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RESUMO

Este trabalho reporta a preparacdo, caracterizacdo e aplicacdo de uma
nova plataforma eletroquimica modificada com filme de nanoparticulas
de ouro (AuNps) e nanotubos de carbono de paredes mdltiplas
funcionalizados (f-MWCNTSs) para a determinacdo de melatonina
(MEL) em amostras de fluidos bioldgicos sintéticos. As nanoparticulas
de ouro foram sintetizadas e estabilizadas pelo cloreto de 3-n-propil-(4-
metilpiridinio)silsesquioxano  (Si4Pic*Cl) e caracterizadas por
microscopia eletrénica de transmissdao (TEM), espectroscopia UV-vis,
espalhamento de luz dindmico e potencial zeta, mostrando uma
estabilizacdo eletroestérea e um material com carga superficial positiva.
Para f-MWCNTSs dispersos em Nafion® 117 conduziram-se testes de
TEM e potencial zeta, apresentando um material com carga superficial
negativa. A mistura das AuNps com os f-MWCNTSs mostrou-se por
TEM uma estrutura integrada e dispersa. A partir de estudos por
espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS) e voltametria ciclica
foi escolhida a plataforma GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl- por
apresentar um perfil eletrocatalitico e aumento de corrente em 7,5 vezes
quando comparado ao carbono vitreo ndo modificado. A reacdo da MEL
sobre GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl-  mostrou-se irreversivel,
controlada por difusdo e com participacao de dois mols de elétrons e um
mol de prétons. O melhor sinal de corrente foi otimizado para solucao
tamp&o PBS 0,2 mol L™* (pH 2) e o modo de varredura escolhido foi o
de onda quadrada (SWV) devido a sua maior sensibilidade frente ao
analito. Os parametros e valores otimizados foram frequéncia = 50 Hz,
incremento de potencial = 5 mV e amplitude de pulso = 70 mV. Os
voltamogramas com um sinal em ca. +0,640 V foram obtidos com
adicOes sucessivas de MEL e a intensidade de corrente de pico variou
linearmente na faixa de concentragio de 4,9 a 55,5 umol L! (R? =
0,9936), obtendo-se os valores de LoD = 1,6 pmol L't e LoQ = 4,7
umol L1 A avaliagdo do método eletroanalitico proposto permitiu a
utilizacdo da nova plataforma eletroquimica para determinacdo de MEL
em amostras simuladas de saliva, soro sanguineo e urina. Os ensaios de
recuperacdo mostraram valores no intervalo de 80 a 110%, corroborando
com a técnica comparativa de UV-vis. Com testes estatisticos a um nivel
de confianca de 95% concluiu-se que ndo houve diferencas expressivas
de precisdo e exatiddo entre 0 método voltamétrico e o espectrométrico.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro. Silsesquioxano. Nanotubos de
carbono. Plataforma eletroquimica modificada. Melatonina.






ABSTRACT

This work reports the preparation, characterization and
application of a new electrochemical platform modified with gold
nanoparticles (AuNps) and functionalized multi-walled carbon
nanotubes (f-MWCNTS) film for the determination of melatonin (MEL)
in synthetic biological fluids. The AuNps were synthesized and
stabilized by 3-n-propyl-(4-methylpyridinium)silsesquioxane chloride
(Si4Pic*Cl) and characterized by transmission electron microscopy
(TEM), UV-vis spectroscopy, dynamic light scattering and zeta
potential, showing an electrostatic stabilization and a material with a
positive surface charge. For the -MWCNTs dispersed in Nafion® 117,
tests were conducted by TEM and zeta potential, presenting a negatively
charged material. The mixture of the AuNps with the f-MWCNTSs was
shown by TEM to be an integrated and dispersed structure. From the
studies carried by electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and
cyclic voltammetry, the GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl- platform
was chosen because it presents an electrocatalytic profile and a current
increasing of 7.5 times when compared to unmodified vitreous carbon.
The MEL reaction on GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl- was shown
to be irreversible, diffusional controlled and with participation of two
mols of electrons and one mole of protons. The best current signal was
optimized for 0.2 mol L™ PBS buffer solution (pH 2) and the chosen
voltammetric operation mode was square wave (SWV) due to its greater
sensitivity. The optimized parameters and values were frequency = 50
Hz, potential step = 5 mV and pulse amplitude = 70 mV. The
voltammograms with a signal in ca. +0.640 V were obtained with
successive additions of MEL and the intensity of peak current varied
linearly in the concentration range of 4.9 to 55.5 pmol L' (R? =
0,9936), obtaining the values of LoD = 1.6 umol L™! and LoQ = 4.7
pumol LY. The evaluation of the proposed electroanalytical method
allowed the use of the new electrochemical platform for determination
of MEL in simulated samples of saliva, blood serum and urine. The
recovery tests showed values in the range of 80 to 110%, corroborating
with the comparative technique of UV-vis. With statistical tests at a
95% confidence level, it was concluded that there were no significant
differences between the voltammetric and the spectrometric method.

