo amorfo da silica com 26

em aproximadamente 20°.
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Figura 11. Difratogramas de raios X dos materiais SiTi30, SiTi40 e SiTi50.

Através desse resultado, observou-se que o material SiTi50 contendo maior
quantidade de titania, apresenta um pico discreto em 48° que pode estar relacionado a
formacdo da fase cristalina anatasio!?’, concordando com os resultados de TGA
apresentados anteriormente.

Apesar da observacdo desse pico, considera-se que 0s materiais sintetizados
apresentaram-se predominantemente amorfos e o perfil semelhante dos difratogramas
mostra que a organizacéo estrutural dos diferentes suportes permaneceu semelhante.

5.1.4. Caracterizacao eletroquimica

A analise de voltametria ciclica (VC) foi utilizada na caracterizacédo eletroquimica
dos materiais SiTi30, SiTi40 e SiTi50, com varredura de potenciais na faixa
correspondente de -0,5 a 1,0 V. As medidas foram realizadas na presenca de uma solugéo
redox Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] com concentracdo 1 mmol L, que permitiu avaliar o
processo envolvido na interface eletrodo/solugéo. As Figuras 12a, 12b e 12c apresentam
o0 comportamento eletroquimico a diferentes velocidades de varredura na faixa de
5 mV s ta150 mV s para os eletrodos de pasta de carbono (EPC) construidos com as

amostras SiTi30, SiTi40 e SiTi50, respectivamente.
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Figura 12. VCs dos EPCs das amostras a) SiTi30; b) SiTi40 c) SiTi50 variando as
velocidades de varredura de 5 a 150 mV s em solucdo Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)e]

1 pmol L; Relag@es lineares entre vi? e Ipa e Ipc para as amostras d) SiTi30; €)
SiTi40 e f)SiTi50.

Todos os materiais apresentam definicdo do par de picos redox atribuido
oxirredugdo do par Fe(ll)/Fe(lll). Além disso, observa-se o aumento linear entre a

intensidade de corrente de pico anodico e catodico e a raiz quadrada da velocidade de
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varredura (Ip vs v¥?) apresentado nas Figuras 12d, 12e e 12f com coeficientes de
correlacdo linear de pico anddico iguais a 0,9997, 0,9996 e 0,9994 e de pico catddico
igual a 0,9997, 0,9995 e 0,9989 para as amostras SiTi30, SiTi40 e SiTi50,
respectivamente. Esses resultados s@o caracteristicos de um processo redox controlado
predominantemente por difusio'?.

A Figura 13, apresenta um comparativo das analises de voltametria ciclica obtidas
na velocidade de varredura de 20 mV s para as amostras SiTi30, SiTi40 e SiTi50.
Através da comparacdo, nota-se um comportamento redox similar dos trés diferentes
EPCs avaliados, com potenciais de oxidacdo e reducdo proximos. Através da medida
ainda é possivel avaliar um pequeno aumento na intensidade de corrente de picos anddico

e catddico para a amostras SiTi30.
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Figura 13. VC comparativa das amostras SiTi30, SiTi40 e SiTi50 na presenca de
solugdo Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 1 mmol L e velocidade de varredura 20 mV s,

A Tabela 5, foi construida com base nos voltamogramas apresentados na Figura
13 e apresenta importantes parametros de estudo eletroquimico como, intensidade de pico
anodico (Ipa), intensidade de pico catddico (Ipc), a relacdo Ipa/lpc e a separacdo do pico
anodico (Epa) e pico catodico (Epc) (AEp= Epa-Epc). Todos esses parametros permitem
avaliar comparativamente a resisténcia de transferéncia de elétrons e reversibilidade do

processo redox envolvido na superficie dos eletrodos de pasta de carbono.
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Tabela 5. Pardmetros eletroquimicos determinados por VC em velocidade de varredura
de 20 mVv st

EPC AEp(mV) Ipa(uA) Ipc (nA) Ipa/lpc
SiTi30 203 1270 1385 0,92
SiTi40 285 1056 1124 0,94
SiTi50 195 883 1134 0,78

Os dados apresentados na Tabela 5 mostram a maior separacao entre picos (AEp)
para a amostra SiTi40 embora todos os EPCs modificados tenham apresentado valores
acima do ideal 59 mV em um sistema Fe(Il)/Fe (l1l), caracterizando que no processo
existe resisténcia a transferéncia de elétrons na superficie dos eletrodos modificados. Os
valores da razéo Ipa/lpc sdo utilizados para caracterizar a reversibilidade do processo
Fe (lI)/Fe(ll), associando-se valores proximos a 1 a processos reversiveis ou quase
reversiveist?’. Os eletrodos apresentaram comportamento quase reversivel, pois a
separacdo de pico AEp aumenta com a velocidade de varredura conforme pode ser
observado nas Figuras 12a, 12b e 12c. Os resultados indicam que as amostras SiTi30 e
SiTi50 apresentam baixa resisténcia a transferéncia de carga, quando comparados a
amostra SiTi40. Adicionalmente, maior intensidade de picos anddico e catddico, na
velocidade de varredura de 20 mV s, foi obtida para o EPC SiTi30.

Através dos pardmetros eletroquimicos estimados por VC, considerando o melhor
comportamento eletroquimico do EPC SiTi30, optou-se por modificar sua superficie do
mesmo com nanoparticulas de ouro e avaliar o desempenho eletroquimico do EPC frente

a determinacdo de compostos fendlicos.

5.2.Caracterizagdo da amostra SiTi30 modificada com quitosana-

nanoparticulas de ouro, SiTi30-Au
Como a amostra SiTi30 apresentou melhor comportamento eletroquimico, essa
amostra foi modificada com nanoparticulas de ouro previamente estabilizadas em

quitosana denominando-se SiTi30-Au, como demostrado na se¢do experimental 4.2.2. A
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amostra SiTi30-Au foi caracterizada por isotermas de adsorcéo e dessorcao de No, analise
termogravimétrica, espectroscopia na regido do UV-visivel, microscopia eletronica de
transmissdo e voltametria ciclica. Os resultados discutidos a seguir mostram um

comparativo das duas amostras antes e apds a modificacdo com ouro.

5.2.1. Andlise textural

A Figura 14a apresenta os resultados de isotermas de adsor¢éo e dessorcéo de N>
dos materiais SiTi30 e SiTi30-Au. Observa-se um perfil semelhante para as duas
amostras, caracteristico de materiais mesoporosos. Nao ocorrem alteragdes significativas
no perfil da isoterma apds a modificacdo com ouro. Esse resultado também é observado
através da curva de distribuicdo de tamanho de poros apresentada na Figura 14b atraves
da sobreposicdo das curvas correspondentes aos materiais SiTi30 e SiTi30-Au. Além
disso, observa-se uma faixa larga de distribuicao de tamanho poros, com valores entre 20
e 35 nm, e méaximos de aproximadamente 27 nm para a amostra SiTi30 e 29 nm para o
material SiTi30-Au.
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Figura 14. Isotermas de adsor¢éo e dessorcao de N2 e b) Curvas de distribuicéo de

tamanho de poros; das amostras SiTi30 e SiTi30-Au.
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Os valores de area superficial obtidos por BET foram de 135 e 150 (* 10) m? g*!
para os materiais SiTi30 e SiTi30-Au, respectivamente. Esse aumento no valor de rea
pode ser justificado pela incorporacdo das nanoparticulas de ouro que possuem uma
grande relacio superficie/volume. O volume de poros foi de 1,20 (+ 0,01) cm® g™ para a
amostra SiTi30 e 1,17 (+ 0,01) cm® g para a amostra SiTi30-Au. Essa pequena reducio
no volume de poro no volume de poros, e 0 fato que as amostras apresentam 0 mesmo
perfil de distribuicdo de tamanho de poros observada pelo BJH, sugere que pode ter
acontecido a formacéo de um filme de nanoparticulas de ouro imobilizadas na superficie
da amostra SiTi30.

5.2.2. Andlise termogravimétrica

Considerando que a estabilizacdo e imobilizacdo de nanoparticulas de ouro no
suporte foi mediada pela quitosana, as amostras SiTi30 e SiTi30-Au também foram
caracterizados por andlise termogravimétrica visando determinar a quantidade de
componente organico incorporado, a fim de comprovar a efetividade da modificacédo
realizada no material SiTi30. As curvas termogravimétricas correspondentes a cada
amostra estdo apresentadas na Figura 15.

As perdas correspondentes a agua adsorvida podem ser identificadas na faixa de
0° a 150°C. A dehidroxilacdo de silanois pode ser pode ser atribuida as perdas entre 150°
a 650°C, faixa também de provavel decomposicdo de componentes organicos como a

quitosana.
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Figura 15. Curvas termogravimétricas dos materiais SiTi30 e SiTi30-Au obtidas entre

50 a 850 °C com taxa de aquecimento de 10 °C min™.
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Através dos resultados de perda de massa mostrados na Tabela 6, é possivel notar
que o material SiTi30 apresenta maior quantidade de &gua adsorvida. Além disso, o
material SiTiAu apresentou uma perda maior na faixa de 150° a 650°C que pode ser
atribuida a decomposicdo da quitosana. O acréscimo na perda de massa em
aproximadamente 1% em massa, € um resultado adicional que evidencia a incorporacgéo

de pouca quantidade de quitosana no material SiTi30.

Tabela 6. Perda de massa (%) para os materiais SiTi30 e SiTi30-Au estimados com base
nas curvas de TGA.

Material Perda de massa (%0)
0-150 °C 150-650 °C 650-850 °C
SiTi30 3,288 4,269 1,880
SiTi30-Au 1,799 5,508 1,911

5.2.3. Espectroscopia na regido do Uv-Vis

A andlise de espectroscopia na regido do UV-Vis das dispers6es de nanoparticulas
de ouro (NPs-Au) estabilizadas com quitosana foi utilizada para caracterizar as dispersdes
de nanoparticulas de Au oferecida (a), sobrenadante (b) e lavagens (c e d) de modo a
identificar a efetividade de modificacdo do material SiTi30-Au, por diferenga na banda
de ressonancia das NPs-Au para as diferentes solucdes. Os resultados correspondentes

séo apresentados na Figura 16.
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Figura 16. Espectro de Uv-Vis da a) dispersé@o de ouro oferecida b) da solucéo residual

sobrenadante c) primeira lavagem e d) segunda lavagem.
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O espectro (a), corresponde a dispersdo de NPs-Au oferecida. A partir do mesmo
é possivel identificar uma banda em aproximadamente 530 nm, correspondente a banda
de ressonancia plasménica das nanoparticulas de ouro com didmetro menores que 20 nm.
O espectro (b), corresponde a solucdo sobrenadante, a partir do qual observa-se uma
diminuicdo substancial na banda de ressonancia das nanoparticulas, indicando que a
maior quantidade NPs-Au oferecida foi imobilizada no suporte. Também foram
realizados espectroscopia de Uv-Vis das solucGes resultantes da primeira e segunda
lavagem do material SiTiAu com etanol. Os espectros (d) e (e), ndo apresentam alteracao
de sinal relevante na regido da banda caracteristicas do ouro. Esse resultado indica a

imobilizagéo efetiva de NPs-Au na amostra SiTi30.