Keywords: Gold nanoparticles. Silsesquioxane. Carbon nanotubes.
Modified electrochemical platform. Melatonin.
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1 INTRODUCAO

Os disturbios do sono sdo abordados na sociedade contemporanea
como um problema de extrema relevancia dada a producéo profissional
diaria em velocidade e eficiéncia altas, o que corrobora para a
diminuigdo do tempo e qualidade do repouso noturno, levando ao uso de
substancias estimulantes durante o dia e relaxantes a noite.

Um dos principais horménios para a manutencdo do sono é a
melatonina (MEL), composto produzido majoritariamente na glandula
pineal e que regula o ciclo circadiano. A melatonina é uma substancia
que também auxilia o sistema cardiaco e imunoldgico, além de possuir
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes. Entretanto, a sua
presenca em excesso no corpo humano pode estar relacionada com
perda de consciéncia, depressdo, nervosismo e aumento da pressdo
arterial, por exemplo. Sendo assim, para um tratamento coerente e sem
riscos, a sua quantificagdo no organismo torna-se necesséria.

Frente as técnicas eletroanaliticas, as quais podem ser aplicadas
para a determinacdo da melatonina, a voltametria é uma alternativa que
viabiliza a realizagdo de medidas diretamente nas amostras, além de ser
de baixo custo em relagdo a instrumentacdo requerida, de simples
operacionalidade e, muitas vezes, portatil. Portanto, a jungdo de sensores
eletroquimicos a voltametria abre novas possibilidades para a detecgdo
de inimeros compostos e contribui para o processo analitico.

Em relacdo aos sensores eletroquimicos, os eletrodos
quimicamente modificados (CMEs, do inglés chemically modified
electrodes) sdo compostos condutores que podem ser alterados com
espécies quimicas. O eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés glassy
carbon electrode) é versatil e facilmente modificado de maneira
superficial com materiais formadores de filme, tornando a reposicao
deste simples, rapida e garantindo alta repetibilidade e reprodutibilidade
durante as analises. Portanto, torna-se possivel a construcdo de
dispositivos eletroquimicos mais sensiveis e seletivos para a detec¢édo de
substancias de interesse.

Materiais nanoestruturados, tais como as nanoparticulas de ouro
(AuNps, do inglés gold nanoparticles), sdo amplamente aplicados na
modificacdo de eletrodos, ja que sua presenca em quantidades
apropriadas colabora com a transferéncia de elétrons entre analito e
eletrodo. Para garantir estabilidade as AuNps, materiais hibridos
organico-inorganicos sdo utilizados como estabilizantes. Dentre eles, os
silsesquioxanos apresentam propriedades diferenciadas e asseguram boa
estabilidade as nanoparticulas. Por consequéncia, uma melhora do sinal
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analitico, tanto em intensidade de corrente quanto em termos
eletrocataliticos, pode ser alcangada.

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas funcionalizados (f-
MWCNTSs, do inglés functionalized multi-walled carbon nanotubes)
com acido nitrico, também sdo estruturas em escala nanométrica que,
guando depositadas sobre substratos solidos condutores, garantem um
aumento significativo na transferéncia de carga e uma diminuicdo no
perfil impedimétrico. Assim sendo, a sua aplicacdo na eletroquimica
vem se ampliando, pois é um material versatil e que possui boa
estabilidade quimica, o que o torna atrativo para uso em CMEs.

Logo, este trabalho visou a preparacdo e aplicacdo de uma nova
plataforma eletroquimica modificada em uma U0nica etapa com f-
MWCNTs e AuNps. Buscou-se caracterizar o eletrodo e estudar a
resposta eletroquimica da MEL frente a ele. Por fim, com a otimizacdo
das caracteristicas desejadas, validar o método analitico e aplica-lo em
amostras bioldgicas sintéticas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A IMPORTANCIA BIOQUIMICA DA MELATONINA

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um neuro-
hormdnio derivado da serotonina e secretado pela glandula pineal em
situacdo de escuriddo, com sua concentracdo tendendo ao minimo
durante o dia [1]. Adicionalmente, a melatonina pode ser encontrada em
alimentos como mostarda, erva-doce e em leite, porém em baixas
guantidades. Desta maneira, € comumente sintetizada por meio da sua
rota sintética no corpo humano (Figura 1) partindo do aminoacido
triptofano (presente em carnes, derivados de leite, ovos e oleaginosas) e
passando por quatro transformacGes enzimaticas até sua formacéo final
em melatonina [2].

Figura 1. Rota da sintese bioquimica da melatonina.
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Fonte. Adaptado de Majidinia et al., 2018 [2].

O isolamento e estudo da melatonina foi publicado pela primeira
vez em 1958 com a evidéncia de sua manifestacdo em meios escuros e
presenca ou auséncia em inimeros 6rgaos e tecidos do corpo de cobaias
[3]. Desde entdo, outros grupos de pesquisa deram continuidade a
trabalhos de estudo, demonstrando a importancia bioquimica da
melatonina ndo s6 como uma substancia reguladora do sono [4], mas
também o seu papel mediador em funcbes fisiologicas do corpo
humano, tais como o desenvolvimento e regulacdo da atividade
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reprodutiva sazonal [5], reducdo da pressdo sanguinea [6], acdo
antioxidante e anti-inflamatéria [7,8], relagdo com distarbios
psiquiatricos e neurolégicos [9] e associacdo com doencgas ligadas a
depressdo, ja que a baixa concentracdo de serotonina causa uma
consequente diminui¢cdo de melatonina conforme sua rota de sintese
bioquimica [10].

De forma complementar, pesquisas cientificas vinculadas ao
estudo de doengas patoldgicas e médicas em geral retratam o uso da
melatonina como agente oncostatico de prevengdo e tratamento dos
canceres de mama e prostata [11,12], para doenca de Alzheimer,
neurointoxicagdo induzida pela presenga de glutamato [13] e ainda para
terapia causada por disritmia circadiana [14].

2.1.1 Os disturbios do sono e a populariza¢do da melatonina: do uso
controlado ao risco da automedicacéo

Com o0 aumento das pressdes sociais relacionadas a producdo
excessiva, 0 numero de profissionais portadores de algum tipo de
oscilagdo no ciclo circadiano tem crescido significativamente nos
altimos tempos [15]. Em paises desenvolvidos, 20% da forca de
trabalho é pautada em turnos e um tergco dela atua durante a noite e a
madrugada; j& nos paises em desenvolvimento tal fracdo pode chegar a
ser até maior [16,17].

De maneira generalizada, empregados que exercem ou estendem
seus horarios de trabalho sdo passiveis de problemas relacionados a
privacdo do sono, assim como fadiga, queda na capacidade cognitiva,
aumento de acidentes e erros humanos [18], faltas no trabalho,
diminuicdo da produtividade e, inclusive, dificuldades nos
relacionamentos profissionais e pessoais [19].

Outro pulblico bastante numeroso e que vem a apresentar
problemas de sono é o grupo das criancas. Pesquisas mostraram no
decorrer dos anos que o total de criancas atendidas por pediatras e que
possuem dificuldades para dormir pode chegar até 40% dessa populacao
[20]. Por consequéncia, elas progridem para implicacGes fisioldgicas e
psicoldgicas, como queda nas suas atividades escolares [21], problemas
de relacionamento [22], problemas de cognicdo e comportamentais [23]
e desarranjo emocional [24].

Devido aos transtornos oriundos da escassez do sono, a
melatonina comecou a tornar-se popular. Alguns paises do mundo, tais
como Estados Unidos e Canada, a comercializam deliberadamente e sem
prescricdo médica, sendo possivel encontra-la em formas farmacéuticas
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de cépsulas e tabletes nas redes de lojas de suplementos e até mesmo em
supermercados [25]. J& no continente europeu, a lei de regulacdo
(178/2002) [26] e a Diretiva (2002/46) [27] garantem a venda da
melatonina e a englobam ndo como medicamento, mas sim como
suplemento alimentar, inclusive recomendando doses diérias de 0,5 mg
para problemas com fadiga ap6s viagem e 1,0 mg recomendado para
complicagdes persistentes de sono [28]. Desta forma, o seu consumo
tem se tornado elevado e facilitado, contando com uma exposi¢ado
midiatica comercial vinculada a um produto natural que ndo causa riscos
e também aos seus precos relativamente baixos.

Por um outro lado, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) atualizou em dezembro de 2018 em seu site
informagdes relativas a melatonina. Segundo o 6rgdo, a melatonina néo
pode ser livremente comercializada no pais. Entretanto, a lei garante que
pacientes que possuam receitudrio podem importa-la via internet ou
mesmo trazé-la do exterior em sua bagagem de mao. A partir de uma
decisdo judicial de 2017, a ANVISA permitiu que farmacias de
manipulacdo iniciassem a venda do remédio manipulado seguindo a
diretiva RDC 67/2007, sendo que a Unica empresa até agora que pode
importar a melatonina e distribui-la para tais farméacias é a Active
Pharmaceutica Ltda ME, que é a autora e favorecida pela decisdo [29].
Por fim, vale salientar que a Unica maneira de se obter a melatonina em
territério nacional é por meio da prescricdo feita por um profissional
médico legalmente habilitado.

Alguns poucos estudos tém reportado 0s pontos negativos da
automedicacgdo da melatonina exdgena, inclusive a longo prazo. Ainda
assim, é consideravel os riscos de sua posologia acima dos niveis
recomendados, visto que se trata de um hormonio que interfere em
varios 6rgdos e ciclos biolégicos do corpo humano. Pesquisadores
identificaram que a melatonina administrada em excesso pode causar
desconfortos fisicos como dores-de-cabeca e diarreia [30], porém pode
evoluir para complicagcdes mais graves, inclusive se ndo fornecida nos
horarios corretos do dia. Isto pdde ser acompanhado no trabalho que
observou o desenvolvimento de tumores quando em contato com a
melatonina; no periodo matutino estes sofriam crescimento, a mesma
dose fornecida & tarde nada causava aos abcessos; todavia, & noite,
retardava os seus aumentos [31]. Estudos com animais sugeriram que a
melatonina em doses extremamente altas causou hipogonodismo
masculino e atraso na puberdade, mas em doses reguladas e baixas ndo
alteraram niveis de testosterona no sangue [32].
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Pesquisas adicionais evidenciaram que a melatonina reduz a
mobilidade do esperma [33] e, quando em concentracdes elevadas,
aumenta a citotoxicidade em tratamentos radioterapicos e
quimioterapicos de pacientes com cancer de cabeca e pescoco [34] e
eleva a concentracdo intracelular de ions Ca®" ocasionando dano a
mitocondria [35].