5.2.4. Microscopia eletronica de transmisséo

Apos verificar resultados indicativos da imobilizacdo de NPs-Au na amostra
SiTi30, através da diferenca de resposta entre as solugdes oferecida e residual nos
espectros de UV-Vis, buscou-se confirmar a presenca das nanoparticulas no solido
SiTi30-Au através da analise de microscopia eletrénica de transmissdo (TEM), as

imagens obtidas estdo apresentadas na Figura 17a e 17b.

Figura 17. Microscopia eletrénica de transmissdo da amostra SiTi30-Au a) barra de
50 nm e b) barra de 100 nm.

Na Figura 17, verificam-se regides com pequenos pontos densos e escuros, que

atribuidos as nanoparticulas de ouro. Através da imagem também & possivel observar que
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ndo ha aglomeracdo dessas particulas, as quais encontram-se dispersas na superficie,

apresentando diametro abaixo de 15 nm.

5.2.5. Caracterizacdo eletroquimica

Para avaliar o comportamento redox das amostras SiTi30 e SiTi30-Au foram
preparados eletrodos de pasta de carbono e realizadas medidas de voltametria ciclica em
uma solugio Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] com concentragdo 1 mmol L?, conforme é
apresentado na Figura 18. Observa-se através da medida, picos redox definidos para as
duas amostras com um pequeno aumento da intensidade de corrente de picos anddicos e

catodicos apos a imobilizacdo de NPs-Au na matriz SiTi30.
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Figura 18.VC das amostras SiTi30 e SiTi30-Au na presenca de solucéo
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 1 mmol L e velocidade de varredura de 20 mV s

Utilizando a equacdo de Randles—Sevcik!?® foi possivel calcular os valores de area
eletroativa dos eletrodos conforme é representado na equagdo 1, considerando n como o
numero de elétrons envolvidos no processo redox; A a area eletroativa (cm?); ip a corrente
maxima de pico; F a constante de Faraday (C mol-1); D o coeficiente de difusdo (cm? s™1);

C a concentragdo em mol Lt e v a velocidade em V s 2.

ip = 2,69.10°n%2 ACDY?v!'2 (equagéo 1)
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Os valores correspondentes de area eletroativa foram determinados como
11,8 cm? para SiTi30 e 14,1 cm? para SiTi30Au. Esse aumento na area eletroativa do
material indica que embora tenha sido imobilizada pequena quantidade de nanoparticulas
de ouro, ainda sim as mesmas Sdo responsaveis por catalisar as reacdes redox que
acontecem na interface eletrodo/solucdo, indicando que a modificacdo do suporte
silica/titania com ouro aumenta a potencialidade de aplicacdo eletro analitica do material.
As relaces Ipa/lpa obtidas foram 0,97 e 0,91 e os valores de AEp 262 e 210 mV para 0s
materiais SiTi30 e SiTi30-Au, respectivamente. Os valores Ipa/lpc mostram uma ligeira
diminuicdo na reversibilidade do processo redox para a amostra SiTi30-Au que pode estar
relacionado a incorporagio de quitosana na superficie dos EPC'?*, Apesar disso, observa-
se menor separacgdo entre picos para a amostra com as NPs-Au, caracterizando menor
resisténcia a transferéncia de elétrons que a amostra SiTi30

Apbs o estudo comparativo, também buscou-se avaliar o comportamento
eletroquimico do material SiTi30-Au a diferentes velocidades de varredura na faixa entre
20 mV st a 150 mV s, conforme apresentado na Figura 19a, é possivel observar que a
separagdo de picos (AEp) aumenta com aumento da velocidade de varredura indicando
que o processo é quase-reversivel'?®. A Figura 19 b apresenta a relagdo linear entre
intensidade de corrente de pico anddico e catddico e a raiz quadrada da velocidade de
varredura, resultado que indica um processo controlado predominantemente por difuséo.
Os coeficientes de correlacdo linear encontrados foram de 0,9997 e 0,9998 para o Ipa e

Ipc, respectivamente.
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Figura 19. a) VC da amostra SiTi30-Au na presenca de solucao
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 1 mmol L a diferentes velocidade de varredura de 20 a 150
mV s b) Relacéo linear entre v*2e Ipa e Ipc.
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Comparando ainda os resultados de VC do EPC SiTi30, apresentados
anteriormente, com os resultados obtidos para 0 EPC SiTi30-Au, pode-se notar que néo
houve alteragdo no processo redox ocorrido na interface do eletrodo apds a imobilizagéo

de ouro, sendo 0 mesmo analogamente controlado por difusao.

5.3. Aplicacdo do EPC SiTi30-Au como sensor eletroquimico para

norepinefrina e dopamina

5.3.1. Voltametria ciclica na presencga de norepinefrina

Apobs as caracterizacdes do EPCs modificados com os materiais SiTi30 e SiTi30-
Au, avaliou-se o desempenho eletroquimico dos mesmos na presenca 458 umol L de
norepinefrina utilizando a analise de VC, os resultados estdo apresentados na Figura 20a.
Pode-se observar um aumento da corrente de pico anodico e o aparecimento de um pico
catddico intenso e definido apds a imobilizacdo NPs-Au na superficie do material
silica/titania, mostrando a melhora na eficiéncia catalitica desse eletrodo na reacdo de
oxirreducao da norepinefrina.

A Figura 20b, apresenta as analises de VC do eletrodo SiTiAu na presenca de
diferentes concentragdes de norepinefrina. Os voltamogramas mostram a relagéo entre o
aumento da corrente de picos anddicos e catddico ao aumento da concentracdo de
norepinefrina no meio na faixa estudada, que corresponde de 119 a 458 umol L. Além
disso, observa-se a presenca de dois picos de oxidacao definidos para a norepinefrina em
-0.12 e 0.11 V e um pico de reducdo em -0.19 V. O aparecimento de mais de um pico
redox pode ser justificado pelas reacbes de ciclizacdo que podem acontecer com
catecolaminas como relatado na literatural?® evidenciadas em pH 7 ou acima deste pH
onde existem grupos aminos ndo protonados. Outra explicacdo para a ocorréncia de
maultiplos picos pode estar associada a diferenca de interacdo do analito com os diferentes
componentes presentes na superficie do material, ja que ndo foram apresentadas
evidéncias de total recobrimento da superficie, areas de titania expostas podem também

interagir por adsorgdo com 0s compostos fendlicos analisados.
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Figura 20. a) VC dos EPCs SiTi30 e SiTi30-Au na presenca de solu¢do 5 umol de
norepinefrina b) VC do EPC SiTi30-Au na presenca de diferentes concentracGes de

norepinefrina.

5.3.2. Estudo de pH

Apo6s verificar a resposta do eletrodo EPC SiTi30-Au frente a diferentes
concentragdes do analito, buscou-se estudar o comportamento da oxirreducdo em faixas
de pH compreendidas entre 4 e 8 na presenca de 5 umol de norepinefrina. Os resultados
estdo apresentados na Figura 21a. Nos pHs correspondentes a faixa acida, 4, 5 e 6,
observa-se 0 aparecimento de dois picos de reducdo bem definidos para a norepinefrina.
Tal resultado ndo pode ser evidenciado nos pHs 7 e 8, 0s quais apresentam apenas um
pico de reducédo definido em potenciais proximos a -0.2 V.
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Figura 21. a) Voltamogramas do EPC SiTi30-Au na presenca de 5 umol de

norepinefrina em diferentes pHs b) Relagéo Epc e pH de estudo.
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Relacionando os potenciais de pico catodicos correspondentes a cada pH, como
apresentado na Figura 21b, observa-se um comportamento linear com R¢ = - 0,996. A
equacdo da reta obtida foi Epc (V) = 0,20 (+0,02) — 0,051 (+0,003) pH. O coeficiente
angular obtido na reta estd proximo ao valor tedrico da equacdo de Nernst que
corresponde a 0,059 V pH™ a 25°C confirmando o mecanismo definido na literatura de
dois prétons e dois elétrons 7.

Apesar de um aparecimento de pico redox mais intenso e definido em pH 5, optou-
se por realizar a analise em pH 7 devido maior semelhangca com meios bioldgicos. Para a
escolha do pH também foi considerada a sobreposi¢do dos picos correspondentes a
oxirreducdo da dopamina e norepinefrina em aproximadamente 0,22 V e 0,33 V
apresentados na voltametria ciclica da Figura 22, que impossibilitariam futuras

quantifica¢bes simultaneas desses analitos em pH 5.

401 EpPC/SiTi30-Au
1 pH 5

Ip (LA)

Dopamina
Norepinefrina

-60

04 02 00 02 04
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Figura 22. Comportamento eletroquimico do EPC SiTi30-Au na presenca de 5 umol de

norepinefrina e 5 umol de dopamina em tampéo fosfato pH 5.

5.3.3. Analise norepinefrina e dopamina por voltametria de onda quadrada
Buscou-se verificar o comportamento eletroquimico da amostra SiTi30-Au na
presenca de norepinefrina e dopamina através da analise de voltametria de onda quadrada
(VOQ). Inicialmente foi otimizada a frequéncia de pulso, para qual avaliou-se a
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intensidade de resposta da corrente de pico anddico a diferentes frequéncias de 3 até
10 Hz na presenca de 5 umol de Norepinefrina. Esses resultados estdo apresentados na
Figura 23. Pouca variacdo nas intensidades foi observada, porém a relacéo sinal/ruido
obtida experimentalmente para a frequéncia de 3Hz além de pequena melhora na
intensidade de corrente, fizeram da mesma a frequéncia escolhida para a analise, sendo
essa frequéncia anteriormente utilizada com sucesso por outros trabalhos relatados na

literatura®?®,

3,0
2,54

2,0

1,5—-

l,O—-

0,5—-

0,0—- : : : : : : .
3 4 5 6 7 8 9

Frequéncia (Hz)

Ipa (uA)

10

Figura 23. Otimizacdo da frequéncia de pulso em VOQ avaliando a faixa de 3 até 10 Hz

na presenca de 5 umol de norepinefrina.

Apo0s a otimizacgdo da frequéncia, a resposta do eletrodo SiTi30-Au foi avaliada
na presenca de diferentes concentragdes de norepinefrina e dopamina. A Figura 24a
mostra os resultados de VOQ na presenca de norepinefrina, na faixa de estudo de 50 a

400 pmol L™ na faixa de potencial de 0,0 a -0,4V.
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Figura 24. a) VOQ do EPC SiTi30-Au a diferentes concentracdes de norepinefrina; b)

Curva de calibracdo analitica para determinacdo de norepinefrina; tampao fosfato pH 7.