Portanto, surge uma necessidade de monitorar o nivel de
melatonina no corpo humano para que haja um controle de sua
concentracdo e um tratamento médico efetivo e seguro, resguardando a
salide de quem procura um recurso terapéutico pautado no uso de tal
horménio.

2.2 AS TECNICAS DE QUANTIFICACAO DA MELATONINA

A literatura cientifica revela técnicas e métodos variados para a
determinacdo da melatonina em amostras com diferentes graus de
complexidade. Dentre elas, podem ser destacadas a cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (HPLC-
MS, do inglés high-performance liquid chromatography - mass
spectrometry) [36], cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas em tandem (HPLC-MS/MS, do inglés high-
performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry) [37],
cromatografia liquida de alta eficiéncia com preparo de amostra via
microextracdo por sorvente empacotado (MEPS-HPLC, do inglés high-
performance liquid chromatography with sample preparation
by microextraction by packed sorbent) [38], cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS, do inglés
liquid chromatography - tandem mass spectrometry) [39], eletroforese ¢
apilar (CE, do inglés capillary electrophoresis) [40], ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA, do inglés enzyme-linked
immunosorbent assay) [41] e radioimunoensaio (RIA, do inglés
radioimmunoassay) [42]. Entretanto, as técnicas supracitadas requerem
desde alto grau de formacao técnica para opera¢ao dos equipamentos até
elevado custo em termos de maquinario, manutencdo e de insumos
quimicos.

Conforme trabalho de Ghareghani et al. [36], a técnica de HPLC
foi aplicada para a determinacdo de melatonina em soro sanguineo de
cobaias expostas a administracdo de melatonina em fase aguda da
doenca de esclerose multipla, tendo como faixa de quantificacdo do
analito 9,0x107® mol L™ a 3,0x10® mol L™ . Os resultados mostraram-
se adequados aos objetivos do trabalho; contudo, os pesquisadores



27

relataram que fora necessdrio um estudo prévio de calculos
cromatograficos para o aumento da performance da separacdo e
quantificacdo. Ademais, ocorreu a utilizagdo de metanol na mistura da
fase movel, resultando em um residuo tdxico apos a analise.

H& inameros protocolos e procedimentos padrdo na literatura
cientifica sobre quantificagdo da melatonina em fluidos corporais, sendo
ELISA e RIA amplamente utilizados, inclusive por serem vendidos em
forma de kit [43]. A alta sensibilidade de tais técnicas € um atrativo. No
entanto, elevado custo, separacdo prévia e risco de reatividade cruzada
podem ocorrer de acordo com evidéncias de trabalhos antecessores
[44][45]. Um exemplo atual é exposto por Bagci et al. [41], estes que
quantificaram melatonina em fluido amniético durante a gravidez de
cobaias utilizando-se de dois kits de ELISA, um direto e outro indireto.
Experimentos conduzidos sem prévia extracdo da melatonina, o qual é
mais simples, mostraram-se invéalidos quando comparados com o
indireto, particularmente no final da gestacdo. Ademais, os estudos com
prévia extracdo necessitaram de metanol, passagem por uma coluna de
fase reversa, reconstituicdo do extrato e seu recobrimento com o
anticorpo, tornando o procedimento demorado e complexo.

Desta maneira, sdo apresentadas como uma alternativa de alto
potencial as técnicas eletroanaliticas, ja que podem fornecer valores de
limite de deteccdo e de quantificacdo (LoQ, do inglés limit of
quantification) satisfatérios a partir do emprego de eletrodos
quimicamente modificados (CMEs, do inglés chemically modified
electrodes) e com fortificacdo e/ou acUmulo da amostra, caso
necessario.

2.2.1 As técnicas eletroanaliticas

A repercussdo do emprego das técnicas eletroanaliticas tém
causado com o passar dos anos aumento do interesse em estudar e
aprimorar seus procedimentos operacionais. A maior parte das técnicas
sdo baseadas na aplicacdo de um potencial sobre um eletrodo e a sua
adjacente camada de solucdo (interface eletrodo-solugdo), medindo
como resposta a corrente gerada a partir de uma reacao de oxirreducéo
de um composto eletroquimicamente ativo [46,47].

Dentre as técnicas eletroanaliticas, a voltamétrica tem se tornado
largamente utilizada e discutida na comunidade cientifica. O principio
da voltametria da-se na aplicacdo crescente de um potencial por um
determinado tempo sobre a superficie de um eletrodo, obtendo-se uma
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resposta analitica em forma de corrente que é proporcional a
concentracdo do analito em solugéo [48].

Mediante aos modos de varredura na voltametria, trés deles
merecem destaque. A voltametria ciclica (CV, do inglés cyclic
voltammetry) € a mais comum para estudos iniciais e consiste na
aplicacdo de uma rampa de potencial sobre um eletrodo. A partir dela é
possivel analisar qualitativamente os sinais de oxirredugdo (correntes de
pico e potenciais formais), reversibilidade da reacdo e perfil
eletrocatalitico [49,50]. Ja a voltametria de pulso diferencial (DPV, do
inglés differential pulse voltammetry) e a voltametria de onda quadrada
(SWV, do inglés square wave voltammetry) sdo modos de varredura
mais sensiveis e que trabalham com o aumento progressivo de pulsos de
potencial; o sinal gerado é proporcional a concentragdo do analito em
solugdo [51,52].