Observa-se um pico catédico bem definido em aproximadamente -0,16V
correspondente a reducdo da norepinefrina no sistema e este pico aumenta
proporcionalmente com o aumento da concentracdo da norepinefrina. A relagédo linear
entre intensidade de corrente de pico catddico e a concentracdo de norepinefrina

representada na Figura 24b pode ser descrita pela equagéo:

Ipc (A) = - 4,9x10 (+0,3x10°%) — 0,095 (+0,003) [Norepinefrina] (mol L)

A equacdo descrita apresenta coeficiente de correlacdo linear igual a 0,9948. O
valor de sensibilidade € expresso pelo coeficiente angular da curva analitica
correspondente a 0,095 A/mol L. O limite de deteccéo foi determinado por 3*SD St
(onde SD € o desvio padrdo do branco e S a sensibilidade) como igual a 0,48 umol Le
o limite de quantificagdo foi determinado por 10*SD S como 1,6 umol L.

Avaliou-se também o comportamento eletroquimico do EPC SiTi30-Au na
presenca de diferentes concentracdes de dopamina na faixa de 50 a 450 pmol L2, os

resultados estdo apresentados na Figura 25.
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Figura 25. a) VOQ do EPC SiTi30-Au a diferentes concentra¢des de dopamina; b)

curva de calibracdo analitica para determinacdo de dopamina, tampéao fosfato pH 7.

Na Figura 25a, pode-se observar um pico catddico definido em aproximadamente
-0,23V, que corresponde a reducgdo da dopamina, a intensidade deste pico se incrementa
com o aumento da concentracdo da dopamina no sistema. Analogamente, o eletrodo EPC
SiTi30- Au apresenta relacdo linear entre Ipa e a concentracdo de dopamina na faixa

estudada (Figura 25b), descrita pela equagéo a seguir:

Ipc (A) = - 1,547x10"° (+ 0,008x10"°) - 0,0723(z 0,0007) [Dopamina] (mol L™ 1)
A equacdo descrita apresenta coeficiente de correlacdo linear igual a 0,9992. A
sensibilidade encontrada foi de 0,0723 A/mol L%, o limite de detecgdo de 0,94 pmol L

e o limite de quantificagdo 3,13 pmol L.

5.3.4. Andlise simultanea de norepinefrina e dopamina por voltametria de
onda quadrada
Considerando a boa definicdo de picos catodicos, obtida por voltametria de onda
quadrada e a separacdo entre os potenciais de picos de redugdo da norepinefrina e
dopamina em aproximadamente 70 mV, realizou-se o estudo comportamento do EPC
SiTi30-Au frente a determinacdo simultanea desses analitos. Primeiramente, buscou-se
avaliar a interferéncia de resposta dos mesmos, através da concentragdo constante de um
dos analitos no sistema e posteriormente na presenca de diferentes concentrac¢6es do outro

analito (Figura 26).
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Figura 26. VOQs do EPC SiTi30-Au na presenca a) de concentracdo fixa de
norepinefrina e diferentes concentracGes de dopamina; b) de concentracao fixa de

dopamina e diferentes concentragdes de norepinefrina, tampéo fosfato pH 7.

Na Figura 26a, é apresentada a VOQ na presenga de 2,5 umol de norepinefrina
com diferentes concentracdes e dopamina na faixa de 50 a 400 umol L. Observa-se o
aumento linear da Ipc com a concentracdo de dopamina, apresentando coeficiente de
correlacdo linear igual a 0,9990, enquanto a intensidade de pico catédico correspondente
a norepinefrina permaneceu constante.

Também foi realizado o estudo mantendo-se a concentracdo de dopamina
constante em 2,5 umol e variando a concentragdo de norepinefrina de 50 a 400 pmol L*
(Figura 26b). Igualmente, observou-se o comportamento linear do eletrodo frente as
adicBes de norepinefrina (R?= 0,9870) a medida em que a intensidade de pico catédico
da dopamina permaneceu inalterada. A partir desses resultados, observa-se que ndo ha
interferéncia de um analito em relacdo ao outro na faixa de concentracdo estudada,
indicando potencialidade de aplicacdo do mesmo em analise simultanea de norepinefrina
e dopamina.

A andlise simultanea foi realizada por VOQ através de sucessivas e concomitantes
adicbes de norepinefrina e dopamina no sistema eletroquimico, no intervalo de
concentragéo 50 a 450 pmol L (Figura 27a). O comportamento linear da concentragio
dos analitos relacionados as respectivas intensidades de pico catddico esta apresentado na

Figura 27b, sendo descritas pelas equagdes a seguir:

Ipc (A) =-7,2x107 (+ 0,1x107) -0,079 (+ 0,001) [Dopamina] (mol L™)
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Ipc (A) =-7,0x107 (+ 0,2x107) -0,130 (+ 0,001) [Norepinefrina] (mol L)

Os parametros eletroanaliticos estimados a partir da anélise simultdnea desses

analitos estdo apresentados na Tabela 7.

-5
a 7 S
-104 ( ) ﬁ 104 e (b)
A~ —
- 4 e
1 -154 \\\1\\
= —~ e
o Dopamina o "201®  Norepinefrina ~
= -251 e Dopamina
-30+ -25-
Norepinefrina
0,4 02 0.0 0 50 100 150
[Norepinefrina] [Dopamina]
E(V) vs ECS ol L*

Figura 27. a) Andlise simultanea de dopamina e norepinefrina por VOQ; b) Curvas de

calibrag&o analitica para dopamina e norepinefrina, tampé&o fosfato pH 7.

Tabela 7. Parametros eletroanaliticos obtidos por VOQ para analise simultanea.

. LD Sensibilidade LQ )

Analito pmol L A/mol L 1 pmol L1 R
Dopamina 0,57 0,079 1,90 0,9984
Norepinefrina 0,35 0,130 1,16 0,9992

O eletrodo EPC SiTi30-Au mostrou-se mais sensivel e consequentemente
apresentou menor Limite de Deteccdo para a determinacdo de Norepinefrina.
Comparando os resultados obtidos nesse trabalho com eletrodos semelhantes relatados na
literatura, observa-se que alguns trabalhos anteriores ja reportaram menores limites de
deteccéo obtidos por técnicas eletroanaliticas para os analitos avaliados!?. Por outro lado,
na atualidade ainda encontram-se poucos sensores eletroquimicos que conseguem
distinguir e quantificar catecolaminas simultaneamente, devido a semelhanga entre as

suas estruturas, fator esse que justifica a relevancia do trabalho realizado.

58



5.3.5. Andlise de interferentes

A andlise de VOQ do EPC SiTi30-Au foi realizada também na presenga de
potenciais interferentes na quantificacdo de norepinefrina em meios bioldgicos como a
glicose, o acido urico e o acido ascorbico. Tais analitos podem oxidar ou reduzir em
potenciais que coincidem com os potenciais de oxirreducao da norepinefrina ocasionando
interferéncia em sua determinacéo, inviabilizando a aplicacdo do eletrodo diretamente em

amostras reais complexas. Os resultados da anélise de interferentes estdo apresentados na

-10 \
-154

-20 1 —— 118 pmol L™ Norepinefrina
39 umol L™ Acido Ascorbico

—— 39 umol L™ Acido Urico

-25 39 umol L™ Glicose

116 pmol L*Norepinefrina

Figura 28.

Ip (uA)

-0,4 | 0,2 | 0,0
E (V) vs ECS

Figura 28. VOQ do EPC SiTi30-Au na presenca de norepinefrina e interferentes acido

ascorbico, acido urico e glicose.

Através da adicdo 1 umol de cada um dos interferentes ao sistema contendo
previamente 3 umol de norepinefrina, observaram-se desvios relativos ao sinal de Ipc
correspondentes a 1,77% para o Acido Urico, 2,48% para o Acido Ascorbico e 8,51%
para a glicose. Na literatura, consideram-se aceitaveis valores abaixo de 10% para
determinac6es analiticas, dessa maneira configura-se que o EPC SiTi30-Au néo apresenta
interferéncia de sinal na deteccéo de norepinefrina em presenca dos analitos apresentados,

mostrando promissora resposta para futuras determinagdes em matrizes complexas.
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Xerogel magnético de silica/titania modificado com tirosinase e sua aplicacio
como biossensor eletroquimico

Ap0s estudar a aplicagdo de diferentes materiais de silica/titania como dispositivos
eletroquimicos, buscou-se desenvolver um novo material mesoporoso magnetico de
silica/titania contendo 30% de titania em volume, denominado como SiTiMPs. Esse
material foi posteriormente modificado com a enzima tirosinase (SiTiMPs-Ty) e aplicado
como sensor eletroquimico na deteccdo de catecol, epinefrina e dopamina. Os materiais
foram caracterizados por isotermas de adsorcdo e dessorcdo de nitrogénio, analise
termogravimétrica, magnetizacdo, microscopia eletronica de varredura e voltametria
ciclica a fim de realizar um estudo comparativo das propriedades dos materiais bem como

a efetividade da imobilizacdo da enzima no material SiTiMPs.

5.4.Caracterizagdo dos materiais SiTiMPs e SiTiMPs-Ty

5.4.1. Andlise textural

As propriedades texturais do xerogel magnético SiTiMPs antes e apds a
imobilizacdo da enzima foram investigadas por isotermas de adsorcao e dessorcao de No,
como pode ser visto na Figura 30a. As isotermas obtidas para os dois materiais foram do
tipo 1V segundo a classificacdo da IUPAC, tipicas de materiais mesoporosos*??. Observa-
se um aumento significativo na adsorcdo de N para valores de pressdo acima de 0,8,
indicando presenca de poros na regido de mesoporos. Esse resultado pode ser confirmado
pela curva de distribuicdo de tamanho de poros mostrada na Figura 30b, que apresenta
méaximos localizados em aproximadamente 17 e 14 nm para SiTiMPs e SiTiMPs-Ty,

respectivamente.
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Figura 30. a) Isotermas de adsorcéo e dessor¢cdo de N2 b) Curvas de distribuicéo de
tamanho de poros; dos materiais SITiIMPs e SiTIMPs-Ty.
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Os valores de area superficial, obtidos por BET, foram 158 m? g para SiTiMPs
e 144 m? g* para SiTiMP-Ty. Foi possivel observar também uma diminuigdo no volume
de poros ap6s a imobilizacdo da enzima de 0,88 cm® gt (SiTiMPs) para 0,63 cm? g
(SiTiMPs-Ty). Comparando as propriedades texturais dos materiais SiTiIMPs e
SiTiMPs- Ty, observa-se uma clara evidéncia da imobilizacdo direta da tirosinase na
superficie do material SiTiMPs devido ao substancial decréscimo no volume adsorvido
para o material SiTiMPs-Ty e também o deslocamento da curva de distribuicdo para
menores valores de didmetro de poros, ambos observados por BJH. Esse resultado
também é indicativo de uma imobilizacdo efetiva da enzima dentro dos poros do material
SITiIMPs.