A célula eletrolitica é composta por um conjunto de trés
eletrodos, sendo eles o de referéncia, contra eletrodo e de trabalho. Os
eletrodos de referéncia mais usados podem ser o de calomelano saturado
(SCE, do inglés saturated calomel electrode) ou de prata/cloreto de
prata (Ag/AgCIKClsay) e sua fungdo é de fornecer um potencial elétrico
conhecido sem sofrer polarizacdo. Ja o contra eletrodo precisa ser
constituido por um material bastante condutor e serve para manter o
balango de cargas elétricas no sistema, além de fechar o circuito idnico
junto ao eletrodo de trabalho. Por fim, o eletrodo de trabalho é onde
transcorre a reacgdo e é feito de materiais também condutores, sendo o0s
carbonaceos 0s mais comuns [53].

Ao meio ¢ adicionada uma solucdo denominada de eletrélito de
suporte, a qual é, pelo menos, cem vezes mais concentrada do que a
concentracdo do analito presente. O soluto que constitui o eletrolito de
suporte precisa, obrigatoriamente, ter alta solubilidade, alto grau de
dissociacao e ser estavel quimica e eletroquimicamente no solvente e na
janela de potencial empregada. As fungbes mais importantes do
eletrdlito de suporte sdo reduzir a resisténcia do meio, eliminar o
transporte de massa por migracao, estabilizar a viscosidade da solucéo,
aumentar a condutividade e, inclusive, poder ser usado como uma
solucdo tampdo [54].

Com o objetivo principal de quantificar de maneira rapida e
seletiva espécies quimicas de interesse, torna-se possivel na voltametria
a modificacdo de eletrodos de trabalho, o que une a versatilidade da
técnica aos mais variados interesses analiticos.
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2.3 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

O termo eletrodo quimicamente modificado foi introduzido em
1975 por um grupo de pesquisadores que modificaram covalentemente
superficies de eletrodos de 6xido de estanho com ligantes do tipo amina,
piridina e etilenodiamina com o objetivo de compreender e controlar o
equilibrio heterogéneo fisico-quimico da interface eletrodo/solugéo [55].
No ano de 1997 a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC, do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry)
publicou um documento de recomendacdo para a terminologia e
definicdo de CMEs, sendo estes dispositivos compostos por um material
condutor ou semicondutor recobertos com um componente quimico
seleto monomolecular, multimolecular, idnico ou filme polimérico, e
que, em relacdo a transferéncia de carga e ao potencial de superficie
apresentem propriedades quimicas, eletroquimicas efou Opticas
diferentes [56]. Sendo assim, a modificagdo de um eletrodo ndo pode ser
feita de maneira aleatéria, ja que para que seja satisfatoria deve ocorrer
um aumento da sensibilidade e seletividade na deteccdo de um analito e
0 agente modificador deve apresentar caracteristicas eletroquimicas
apropriadas e adequadas ao procedimento, tais como confiabilidade,
estabilidade e alta performance.

A exemplificar, de acordo com a pesquisa de Manikandan et al.
[57], eletrodos quimicamente modificados foram desenvolvidos para a
determinacdo simultanea dos hormdnios melatonina e dopamina e do
acetaminofeno, farmaco utilizado no tratamento de dores corporais. Os
pesquisadores modificaram a superficie de eletrodo de carbono vitreo
(GCE, do inglés glassy carbon electrode) com nanoparticulas de Fe20s,
Fe,Os dopadas com platina, Fe;Os decoradas superficialmente com
platina e Fe;O3 dopadas e decoradas com platina. Os resultados obtidos
foram satisfatérios em termos de linearidade e sensibilidade da detec¢édo
dos trés analitos em questdo, mostrando um aumento de dez vezes o
sinal analitico para o eletrodo modificado com Fe,O3 dopado e decorado
com platina em relacdo ao somente modificado com nanoparticulas de
Fe;Os. Sendo assim, a dopagem e decoracdo com nanoparticulas de
platina propiciaram uma faixa de trabalho entre 10° mol L% e 1,4x10°3
mol L™! e o valor de LoD de 107 mol L™, confirmando que a presenca
das nanoparticulas aumentou a sensibilidade do método.

Outro trabalho relacionado aos CMEs foi de Cincotto et al. [58],
0s quais modificaram um eletrodo magnético com nanoparticulas de
oxido de ferro decoradas com pontos quanticos de carbono para a
determinacdo simultinea de substancias relacionadas a oscilacdo de
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humor, tais como amitriptilina, melatonina e triptofano, o que gerou
limites de deteccdo de 5,9x10°° mol L%, 4,4x107° mol L™ e 4,2x10°°
mol LY respectivamente. O material hibrido desenvolvido foi
extremamente estavel em solugdo e mostrou-se como potencial sensor
para aplicacdo em amostras clinicas reais.

A possibilidade dos sensores quimicamente modificados também
pode ser ampliada aos eletrodos de pasta de carbono para determinacgéo
de neurotransmissores. Devido a necessidade de se monitorar dopamina
e melatonina no corpo humano para que haja um controle saudavel de
suas concentragdes, cientistas desenvolveram um eletrodo de pasta de
carbono (CPE, do inglés carbon paste electrode) modificado com
nanobastdes de 6xido de zinco e &cido 3-(4-amino-3-hidroxibifenil-4-
il)acrilico para a deteccdo de dopamina, melatonina, cafeina e
metionina. Inicialmente, foram feitos testes somente para a
determinacdo de dopamina e concluiram que com o eletrodo modificado
a oxidagao da dopamina ocorria a um potencial 180 mV menos positivo
do que daquele com o eletrodo sem modificacdo e com LoD de 5,6x1078
mol L' Subsequentemente, testes simultaneos foram realizados e
possiveis devido aos diferentes picos de oxidacdo de cada analito (240,
680, 990 e 1380 mV; valores correspondentes a dopamina, melatonina,
metionina e cafeina, respectivamente) [59].

2.3.1 Procedimentos utilizados na modificagdo de eletrodos

A partir da definicdo e critérios basicos para a producdo de
CMEs, é possivel encontrar na literatura cientifica procedimentos
conhecidos para a modificacdo de sensores eletroquimicos, desde
protocolos extremamente simples e rapidos até procedimentos mais
complexos. Com o passar dos anos, pode-se acompanhar a evolugdo na
modificacdo de eletrodos de pasta de carbono [60-63], porém os
sensores do tipo GCE tornaram-se também atrativos e utilizados na
eletroquimica.

Os eletrodos de carbono vitreo foram produzidos por Yamada e
Sato em 1962, gerando um material cerdmico e isotropico, o qual
apresentou uma composicdo de mais de 99% de atomos de carbono,
agregando ao material propriedades como elevada dureza e
impermeabilidade a gases [64]. Ademais, é possivel a sua producdo em
qualquer forma, tem boa estabilidade quimica e condutividade elétrica
desejaveis [65] e € biocompativel [66], tornando-o um sensor
eletroquimico de interesse.
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2.3.1.1 Eletrodo de carbono vitreo

Dentre os mais variados procedimentos para a modificacdo dos
dispositivos GCE, dois deles sdo simples e de grande espectro de
utilizaco, tais como o método de revestimento com gota (DC, do inglés
drop coating) e o camada por camada (LbL, do inglés layer-by-layer). O
DC (Figura 2) consiste na deposicdo consecutiva de gotas de uma
solucdo/suspenséo contendo o agente modificador sobre a superficie do
eletrodo de carbono vitreo com posterior evaporacao do solvente [67].

Figura 2. Representagdo esquematica da modificacdo da superficie de um GCE
pelo procedimento drop coating.
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Fonte. O autor.

J4 a modificagdo LbL (Figura 3) visa a producdo de filmes
poliméricos através da imersdo do substrato em solug@es que contenham
compostos com carga oposta, como polimeros organicos ou materiais
inorganicos, gerando um sistema auto-organizado [68].

Figura 3. Representagdo esquematica da modificagdo da superficie de um GCE
pelo procedimento layer-by-layer.
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Entre os dois tipos de modifica¢do acima apresentados, o do tipo
drop coating consiste na op¢do mais facil e rapida, visto que ndo €
preciso imergir o0 GCE em uma solucdo, gasta-se um pequeno volume
de agente modificador e ndo € necessario repetir o processo
consecutivamente para a construgdo do sensor modificado. Portanto,
protocolos que garantam facilidade na modificagdo e melhoria do
transporte de cargas na superficie de CMEs, aliados a compostos que
proporcionam tais caracteristicas, despertam intenso interesse na
eletroanalitica e estdo em crescente estudo e aplicacdo para o
desenvolvimento de novas plataformas eletroquimicas.

2.4 MATERIAIS NANOESTRUTURADOS

O estudo e utilizagdo de materiais nanoestruturados estd em
constante ascensdo nos setores da pesquisa e industrial. A aplicagdo de
tais materiais tem ganhado destaque e projecdo em fungdo das novas
caracteristicas fisico-quimicas alcangadas pelo tamanho reduzido que é
comumente definida entre 1 e 100 nandémetros [69].

A presenca de estruturas nanométricas data de mais de 4500 anos,
quando foram encontradas em cerdmicas nanofibras de amianto, assim
como nanoparticulas metalicas em corantes para cabelos e pigmentos
sintéticos feitos de vidro e quartzo para fungdes decorativas descobertos
no antigo Egito, Mesopotdmia e Grécia. O conhecimento e
aperfeicoamento da nanotecnologia aprimorou sua aplicacéo e, hoje em
dia, ela é utilizada nas inddstrias automotiva, cosmética, de alimentos,
tecnoldgica, médica e de sensores [70,71].

Portanto, elaborar novos procedimentos de sintese mais simples,
baratos, com baixa geracdo de residuos e de amplo espectro de aplicagédo
tém instigado pesquisadores nos Ultimos séculos. Um dos focos de tal
trabalho continua sendo as nanoparticulas metalicas e sua aplicacdo em
diversos ramos da ciéncia e tecnologia.