Considerando essas caracteristicas apresentadas, os dois materiais apresentam
propriedades adequadas para aplicacdo suporte de eletrodos eletroquimicos, apresentando
alta area superficial e consideravel volume de poros, e didmetro médio de poros na regido
de mesoporos, que facilita a imobilizacdo de macromoléculas e pode favorecer o processo
de difuséo na superficie do eletrodo*®.

5.4.2. Andlise termogravimétrica

Os materiais SiTiMPs e SiTiMPs-Ty foram submetidos a analise
termogravimeétrica e as curvas obtidas estdo apresentadas na Figura 31, assim como dados
de perda de massa em diferentes faixas de temperatura mostrados na Tabela 8. As perdas
de massa abaixo de 150°C podem ser atribuidas a adsorcdo de agua. Na faixa de 150°C a
650°C, podem ser observadas perdas correspondentes a reagdes de dehidroxilagdo dos

Oxidos e também a decomposicéo de componentes organicos.
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Figura 31. Curvas termogravimétricas dos materiais SiTiMPs e SiTiMPs-Ty na faixa de
50 a 850 °C.

Como pode ser observado na Figura 31, ha um aumento na inclinagcdo da reta
tangente a curva em aproximadamente 200 °C para o material SiTiMPs-Ty. Esses valores
podem ser melhores observados na Tabela 8, que indica um aumento na perda de massa,
na faixa de 150 a 650 °C, de aproximadamente 1,4% apds a imobilizacdo da enzima. Esse
valor pode ser atribuido a decomposicdo da tirosinase imobilizada na superficie do
material SiTiMPs, confirmando os resultados de andlise textural que indicam a efetiva
modificacdo do material SiTiMPs.

Tabela 8. Perda de massa (%) obtidas através das curvas de TGA.

Perda de massa (%)

Material 0-150 °C 150-650 °C 650-850 °C
SiTiMPs 3,644 5,632 1,633
SITiIMPs-Ty 1,612 7,041 0,457

5.4.3. Analise estrutural e morfologica
A andlise de difratometria de raios X das amostras FezOs, MPs e SiTiMPs esta
apresentada na Figura 32. Como pode ser observado, sdo identificados nos trés materiais

0s picos do padréo de difracdo de raios X correspondentes aos angulos de Bragg da
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estrutura cubica de face centrada da magnetita (arquivo JCPDS, n° 19-0629). A partir dos
dados de difracdo de FesO4 e MPs, calculou-se através da equacdo de Scherrer o tamanho
do cristalito das particulas de magnetita com dimensGes nanomeétricas, abaixo de 40 nm.
O material SiTiMPs apresenta também o halo tipico da silica/titania amorfa, com 26 em
aproximadamente 22° 2, Estes resultados sdo indicativos que particulas de magnetita

foram incorporadas com sucesso na matriz de silica/titania.
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Figura 32. Difratogramas de raios X das FesOa, das particulas magnéticas MPs e do

xerogel magnético SiTiMPs.

Para observar a dispersao das particulas magnéticas na matriz de silica /titania, foi
realizada a andlise de microscopia eletrdnica de varredura através da técnica de elétrons
retro espalhados (Backscattering) apresentada na Figura 33. Ao usar elétrons retro
espalhados, a imagem de SiTiMPs obtida por MEV permite discriminar por brilho as
areas com diferentes composic¢des quimicas, onde as areas brilhantes correspondem a uma
regido composta por elementos mais pesados 3. Dessa maneira, uma vez que o silicio e
o titnio sdo elementos com baixo nimero atbmico (mais leves) quando comparados com
o ferro encontrado nas particulas de magnetita, existe um contraste adequado entre a
silica/titania opaca e as partes brilhantes compostas por magnetita.

A imagem também revela claramente particulas esféricas de magnetita com um

tamanho inferior a 1 um dispersas sobre a silica/titania, que também podem encontrar-se
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inseridas no material SiTiMPs. Além disso, considerando o tamanho do cristalito

nanométrico obtido pelos dados de raios X, pode-se concluir que as particulas de

magnetita sdo policristalinas.

Mag= 200KX EHT=10.00kV WD = 7.5 mm

10 um (X EHT=10.00 kv

Figura 33. MEV do material SiTiMPs com aproximacéo de a) 2.0 kx e b) 5.0 kx.

5.4.4. Magnetizagéo
A Figura 34 apresenta as curvas de magnetizacdo. O perfil semelhante das curvas

indica uma resposta magnética comparavel das diferentes particulas, sugerindo que a
cobertura de Fe3O4 para preparar MPs e subsequentemente o material SiTiIMPs nédo

modifica substancialmente as propriedades magnéticas intrinsecas das particulas iniciais.
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Observam-se histereses em todos os materiais, caracteristicas do seu comportamento
magnético. A reducdo na saturacdo de magnetizacdo ap0s a o recobrimento com silica
(MPs) e também no material SiTiMPs deve-se principalmente a incorporagéo de material

ndo magnético na massa total da amostra.
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Figura 34. Curvas de magnetizacdo das amostras Fe3Os, MPs e SiTiMPs. Figura

inserida: Curvas de magnetizagcdo normalizadas

5.4.5. Caracterizacdo eletroquimica

O comportamento eletroquimico da tirosinase imobilizada no xerogel magnético
foi investigado modificando um EPC com os materiais SiTiMPs e SiTiMPs-Ty para fins
comparativos. Na Figura 35, os voltammogramas ciclicos apresentam 0 comportamento
dos EPCs modificados com SiTiMPs e SiTiMPs-Ty usando como solucdo sonda o par
redox Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s]. Os dois materiais apresentaram um par de picos redox
definidos e foi observado um aumento substancial na corrente de pico anddico e catodico
apos a imobilizacdo da tirosinase. Este resultado pode ser indicativo que a tirosinase
imobilizada fornega um aumento na area eletroativa, a qual foi determinada pela equacao
de Randles-Sevcik como 3,96 cm? e 6,31 cm? para SiTiMPs e SiTiMPs-Ty,
respectivamente?®, Esta elevada éarea eletroativa é uma caracteristica desejada ao
desenvolver sensores eletroquimicos''®. A Tabela 9 foi formulada de acordo com os
voltamogramas da Figura 35, apresentando parametros eletroquimicos como intensidades

de corrente de pico anddico e catddico (Ipa e Ipc), potencial de pico anddico e catodico
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(Epae Epc), relacdo Ipa/ Ipc e separacdo entre os potenciais de pico de oxidagéo e reducao
(AEp).

Ip(uA)

SiTiMPs
SiTiIMPs-Ty

04 02 00 02 04 06 08
E (V) vs ECS

Figura 35. VVC dos EPCs modificados com SiTiMPs e SiTiMPs-Ty na presenca de
solugdo Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 1 mmol L-; e velocidade de varredura de 20 mV s,

Tabela 9. Tabela de parametros eletroquimicos dos materiais SiTiMPs e SiTiMPs-Ty
obtidos por VC.

Eletrodo Ipa (nA) Ipc (nA) Ipa/lpc Epa (V) Epc(V) AEp(mV)
SiTiMPs 391,5 316,4 1,240 0,30 0,20 100
SiTiMPs-Ty  625,7 626,9 0,998 0,33 0,20 130

Ao comparar 0S materiais com e sem a tirosinase imobilizada, além da maior
corrente de pico, 0 EPC modificado com SiTiMPs-Ty é também aquele com a melhor
relagdo Ipa/lpc, mais proxima de 1,0 indicando que neste eletrodo existe uma maior
reversivilidade. Quanto aos valores de AEp, o EPC SiTiMPs apresenta a menor separacao
de picos (100 mV) do que o EPC/SiTiMPs-Ty (130 mV). Embora haja um aumento na
resisténcia a transferéncia de carga para o eletrodo modificado com a enzima SiTiMPs-
Ty, este resultado ndo é expressivo quando comparado ao incremento na corrente de pico

fornecido pela tirosinase imobilizada. Além disso, esse comportamento € esperado
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considerando que, quanto maior o conteddo organico incorporado, maior € a resisténcia
a transferéncia de carga, conforme relatado em trabalhos anteriores 124,

Também foi avaliado o comportamento eletroquimico do EPC SiTiMPs-Ty a
diferentes velocidades de varredura nas faixas de 10 a 150 mV s os resultados est&o
apresentados na Figura 36a. E possivel observar um incremento na separac&o de pico com
aumento da velocidade de varredura sugerindo que o processo envolvido na interface
eletrodo solucéo é quase reversivel 122, Adicionalmente, os voltamogramas mostram a
relacdo linear entre a raiz quadrada da velocidade de varredura e a intensidade dos picos
anodico e catddico conforme mostrado na Figura 36b, as equacdes das retas obtidas séo
descritos por:

Ipa (A) = -3,5x10™ (+ 0,3x10%) + 1,45x10* (+ 0,03x10%) v (mV s

Ipc (A) = 3,8x10™ (+ 0,3x10) — 1,49x10 (+ 0,04x10™) v¥2 (mV s?)
Os coeficientes de correlacdo linear determinados a partir das retas apresentadas

foram R? s = 0,993 e R?,c = 0,992. Esse resultado indica um processo eletroquimico

controlado na interface eletrodo solucao tipicamente por difuséo.

(b) o
1000/ 1000/ et
/I/'
P
< — = g u Ipa
: 0 ER e Ipc
5 2 .
= 3 .
..
-10001 -1000 | ..,
p
.\“"‘0\
04 02 00 02 04 06 08 1,0 2 4 6 8 10 12
E(V) vs ECS VMV s

Figura 36. a) Voltamogramas do EPC SiTiMPs-Ty na presenca de solucdo
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 1 mmol L a diferentes velocidades de varredura na faixa de

10 a 150 mV s b) relago linear entre v e Ipa e Ipc.
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5.5. Aplicacdo do EPC SiTiMPs-Ty como biossensor eletroquimico

para catecol e catecolaminas

5.5.1. Resposta eletroquimica para catecol e catecolaminas

A resposta dos EPCs SiTiMPs e SiTiMPs-Ty também foi avaliada no processo
redox do catecol através da analise de VC na presenca de 38 umol L do analito,
conforme apresentado na Figura 37. O par de picos correspondentes ao processo redox
do catecol € identificado para os dois eletrodos indicando um processo reversivel. A
analise de VC, mostra ainda correntes de pico anddico e catddico mais definidas e intensas
para 0 EPC SiTiMPs-Ty. Esse resultado sugere que a presen¢a da enzima tirosinase,
imobilizada na superficie do eletrodo, fornece o aumento da atividade eletrocatalitica no

processo redox do catecol.