2.4.1 As nanoparticulas de ouro

A utilizacdo de nanoparticulas de ouro (AuNps, do inglés gold
nanoparticles) parte de 400 a.C. quando eram aplicadas em vidro para
colori-lo. Um dos exemplos de tal artefato apareceu com o calice de
Lycurgus, o qual apresentava a cor verde durante o dia e mudava para
vermelha a noite ao ser iluminado de dentro pra fora. Esta sensacdo
visual era gerada pelo espalhamento de luz das nanoparticulas de ouro e
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prata e pelo angulo do observador, causando o efeito Optico na taca [69-
72].

A sintese e explicagdes cientificas sobre as propriedades fisicas
das nanoparticulas foram reportadas em 1857, quando Michael Faraday
preparou uma solucdo coloidal de ouro, revelando que as caracteristicas
Opticas de tal material deveriam ser entendidas diferentemente de uma
solucdo de sal de ouro [73]. A partir de 1908, Mie explicou a razdo que
envolvia as cores especificas de variados coloides metalicos [69], porém
foi somente com John Turkevich e com o uso do microscépio eletrénico
que foi confirmado o tamanho médio das nanoparticulas de ouro (10
nm), oriundas de uma solucdo avermelhada [74].

Com o conhecimento adquirido no decorrer dos tempos, hoje é
sabido que a forma, tamanho e grande é&rea superficial das
nanoparticulas atribuem-lhes uma regido de alta reatividade e, por
consequéncia, propriedades Opticas, fisico-quimicas e magnéticas
diferenciadas [75]. A dimensdo das AuNps é correlacionada a sua
coloracéo e pode ser explicada quando o campo elétrico de um feixe de
luz interage com os elétrons livres da superficie das nanoparticulas, os
quais entram em ressonancia (oscilagdo) combinada na mesma
frequéncia da luz incidente, gerando a banda plasmdnica [76]. Devido
ao tamanho de cada estrutura e a maneira como Se encontram
distribuidos os elétrons superficiais, a ressonancia plasmbnica de
superficie varia; AuNps de 30 nm apresentam uma cor vermelha, ja que
ha uma absorcdo de energia em 450 nm (por¢do azul-esverdeada do
espectro) e refletancia em 700 nm (porcdo avermelhada do espectro).
Sendo assim, as AuNps comegcam a exibir uma coloracdo violeta
conforme aumentam de tamanho, resultado da expansdo de estados
eletronicos e diminuicdo da energia de transicdo entre as bandas
plasmdnicas [74-77].

O método de sintese das nanoparticulas de ouro comumente
conhecido foi estudado e elaborado por John Turkevish e colaboradores
em 1951. O artigo de sua autoria descreveu a adicdo do ion citrato a
solucdo de é&cido tetracloroaurico (HAuCl4), sendo aquele agente
redutor e estabilizante da formacgdo das AuNps com didmetros de 20 nm
[78]. Com o passar dos tempos, novas rotas sintéticas surgiram com o
emprego de tantos outros agentes redutores/estabilizantes das AuNPs,
tais como o borohidreto de sddio, flavondides, polissacarideos e
biopolimeros [79,80].

De acordo com revisdo recente, aplicacdes de nanoparticulas de
ouro tém crescido desde 1996 até 2016, totalizando 61,15% somente na
area eletroquimica [75]. Em termos eletroanaliticos, as AuNps mostram-
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se multifuncionais ao serem imobilizadas em sensores eletroquimicos,
podendo ser eletrodepositadas (a partir de uma solucdo &urica) ou
pingadas via DC sobre eletrodos, melhorando significativamente a
transferéncia eletrbnica e, por consequéncia, a sensibilidade analitica
[79]. Ademais, propriedades como rapidez, conveniéncia, facil
manuseio, monitoracao in situ e baixo custo sdo atrativos [75].

Daizong e colaboradores [81] desenvolveram um sistema e um
eletrodo impresso para determinagdo simultanea de acido ascorbico,
dopamina e &cido Grico. Oxido de grafeno e AuNps (rGO/AuNPS)
foram reduzidos sobre a plataforma eletroquimica e o sistema pdde ser
operado a partir de um smartphone. Comparando-se 0 eletrodo ndo
modificado com o rGO/AUNPS, o valor de corrente aumentou trés vezes
e os valores de LoD para &cido ascorbico, dopamina e &cido Urico foram
1,04 umol L%, 0,29 pmol L™* e 5,4 umol L%, respectivamente.

Outros exemplos da aplicagdo de nanoparticulas de ouro sobre
GCE para determinac¢do do neurotransmissor serotonina sdo encontradas
nos trabalhos de Wei et al. [82] e Xue et al. [83]. O primeiro trabalho
retratou a modificagdo de um sensor com cisteina e AuNps, o qual
exibiu uma resisténcia a transferéncia de carga muito menor do que o
eletrodo sem modificagdo. Além disto, foi possivel trabalhar numa faixa
linear de concentragdo entre 0,06 pmol L™* e 6,0 pmol L™ e com LoD
de 20 nmol L% Ja Xue e colaboradores [83] construiram uma
membrana de dupla camada baseada em um compoésito de dxido de
grafeno e polianilina embebidos nas AuNps. O novo sensor exibiu um
LoD de 11,7 nmol L! mesmo na presenca de interferentes. Os dois
trabalhos aqui citados submeteram os eletrodos modificados a
quantificacdo de serotonina em soro sanguineo humano, o que se
mostrou satisfatdrio para os devidos fins analiticos.