Ip (LA)

1100 — SiTiMPs
— SITIMPs-Ty

-OI,8 | -OI,6 | -OI,4 | -OI,2I O:O | 0:2 | O:4 | O:6 | O:8
E(V) vs ECS

Figura 37. Voltamogramas do EPC SiTiMPs e EPC SiTiMPs-Ty na presenca de

38 umol L de catecol e velocidade de varredura de 20 mV s,

A influéncia da velocidade de varredura no comportamento eletroquimico do
catecol também foi examinada por VC e os resultados sdo mostrados na Figura 38. As
correntes de pico anddico e catdédico aumentam linearmente com a velocidade de

varredura na faixa de 10 a 150 mV s? (Figura Inserida), indicando um processo
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controlado por adsorcdo. As equacles que descrevem o comportamento linear sédo
apresentadas abaixo:
Ipa (A) = 4,7 x 10° (£ 0,3 x 10-5) + 1,79 x 10® (+ 0,03 x 10%) v (mV s7)

Ipc (A) = 4,8 x 107 (£ 0,2 x 107) - 1,61 x 10°® (+ 0,02 x 10F) v (mV s1)

Através das equagdes, foram determinados os coeficientes lineares como
Rzlpa: 0,992, Rzlpc = 0,998

Catecol

20 40 60 80 100 120 140 160

v(mV s?)
-08 06 -04 -02 00 02 04 06 0,8
E(V) vs ECS

Figura 38. Voltamogramas do EPC SiTiMPs-Ty a diferentes velocidades de varredura

de 10 a 150 mV s na presenca de 38 umol L™ de catecol.

A resposta eletroquimica do EPC/SiTiMPs-Ty foi investigada em diferentes pH
(6,0, 6,5, 7,0, 7,5) na presenca de 38 pmol L de catecol. De acordo com a Figura 39a,
observam-se correntes de pico anddico e catdédico mais intensas e definidas em pH 7,5.
Este pH é proximo ao pH de meios biolégicos. Considerando a melhor resposta e as
possiveis futuras aplicagdes do eletrodo, essa condicao foi determinada como ideal para
a quantificacdo dos analitos estudados.
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Figura 39. VCs do EPC SiTiMPs-Ty na presenca de 38 umol L™ de catecol a diferentes

pHs e b) na presenca de diferentes atmosferas, na velocidade de varredura de 20 mV s,

A atmosfera ideal para medidas eletroquimicas também foi avaliada na presenca
na presenca de 38 umol L de catecol em diferentes atmosferas como apresentado na
Figura 39b. As medidas mostram resposta eletroquimica semelhante para as atmosferas
testadas e, por isso foi determinada como adequada a atmosfera ambiente considerando-
se a simplicidade e economia de analise.

Considerando que o eletrodo EPC SiTiMPs-Ty apresentou boa resposta para o
catecol este eletrodo também foi testado para outros analitos como dopamina e epinefrina
A Figura 40 mostra as voltametrias ciclicas a diferentes velocidades de varredura na
presenca de 38 umol L de dopamina (Figura 40a) e 38 umol L™ de epinefrina (Figura
40b). Nas Figuras pode ser observada a presenca de picos anddicos e catddicos que
correspondem a processos de oxidacdo e reducdo na superficie do eletrodo das espécies
analisadas. Também € observado nas Figuras Inseridas que as correntes de pico anddico
e catdédico aumentam linearmente com a velocidade de varredura na faixa de 10 a
150 mV s, sugerindo que o processo na interface eletrodo solucéo é controlado por
adsorcdo. As equacOes que das retas obtidas sdo apresentadas a seguir.

- Para a dopamina:

Ipa (A) =1,2 x 10° (+ 0,5 x 10®°) + 1,51 x 10 (+ 0,05 x 10°) v (mV s?)

lpc (A) =3,2x10° (0,7 x 10%) — 1,82 x 10® (+ 0,07x10%) v (mV s})

Os valores de correlagio linear R?%pa = 0,995 e R?j5c = 0,992;

-Para a epinefrina:
Ipa (A) =3,5x 10°(x 0,2 x 10°) + 1,10 x 10° (+ 0,02 x 10%) v (mV s?)
Ipc (A) =-2,1 x 10° (£ 0,2 x 10°°) -1,81 x 10 (£ 0,02 x 10®) v (mV s})
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Os valores de correlagdo linear como R?jps = 0.998 e R = 0.999;

200 @)

1504 _ ,
1 Dopamina _—

1004 =

Ip (LA)

17— - T

-250 / 7 0 50 130 150
v(mVsY)
-08 -06 -04 -02 00 02 04 06 0,8
E(V) vs ECS

300

1 (b)
200 -

1 Epinefrina

Ip (LA)

0 50 100 150
v(mV s™)

-0,8 | -d,6 | -d,4 | -d,2 | 0:0 | 0:2 | 014 | 016 | 0,8
E(V) vs ECS
Figura 40.Voltamogramas do EPC SiTiMPs-Ty a diferentes velocidades de varredura de

10 a 150 mV s na presenca de 38 umol Lt em pH 7,5 de a) dopamina b) epinefrina.

Figuras inseridas: Retas de velocidade de varredura (mV s?) versus Ipa e Ipc (uA).

73



5.5.2. Andlise de catecol, epinefrina e dopamina por voltametria de pulso
diferencial
A anélise de voltametria de pulso diferencial (VPD) do EPC SiTiMPs-Ty visou
avaliar o comportamento eletroquimico do eletrodo na presenca de catecol, dopamina e
epinefrina. Comparando os VDPs na faixa de -0,8 até 0,8V apresentados na Figura 41,
observa-se apenas um pico de reducéo para o catecol e epinefrina definidos em potenciais
de 0,07 V e -0,23 V, respectivamente. Por outro lado, a analise na presenca de dopamina
mostra dois picos definidos e intensos de redugcdo com os maximos de corrente

localizados nos potenciais de -0,25 V e 0,15 V.

Ipa

Catecol
Dopamina
Epinefrina

-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 06 0,8 1,0
E(V) vs ECS

Figura 41. VPD comparativo do EPC SiTiMPs-Ty na presenca de 38 pmol L de

catecol, dopamina e epinefrina em pH 7,5.
Esse resultado indica que 0 mecanismo envolvido no processo redox da dopamina

ocorre em duas etapas de reacdo, conforme ja relatado na literatura e apresentado na
Figura 42 31,
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Etapa 1

HOm OD/\
2H* 2e” NH
Ho NH, 2H", 2 o 2

Dopaminoquinona

Dopamina
l Ciclizacéao
Etapa 3
0 Hom Etapa 2
oj::[y? 2H*, 2¢° HO N

Leucodopaminoquinona

Figura 42. Mecanismo de ciclizacdo da dopamina

No primeiro passo, a dopamina é oxidada a hidroquinona em uma reagéo
envolvendo dois elétrons. O produto obtido (dopaminquinona) apresenta um grupo amina
doador de elétrons e um anel deficiente em elétrons que pode realizar facilmente uma
reacao de ciclizacdo quando as medicdes sdo conduzidas em pH acima de 7. Este efeito é
muito fraco em pH abaixo de 7 devido a presencga grupos amina protonados que impedem
a ciclizacdo. A mesma reacdo poderia ocorrer com epinefrina, mas o resultado de VPD
mostra apenas um pico de reducéo e, neste caso, a presenca de um grupo metila pode ter
induzido a um efeito estérico, dificultando a ciclizacio %2,

Apesar de todos 0s compostos testados apresentarem resposta de reducdo em
potenciais catodicos proximos, identifica-se uma separacdo de picos comparando 0s
potenciais de catecol e epinefrina de aproximadamente 300 mV, resposta promissora para
utilizacdo do EPC SiTiMPs-Ty em analises simultaneas de catecol e epinefrina.

Avaliando o comportamento de reducdo por VPD, o EPC SiTiMPs-Ty foi
aplicado como biossensor eletroquimico para determinacdo de catecol, dopamina e
epinefrina sob as condi¢des de deteccdo otimizadas e os resultados s&o mostrados nas
Figuras 43a, 43b e 43c. Para todas as espécies estudadas, 0s voltamogramas mostram um
aumento de pico de corrente proporcional ao aumento da concentragcdo de analito.
Considerando a resposta linear, as curvas de calibracdo construidas para cada analito estdo
apresentadas na Figura 43d, 43e e 43f.

A resposta linear foi observada entre uma faixa de 40 a 530 umol L para catecol

e epinefrina e, 40 a 400 pmol L para a dopamina. As regressdes lineares obtidas para a
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determinacdo individual de catecol, epinefrina e dopamina foram expressas pelas

seguintes equacoes:
Ipc (A) = -8,65 x 105 (+ 0,09 x 10°%) — 0,198 (+ 0.03) [Catecol] (mol LY
Ipc (A) =-1,34 x 10 (+ 0,02 x 10*) - 0,366 (+ 0,008) [Dopamina] (mol L)
Ipc (A) =-1,10 x 10 (+ 0,02 x 10%) - 0,221 (+ 0,008) [Epinefrina] (mol L)
Os coeficientes lineares determinados a partir das retas foram 0,999, 0,990 e 0,997
para catecol, dopamina e epinefrina, respectivamente. As sensibilidades (S) foram

determinadas como a inclinacéo das curvas de calibracéo e os limites de deteccdo foram

calculados pela relacdo 3 x SDb S, onde SDb foi o desvio padrdo das medidas em branco

(n=7).
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Figura 43. VPDs na presenca de diferentes concentracdes de a) catecol b) epinefrina e c)
dopamina; curvas de calibracéo Ipc versus concentracédo d) catecol e) epinefrina e f)

dopamina.

Os valores de limites de deteccdo e sensibilidades para cada analito s&o
apresentados na Tabela 10. O sistema proposto apresentou alta sensibilidade para todos
os analitos em uma ampla faixa linear e também baixos limites de deteccdo quando

comparados a outros biossensores eletroquimicos usando tirosinase.
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Tabela 10. Comparacdo do EPC SiTiMPs-Ty com diferentes eletrodos modificados com

tirosinase aplicados na determinacdo eletroanalitica de catecol e catecolaminas.

Sensibilidade Faixa Linear Limite de Detec¢do

Eletrodo Modificado Analito (WA/M) (umol LY) (umol LY) Referéncia
Tyr-AuNPs-DHP/GCE? CcC 0,115 2,5-95 0,17 133
Ty-CoPc-CNTP? CcC 0,064 10-120 1,66 134
Tyroggﬁﬁgfdiﬁed cC 0,096 5-120 3,28 135
SiTiMPs-Ty CcC 0,198 40-530 0,23 Presente trabalho
Au-MEA/PEDOT-Tyr¢ DP 0,002 20-300 0,24 136
Tyrosinase/NiO/ITO® DP 0,06 2-100 1,04 137
PEDOT-Ty' DP 10-150 0,99 138
SITiMPs-Ty DP 0,366 40-400 0,72 Presente trabalho
Tyrosinase/SWCNT-GCE® EP e 10-110 2,54 134
SiTiMPs-Ty EP 0,221 40-530 2,94 Presente trabalho

2Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro e tirosinase
em filme de dodecil sulfato

b Eletrodo de pasta de carbono contendo nanotubos de carbono e Ftalocianina de
Cobalto (I1) modificado com tirosinase

¢ Biossensor amperométrico baseado em filme de nanocristais de diamante
dopados com Boro e modificado com tirosinase

4 Microeletrodo de Ouro modificado com biopolimero condutor poli(3,4-
etilenodioxithiofenol) e tirosinase

¢ Biossensor modificado com nanoparticulas de niquel e tirosinase em superficie
do oxido de indio

T Micro eletrodo preparado pela deposicido eletroquimica de poli
(3,4- etilenodioxithiofenol) e tirosinase

9 Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono contendo

tirosinase imobilizada
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De acordo com a Tabela 10, os limites de deteccdo obtidos para catecol e
dopamina no presente trabalho foram menores que a maioria dos outros eletrodos
modificados com tirosinase. Para dopamina e epinefrina, os intervalos lineares foram
semelhantes aos relatados anteriormente e, para catecol, a faixa linear relatada foi maior
do que a encontrada em outros trabalhos. No presente trabalho, também se observaram
resultados de alta sensibilidade que poderiam ser atribuidos a incorporagdo de particulas
magnéticas no material modificado®3® e também as propriedades texturais da silica/titania
como a alta area superficial. O tamanho dos poros de aproximadamente 20 nm pode ter
permitido a imobilizacdo da enzima, mantendo a disponibilidade dos sitios ativos. Além
disso, o EPC SiTiMPs-Ty pode ser considerado um sistema simples comparado a outros

eletrodos relatados na literatura3314°,

5.5.3. Andlise Simultanea de catecol e dopamina

Considerando a diferenca de potenciais obtidos para o catecol e a dopamina,
observa-se a possibilidade de realizar analises simultaneas para ambos os analitos. Para
isso analisou-se primeiro a interferéncia de resposta de cada analito mantendo-se um deles
constante e variando a concentragdo do outro.

A Figura 44a apresenta os voltamogramas contendo diferentes concentragdes de
catecol na faixa de 40 a 380 pmol L, na presenca de 4 umol de epinefrina. Observa-se
que a intensidade do pico relacionada ao catecol aumentou linearmente com o aumento
da concentracdo do mesmo através de um comportamento descrito pela equacdo
Ipc (A) =-6,8 x 10 (+ 0,1 x 10°) - 0,261 (* 0,005) [Catecol] (mol L) com R? = 0,997,
ao mesmo tempo em que o pico relacionado a epinefrina ndo mostra variacdes
significativas na intensidade de corrente.

Do mesmo modo, esta medida foi realizada na presenca de 4 umol de catecol
alterando a concentracio de epinefrina no sistema na faixa de 40 a 380 pmol.L?
(Figura 44b). Também é observada uma resposta linear para a epinefrina na presenca de
catecol expressa pela equacdo lpc (A) = -9,5 x 10 (+ 0,4 x 10®) - 0,42 (* 0,02)
[Epinefrina] (mol L) com R? = 0,987 a0 memo tempo em que n&o se observam alteracdes

substanciais na intensidade de corrente do catecol.
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Figura 44. VPD do EPC SiTiMPs-Ty em pH 7,5 na presenca de diferentes

concentracdes de a) catecol mantendo a concentracdo de epinefrina constante

b) epinefrina mantendo a concentracdo de catecol constante.

Esses resultados mostraram que, na faixa de concentragdo estudada, a presenca

simultanea de catecol ndo interfere na analise de epinefrina e vice-versa. Portanto, uma

vez que ndo houve interferéncia, o EPC SiTiMPs-Ty foi aplicado na determinacéo

simultanea de catecol e epinefrina.
A determinacdo das duas espécies usando o EPC SiTiMPs-Ty foi realizada na

faixa potencial de -0,8 a 0,8 V por VPD. A resposta eletroquimica aumentou linearmente

com o aumento da concentragdo em uma faixa de 50 a 600 pmol L conforme é mostrado

na Figura 45.
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Figura 45. Analise simultanea por VPD do EPC SiTiMPs-Ty na presenca de diferentes

concentracgdes de catecol e epinefrina em pH 7,5.

As equacdes lineares correspondentes obtidas estdo apresentadas na Figura 46 e
podem ser descritas como:
Ipc (A) = -8,12 x 10 (+ 0,09 x 10°) - 0,211 (* 0,003) [Catecol] (mol L) com
R2=0,997 para o catecol;
Ipc (A) =-1,47 x 10* (+ 0,03 x 10#) - 0,237 (+ 0,008) [Epinefrina] (mol L) com
R? = 0,985, para a epinefrina;
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Figura 46. Curvas eletroanaliticas obtida por VPD do EPC SiTiMPs-Ty em analise

simultanea de catecol e epinefrina.

Usando as curvas de calibracdo apresentadas na Figura 46, os limites de deteccéo
foram de 3,32 pmol L e 1,65 umol L com sensibilidades de 0,211 pA pmol L e 0,237
uA umol L para catecol e epinefrina, respectivamente. Os limites de quantificagdo foram
determinados como 11,1 umol L™ para o catecol e 5,5 umol L™ para a epinefrina. Estes
resultados revelam a possibilidade de quantificacdo para tais analitos por analise

simultanea de VPD, com boas sensibilidades e baixos limites de deteccao.

5.5.4. Reprodutibilidade

Este EPC modificado com o material SiTiMPs-Ty também apresentou boa
reprodutibilidade (Figura 47) para determinacgdes de catecol. O desvio padrdo relativo da
intensidade de corrente de pico catédico por VPD para a resposta de 5 diferentes eletrodos
colocados em contato a um sistema eletroquimico contendo 40 pmol L de catecol foi de
6,87%.
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Figura 47.Resposta de intensidade relativa de pico para 5 diferentes EPC SiTiMPs-Ty

em um sistema contendo 40 umol L de catecol.
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6. CONCLUSOES
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No presente estudo foram sintetizados materiais de silica/titania amorfos pelo
método sol-gel com elevada éarea superficial e porosidade na faixa de mesoporous.
Determinou-se através do comportamento eletroquimico e da facilidade da metodologia
de sintese a proporcdo ideal para aplicacdes eletroquimicos como 30% de titania no
material (SiTi30). Apos o estudo eletroquimico, foram incorporadas as nanoparticulas de
ouro previamente estabilizadas em quitosana na amostra SiTi30 utilizando o método de
grafting e o novo material modificado SiTi30-Au foi caracterizado por microscopia
eletrobnica de transmissdo que permitiu confirmar a efetiva incorporacdo das
nanoparticulas de ouro no Suporte.

Também foi sintetizado um xerogel magnético de silica/titdnia contendo
particulas magnéticas (SiTiMPs) o que permitiu o desenvolvimento de um novo suporte
magnético com érea superficial de 158 m? g e poros na regido de aproximadamente 20
nm. Resultados por difracdo de raios X e curvas de magnetizacdo mostraram que as
particulas magnéticas apresentaram cristalitos menores que 40 nm e o comportamento
magnético das particulas foi mantido no xerogel Além disso, observou-se por microscopia
eletrobnica de transmissdo a incorporacdo de particulas magnéticas na superficie da
silica/titdnia com tamanho aproximado de 1 um.

Foi imobilizado a enzima tirosinase na superficie do material SiTiMPs, este
resultado foi investigado por curvas termogravimétricas que permitiram observar um
aumento na perda de massa na regido de decomposicao de componentes organicos. Além
disso, as analises texturais mostraram uma diminui¢do no didmetro de poros do material
em aproximadamente 4 nm que pode ser atribuido a incorporacdo da tirosinase na
superficie e nos poros do material SiTiMPs.

O EPC modificado com o material SiTi30-Au mostrou promissora resposta para
a determinacdo simultdnea de norepinefrina e dopamina, apresentando altas
sensibilidades e baixos limites de deteccdo e consideravel reprodutibilidade. Além disso,
0 EPC modificado com SiTiAu-30 ndo apresenta interferéncia de sinal na determinacgéo
de norepinefrina em presenca de componentes presentes em meios bioldgicos como
glicose, acido Urico e acido ascorbico, mostrando potencialidade de aplicacdo do eletrodo
na presenca de matrizes complexas.

O EPC modificado com o material SiTiMPs-Ty também apresentou baixos limites
de deteccdo e altas sensibilidades na deteccéo simultanea epinefrina e catecol, mostrando
bons resultados de reprodutibilidade. Além disso, foi possivel observar que a presenca da
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enzima aumentou a definicdo e a intensidade dos picos redox na presenca de catecol,
mostrando eficiéncia eletrocatalitica da tirosinase frente a esse analito.

Por fim, de modo geral os EPCs modificados desenvolvidos nesse trabalho foram
obtidos atraveés de uma metodologia sintética simples e de facil reproducao que permitiu
determinar seletivamente através de técnicas eletroquimicas compostos fendlicos com
estruturas bastante semelhantes o que indica o avango das técnicas eletroquimicas para
determinacdo em determinacgdes eletroanaliticas através de eletrodos modificados com
nanoestruturas e espécies eletroativas, responsaveis por catalisar as reacfes redox na
interface eletrodo/solucéo.

86



7. REFERENCIAS

87



(1) Nantaphol, S.; Watanabe, T.; Nomura, N.; Siangproh, W.; Chailapakul, O.;
Einaga, Y. Biosens. Bioelectron. 2017, 98, 76-82.

(2) Ng, K. L.; Tan, G. H.; Khor, S. M.; Food Chem. 2017, 237, 912-920.

(3) Liu, X.; Liu, X.; Wei, H.; Song, G.; Guo, H.; Lu, X.; Sensor Actuat. B-Chem.
2017, 252, 503-510.

(4) Ferreira, U. C.; Gushiken, Y.; Kubota, L. T.; J Solid Stat Electrochem 2000,
4, 298-303.

(5) Kadib, A. E.; Bousmina, M.; Chem. Eur. J. 2012, 18, 8264 — 8277

(6) Etienne, M.; Zhang, L.; Vila, N.; Walcarius, A.; Electroanalysis 2015, 27,
2028 — 2054

(7) Morosanova, E. I.; Talanta 2012, 102, 114-122

(8) Benvenutti, E. V.; Moro, C. C.; Costa, T. M. H.; Quim. Nova 2009, 32, 1926-
1933

(9) Cheraghi, S.; Taher, M. A.; Karimi-Maleh, H.; Appl. Surf. Sci. 2017, 420,
882-885.

(10)  Amani-Beni, Z.; Nezamzadeh-Ejhieh, N.; J. Colloid Interface Sci. 2017,
504, 186-196.

(11) Hasanzadeh, M.; Shadjou, N.; de la Guardia, M.; Trends Analyt Chem.
2015, 72, 1-9

(12) Kang, C.; Kang, J.; Lee, N.; Yoon, Y. H.; Yang, H.; Anal. Chem. 2017,
89, 7974—7980.

(13) Rocha-Santos, T. A. P.; Trends Analyt Chem. 2014, 62, 28-36

(14) Baghayeri, M.; Veisi, H.; Ghanei-Motlagh, M.; Sensor Actuat. B-Chem.
2017, 249, 321-330.

(15 Yuan, Y.; Wu, H.; Chi, B.; Wen, S.; Liang, R.; Qiu, J.; Biosens.
Bioelectron. 2017, 97, 325-331.

(16) Patra, S.; Roy, E.; Parui, R.; Madhuri, R.; Sharma, P. K.; Biosens.
Bioelectron. 2017, 97, 208-217

(17) Asadpour-Zeynali, K.; Mollarasouli, F.; Biosens. Bioelectron. 2017, 92,
509-516.

(18) Bai, L.; Yuan, R.; Chai, Y.; Yuan, Y.; Zhuo, Y.; Mao, L.; Biosens.
Bioelectron. 2011, 26, 4331-4336.

(19) Li,G.; Li,Z; You, X.; Chen, J.; Tang, S.; Talanta 2016, 161, 138-142.

88



(20)  Li, X.; Li, J.; Liu, Y.; Zhang, X.; Chen, J.; Sensor Actuat. B-Chem. 2017,
250, 1-7.

(21) Zucca, P.; Sanjust,E.; Molecules 2014, 19, 14139-14194.

(22) Florescu, M.; David, M.; Sensors 2017, 17, 1314

(23) Goncalves, D.; Alves, G.; Soares-da-Silva, P.; Falcdo, A.; Anal Chim Acta
2012, 710, 17-32.

(24) Ribeiro, J. A.; Fernandes, P. M. V.; Pereira, C. M.; Silva, F.; Talanta 2016,
160, 653-679.

(25) Jain, S.; Goldstein, D. S.; Neurobiol. Dis. 2012, 46, 572-580.

(26) Seeber, R.; Pigani, L.; Terzi, F.; Zanardi, C.; Electrochim Acta 2015, 179,
350-363.

(27)  Arvanda, M.; Pourhabibb, A.; Giahic, M.; J Pharm Biomed Anal 2017, 7,
110-117.

(28) Song, H.; Xue, G.; Zhang, J.; Wang, G.; Ye, B.; Sun, S.; Tian, L.; Li, Y.;
Microchim Acta 2017, 184, 843-853.

(29) Morosanova, E. I.; Talanta 2012, 102, 114-122.

(30) Gao, X.; Wachs, I. E.; Catalysis Today 1999, 51, 233-254.

(31) Matsuda, A.; Higashi, Y.; Tadanaga, K.; Tatsumisago, M.; J Mater Sci
2006, 41, 8101-8108.

(32) Lukowiak, A.; Dylewicz, R.; Lis, S.; Baszczuk, A.; Patela, S.;
Maruszewski, K.; Optical Mater. 2005, 27, 1501.

(33) Khalil, T.; Abou, F.; EI-Nour, B.; EI-Gammal, A.; Boccaccini, R.; Powder
Technol. 2001, 114, 106-111.

(34) Li, X.; He, G.; Han, Y.; Xue, Q.; Wu, X.; Yang, S.; J. Colloid Interface
Sci. 2012, 382, 39-46.

(35) Choi, H. N.; Kim, M. A,; Lee, W.; Anal. Chim. Acta. 2005, 537, 179-187.

(36) Ferreira, C.U.; Gushikem, Y.; Kubota, L.T.; J Solid State Electrochem.
2000, 4, 298-303.

(37) Alfaya, A. A. S.; Kubota, L. T.; Quim. Nova 2002, 25, 835-841.

(38) Parka, S.; Kima, C.; Leea, W.; Sunga, S.; Yoona, M.; Mater. Sci. Eng. C.
2017, 114, 1-22.

(39) Pudukudya, M.; Yaakoba, Z.; Zulhamizan, M.; Takriff, M. S.; Jahayac, S.
S.; Appl Catal B: Environ 2017, 218, 298-316.

89



(40) Liu,J.; Zhou, Y.; Han, F.; Chen, D.; Chen, L.; Mater Lett. 2017, 207, 109—
112.

(41) Taromi, A. A.; Kaliaguine, S.; Micropor Mesopor Mater. 2017, 248, 179-
191.

(42) Xu, L.; Ke, C.; Huang, Y.; Yan, Y.; Catalysts 2016, 6, 149.

(43) Kayili, H. M.; Salih, B.; Talanta 2016, 155, 78-86.

(44) Maroneze, C. M.; Luz, R. C. S.; Landers, R.; Gushikem, Y; J Solid State
Electrochem, 2010, 14,115-121.

(45) Angelome, P. C.; Marzan, L. M. L; J. Sol-Gel Sci. Technol. 2014, 70, 180—
190.

(46) Walcarius, A.; Electroanalysis 2015, 27, 1 — 39.

(47) Caldas, E. M.; Novatzky, D.; Deon, M.; de Menezes, E. W.; Hertz, P. F.;
Costa, T. M. H.; Arenas, L. T.; Benvenutti, E. V.; Micropor. Mesopor. Mater.
2017, 247, 95-102.

(48) Walcarius, A.; Chem. Soc. Rev., 2013, 42, 4098.

(49) Innocenzi, P.; Malfatti, L.; Chem. Soc. Rev. 2012, 42, 4198-4216.

(50) Ehea, C. V.; Weber, C.; Gottschaldt, M.; Schubert, U. S.; Prog Colloid
Polym. Sci. 2016, 57, 64-102.

(51) Aziz, M. A.; Mahfoz, W.; Shaikh, M. N.; Zahir, M. H.; AlBetar, A.;
Oyama,M.; Theleritis, D.; Yamani, Z. H.; Electroanalysis 2017, 29, 1 -9
(52) Ramos, J. V. H.; Morawski, F. M.; Costa, T. M. H.; Dias, S. L. P,
Benvenutti, E. V.; de Menezes, E. W.; Arenas, L. T.; Micropor Mesopor Mat.

2015, 217, 109-118.

(53) Yusoff, N.; Rameshkumar, P.; Shahid, M. M.; Huang, S.; Huang, N. M.;
Microchim Acta 2017, 184,3291-3299.

(54) Goyal, R. R.; Shim, Y.; RSC Adv. 2015, 5, 69356-69364.

(55) Jia, D.; Liua, L.; Lia, S.; Chena, C.; Lua, Y.; Wua, J.; Liu, Q.; Biosens.
Bioelectron. 2017, 98, 449-456.

(56) Baghayeri, M.; Veisi,H.; Ghanei-Motlaghc, M.; Sensor Actuat. B-Chem.
2017, 249, 321-330.

(57) Zhu,C.;Yang, G.; Li, H.; Du, D.; Lin, Y.; Anal. Chem. 2015, 87, 230—249.

(58) Windmiller, J. R.; Wang, J.; Electroanalysis 2012, 24, 1 — 18.

(59) Teng, J.; Ye, Y.; Yao, L.; Yan, C.; Cheng, K.; Xue, F.; Pan, D.; Li, B;
Chen, W.; Microchim Acta 2017, 184, 3477-3485.

90



(60) Tepelia, Y.; Barlasb, F. B.; Timurb, S.; Anika, U.; Electrochim. Acta 2016,
211, 71-76.

(61) Chena, J.; Liuc, Z.; Penga, H.; Zhenga, Y.; Lina, Z.; Liua, A.; Chena, W.;
Lin, X.; Biosens. Bioelectron. 2017, 98, 345-349.

(62) Donga, X.; Yanga, J.; Luoa, L.; Zhanga, Y.; Mao, C.; Suna, Y.; Leia, H.;
Shena, Y.; Beierd, R. C.; Xu, Z.; Biosens. Bioelectron. 2017, 98, 305-3009.
(63) Mondal, D.; Paul, D.; Mukherji, S.; IEEE Sensors J. 2017, 17, 5021-5029.
(64) Husua,l.; Rodioa, G.; Touloupakis, E.; Lambrevaa, M. D.; Buonaseraa,

K.; Litescuc, S. C.; Sensor Actuat. B-Chem. 2013, 185, 321-330.

(65) Chillawar, R. R.; Tadi, K. K.; Motghare, R. V.; 8, Journal of Analytical
Chemistry, 2015, 70, 400-418.

(66) Cheraghi, S.; Taher, M. A.; Karimi-Maleh, H.; Applied Surface Science,
2017, 420, 882-885.

(67) Jia, D.; Liua, L.; Lia,S.; Chen,C.; Lu, Y.; Wu, J.; Liu, Q.; Biosensors and
Bioelectronics 2017, 98, 449-456.

(68)  Shamsipur, M.; Karimi, Z.; Tabrizi, M. A.; Microchem. J 2017, 133, 485—
489.

(69) Lu, X,; Liu, X.; Shen, T.; Qin, Y.; Zhang, P.; Luo, H.; Guo, Z.; Mater.
Lett. 2017, 207, 49-52,

(70) Zamora-Galveza, A.; Mayorga-Matineza, C. C.; Paroloa, C.; Ponsb, J.;
Merkogia, A.; Electrochem Commun. 2017, 82, 6-11.

(71) Fartas, F. M.; Abdullah, J.; Yusof, N. A.; Sulaiman, Y.; Saiman, M. |;
Sensors 2017, 17, 2-14.

(72)  Yiwei, X.; Wen, Z.; Jiyong, X.; Xiaobo, C.; Yanxiao, L.; Tahir, H. E.;
Xiaoweli, H.; Zhihua, L.; Xiaodong, Z.; Xuetao, H.; Food Chem. 2017, 237,
423-430.

(73) Yu,J,; Liu, S.; Ju, H.; Biosens. Bioelectron. 2003, 19, 509-514.

(74)  Adamski, J.; Kochana, J.; Nowak, P.; Parczewski, A.; J Food Compost
Anal. 2016, 46, 1-6.

(75) Duran, N.; Rosa, M. A.; D’Annibale, A.; Gianfreda, L.; Enzyme Microb
Technol. 2002, 31, 907-931.

(76) Santos, J. C. S.; Barbosa, O.; Ortiz, C.; Berenguer-Murcia, A.; Rodrigues,
R. C.; Fernandez-Lafuente, R.; ChemCatChem 2015, 7, 2413 — 2432.

91



(77) Hasanzadeh, M.; Shadjou, M.; Eskandani, M.; de la Guardia, M.; Trends
Analyt. Chem., 2012, 40, 107-118.

(78)  Soussou, A.; Gammoudi, I.; Moroté, F.; Kalboussi, A.; Cohen-Bouhacina,
T.; Grauby-Heywang, C.; Baccar, Z. M.; IEEE Sensors J., 2017, 17, 4340-
4348.

(79) Peniche, H.; Osorio, A.; Acosta, N.; de la Campa, A.; Peniche, C.; J Appl
Polym Sci 2005, 98, 651-657.

(80)  Sroysee, W.; Ponlakhet, K.; Chairam, S.; Jarujamrus, P.; Amatatongchai,
M.; Talanta, 2016, 157, 154-162.

(81) Gerent, G. G.; Spinelli, A.; J Hazard. Mater. 2017, 330, 105-115.

(82) Hasanzadeh, M.; Shadjou, N.; la Guardia, M.; Trends Analyt. Chem. 2015,
72, 1-9.

(83) Xiao; D.; Lu; D.; Zeng; R.; Bi; Y.; Microchim Acta 2016, 183, 2655-2675.

(84) Jaime,J.; Rangel, G.; Munoz-Bonilla, A.; Mayoral, A.; Herrasti, P.; Sensor
Actuat. B-Chem. 2017, 238, 693-701.

(85) Gasser, C. A.; Ammann, E. M.; Schaffer, A.; Shahgaldian, P.; Corvini, P.
F. X.; Appl Microbiol Biotechnol 2016, 100, 7281-7296.

(86) Chen, D.; Deng, J.; Liang, J.; Xie, J.; Hue, C.; Huang, K.; Sensor. Actuat.
B-Chem. 2013, 183, 594-600.

(87) Arvand, M.; Hassannezhad, M.; Mater. Sci. Eng. C 2014, 36, 160-167.

(88) Chen, A.; Chatterjee, S.; Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 5425-5438.

(89) Chen, J.; He, P.; Bai, H.; He, S.; Zhang, T.; Zhang, T.; Dong, F.; Sensor
Actuat. B-Chem. 2017, 2017, 9-16.

(90) Heydari-Bafrooeil, E.; Askari, S.; Microchim Acta 2017, 184, 3405-3413.

(91) He, H.; Guo, C.; Song, Y.; Zhang, S.; Wang, M.; Peng, D.; Fang, S.;
Zhang, Z.; Liu, C.; Microchim Acta 2017, 184, 2919-2924.

(92) Simon, I. A.; Vacaro, B. B.; Nunes, M. R.; Benvenutti, E. V.; Dias, S. L.
P.; Gushikem, Y.; Arguello, J.; Electroanalysis 2013, 11, 2501 — 2506.

(93)  Svancara, I.; Walcarius, A.; Kalcher, K.; Vytias, K.; Cent. Eur. J. Chem.
2009, 7, 598-656.

(94) Amatatongchai, M.; Sroysee, W.; Chairam, S.; Nacapricha, D.; Talanta
2017, 166, 420-427.

(95) Afkhami, A.; Gomar, F.; Madrakian, T.; Sensor Actuat. B-Chem. 2016,
233, 263-271.

92



(96) Mustafa, H. N. A.; Isa, M. D.; Alil, N. M.; Hashim, N.; Musa, M.; Ghani,
S. A.; Int. J. Electrochem. Sci. 2015, 10, 9232 — 9245.

(97) Zaidi, S. A.; Int. J. Electrochem. Sci. 2013, 8, 11337 — 11355.

(98) Movlaee, K.; Beitollahi, H.; Ganjalil, M. R.; Norouzi, P.; Microchim Acta
2017, 184, 3281-3289.

(99) Batchelor-McAuley, C.; Katelhon, E.; Barnes, E. O.; Compton, R. G.;
Laborda, E.; Molina, A.; ChemistryOpen 2015, 4, 224 — 260.

(100) Farghaly,O. A.; Hameed, R. S. A.; Abu-Nawwas, A. H.; Int, J.
Electrochem. Sci, 2014, 9, 3287-3318.

(101) Kimmel, D. W.; LeBlanc, G.; Meschievitz, M. E.; Cliffel, D. E.; Anal
Chem. 2012, 84, 685-707.

(102) Brett, A. M. O.; Brett, C. M. A.; 1996, 220-245.

(103) Chen, A.; Shah, B.; Anal. Methods, 2013, 5, 2158-2173.

(104) Mirceski, V.; Gulaboski, R.; Lovric, M.; Bogeski, I.; Kappl, R.; Hothd,
M.; Electroanalysis 2013, 25, 2411 — 2422.

(105) Alu’datt, M. H.; Rababah, T.; Alhamad, T. M.; Al-Mahasneh, M. A.;
Almajwal, A.; Ereife},S. G. K.; Johargy, A.; Alli, I.; Food Chem. 2017, 218,
99-106.

(106) Ahmed, S.; Rasul, M. G.; Brownb, R.; Hashib, M. A.; J Environ Manage.
2011, 92, 311-330.

(107) Gharras, H. E.; Int J Food Sci Tech. 2009, 44, 2512-2518.

(108) Ribeiro, J. A.; Fernandes, P. M. V.; Pereira, C. M.; Silva, F.; Talanta 2016,
160, 653-679.

(109) Granato, D.; Santos, J. S.; Maciel, L. G.; Nunes, D. S.; Trac-trend Anal.
Chem. 2016, 80, 266-279.

(110) Palanisamya, S.; Chen, K. T. S.; Thirumalraja, B.; Liu, X.; Sensor Actuat.
B-Chem, 233, 298-306.

(111) Vicentini, F. C.; Garcia, L. L. C.; Figueiredo-Filho, L. C. S.; Janegitza, B.
C.; Fatibello-Filho, O.; Enzyme Microb Technol 2016, 84, 17-23.

(112) Apetreia, I. M.; Rodriguez-Mendez, M. L.; Apetreic, C.; de Saja, J. A,;
Sensor Actuat. B-Chem 2013, 177, 138— 144.

(113) Kanamori, T.; Funatsu, T.; Tsunoda, M.; Analyst, 2016, 141, 2568-2573.

(114) Jackowska, K.; Krysinski, P.; Anal Bioanal Chem 2013, 405, 3753-3771.

93



(115) Narayana, P. V.; Reddy, T. M.; Gopal, P.; Reddy, M. M.; Naidu, R.; Mater.
Sci. Eng. C 2015, 56, 57-65.

(116) Lastovina, T. A.; Budnyk, A. P.; Kudryavtsev, E. A.; Nikolsky, A. V.;
Kozakov, A. T.; Chumakov, N. K.; Emelyanov, A. V.; Soldatov, A. V. Mater.
Sci. Eng. C 2017, 80, 110-116.

(117) Stober, W. 1968. 1, 69, 62—609.

(118) Gregg, S. J.; Sing, K. S. W. Adsorption Surface Area and Porosity;
Academic London, 1982.

(119) Mueller, R.; Kammler, H. K.; Wegner, K.; Pratsinis, S. E. Langmuir 2003,
19, 160-165.

(120) Yang, Z.; Shen, G.; He, Y.; Liu, X.; Yang, S. J Porous Mater 2016, 23,
589-599.

(121) Brett, A. M. O.; Brett, C. M. A.; Eletroquimica Principios, Métodos e

Aplicagoes. Almeida: Coimbra, 1996, 92-95.

(122) Greef, R., Peat, R., Peter, L. M., Robinson, J. 1985. England: Ellis
Horwood.

(123) Baio, J. A. F.; Ramos, L. F.; Cavalheiro, E. T. G.; Quim. Nova 2014, 37,
1078-1084.

(124) de Menezes, E. W., Nunes, M. R., Arenas, L. T., Dias, S. L. P., Garcia, I.
T. S., Gushiken, Y., Costa, T. M. H., Benvenultti, E. V. J. Solid. State Electr.
2012, 16, 3703-3713.

(125) Bard, J.; Faulkner, L.; Electrochemical Methods: Fundamental and
Applications. 2000, Wiley: New York.

(126) Mao, H.; Zhang, H.; Jiang, W.; Liang, J.; Sun, Y.; Zhang, Y.; Wu, Q.;
Zhang, G.; Song, X. Mater. Sci. Eng. C 2017, 75, 495-502.

(127) Zhou, Y.; Tang, W.; Wang, J.; Zhang, G.; Chai, S.; Zhang, L.; Liu, T. Anal
Methods 2014, 6, 3474-3481.

(128) Mukdasali, S.; Langsi, V.; Pravda, M.; Srijaranai, S.; Glennon, J. D.; Sensor
Actuat. B-Chem. 2016, 236, 126-135.

(129) Cullity, B. D. Elements of XRD.1956, Addison-Wesley.

(130) Goldstein, J. I., Newbury, D. E., Echlin, P., Joy, D. C., Roming Jr, A. D.,
Lyman, C. E., Fiori, C., Lifshin, E. Scanning electron microscopy and X-ray
microanalysis (3rd edition). 2003, New York: Springer.

(131) Ejaz, A., Joo, Y., Jeon, S. Sensor Actuat. B-Chem. 2017, 240, 297-307.

94



(132) Mao, H., Zhang, H., Jiang, W., Liang, J., Sun, Y., Zhang, Y., Wu, K.,
Zhang, G,Song, X. Mat. Sci. Eng. C-Mater. 2017, 75, 495-502.

(133) Vicentini, F. C., Garcia, L. L. C., Figueiredo, L. C. S., Janegitz, B. C.,
Fatibello, O. Enzyme Microb. Tech. 2016, 84, 17-23.

(134) Apetrei, I. M., Rodriguez-Mendez, M. L., Apetrei, C., de Saja, J. A. Sensor
Actuat. B-Chem. 2013, 177, 138-144.

(135) Zou, Y. S, Lou, D., Dou, K., He, L. L., Dong, Y. H., & Wang, S. L. J.
Solid. State Electr. 2016, 20, 47-54.

(136) Lete, C., Lakard, B., Hihn, J. Y., del Campo, F. J., Lupu, S. Sensor Actuat.
B-Chem. 2017, 240, 801-809.

(137) Roychoudhury, A., Basu, S., Jha, S. K. Biosens. Bioelectron. 2016, 84,
72-81.

(138) Lupu, S., Lete, C., Balaure, P. C., del Campo, F. J., Mufioz, F. X., Lakard,
B., Hihn, J. Y. Sensor Actuat. B-Chem. 2013, 181, 136-143.

(139) Hasanzadeh, M., Shadjou, N., de la Guadia, M. Trac-trend Anal. Chem.
2015, 72, 1-9.

(140) Sotomayor, M. D.,Tanaka, A. A.,Kubota, L. T. Electrochim. Acta. 2003,
48, 855-865.

95