Para garantir a boa atuacdo de nanoparticulas tanto em sensores
eletroquimicos quanto em quaisquer outros dispositivos, conhecimento
de mecanismos de estabilizacdo de nanoestruturas consiste em um pré-
requisito para sua aplicacéo.

2.4.1.1 Mecanismos de estabilizacio de nanoparticulas

O sistema  nanométrico  consiste em um  meio
termodinamicamente ndo favoravel, ja que as nanoparticulas tendem a
se aglomerar para diminuir a energia integral do conjunto. Ademais,
fatores como gravidade, frequéncia de colisdes e probabilidade de
coesdo sdo também relevantes [84]. Desta maneira, estudar mecanismos
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de estabilizacdo vem a ser necessario para que sejam mantidas as
propriedades inerentes ao sistema.

Existem dois mecanismos de estabilizagdo de nanoparticulas,
sendo o terceiro a jungdo dos dois primeiros. A estabilizacdo cinética é
provinda das forcas gravitacionais e das caracteristicas do meio, assim
como viscosidade. Neste caso, para que 0 sistema seja estavel a
velocidade de precipitagdo das particulas precisa ser muito pequena, ao
ponto de ser negligenciada. Para gerar tal estabilizacdo, faz-se o uso do
mecanismo conhecido como estabilizagdo estérea, onde polimeros séo
adsorvidos superficialmente as nanoparticulas, produzindo uma forga de
repulsdo espacial adicional [85].

A estabilidade de agregagdo de sistemas nanométricos vincula-se
a sua capacidade de preservar o seu grau de dispersidade. Para tal fim, é
utilizado o mecanismo de estabilizacdo eletrostatica, onde & superficie
das nanoparticulas podem ser adsorvidos compostos i6nicos. A camada
formada consiste nos ions propriamente ditos e nos seus contra-ions,
originado uma dupla camada elétrica que garante uma repulsao elétrica
entre as nanoparticulas e diminui o seu grau de agregagéao [85].

A Figura 4 representa, genericamente, 0S mecanismos de
estabilizacdo supracitados.

Figura 4. Representacdo dos tipos de estabilizagdo de nanoparticulas.
Estabilizacdo (a) estérea e (b) eletrostatica.
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Fonte. Adaptado de Kamatchi, R.; Venkatachalapathy, S., 2011 [84].

Por fim, tem-se a estabilizacdo eletroestérea (Figura 5), onde
moléculas carregadas sdo utilizadas. Um exemplo claro é o emprego de
surfactantes i6nicos, onde a sua parte lipofilica (cauda) garante a
estabilidade estérea e a parte com carga (cabeca) a eletrostatica [86].



36

Figura 5. Representag&o do tipo de estabilizacéo eletroestérea.

Fonte. Adaptado de Kamatchi, R.; Venkatachalapathy, S., 2011 [84].

Ainda, é importante o estudo de materiais estabilizantes que
garantam as nanoparticulas a sua boa performance e funcionalidade nos
sensores eletroquimicos. Sendo assim, amplia-se o0 espectro de
possibilidades e o interesse do uso de novos reagentes durante a sintese
de nanoestruturas.

2.4.1.1.1 Materiais hibridos

Materiais hibridos sdo descritos na literatura como estruturas
nanométricas [87] abaixo ou a nivel supramolecular [88] compostos por
dois ou mais materiais que possuem propriedades quimicas ou fisicas
distintas. Entretanto, quando juntos, sua complementariedade fornece
caracteristicas ndo encontradas em uma Unica substancia, criando uma
sinergia interfacial pautada na origem e na energia superficial de cada
material [89].

Os hibridos organico-inorganicos sdo estruturas que agregam em
um Gnico material as propriedades de espécies inorganicas, tais como
estabilidade mecanica e térmica e fornecimento de uma rede porosa
acessivel e interconectada para sensores ou catalisadores, contribuindo
para propriedades magnéticas, eletronicas e eletroquimicas. Ja com o
material organico é possivel a modulacdo de propriedades que
propiciem a formacdo de filmes e fibras, de poros e conectividade das
redes cristalinas, além da mediacdo perante os carateres hidrofébicos e
hidrofilicos do material. Ademais, as espécies organicas auxiliam nas
caracteristicas Opticas, eletrocataliticas e bioquimicas e possuem alta
resisténcia a tracdo [89,90].

Em relacdo aos materiais hibridos, a producédo cientifica e de
patentes desde 2005 até 2016 s6 tem crescido, partindo de um ndmero
absoluto em 2005 de publicacbes e patentes de 1000 e 200,
respectivamente; ja em 2016, o valor chegou a 1500 e 500 [89]. Alguns
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exemplos e potencialidades multifuncionais de tais estruturas sdo
reportados em eletronica [91] e em sensores eletroquimicos [92,93].

Sendo assim, a sintese de materiais hibridos pode envolver
variados tipos de reagentes, ampla gama de processos e de aplicacdo, os
quais sdo baseados no seu conjunto de qualidades como um produto
inovador.

Materiais denominados silsesquioxanos tém recebido especial
atengdo devido & sua potencialidade, funcionalidade e emprego nos mais
variados campos da tecnologia de ponta [94].

Silsesquioxanos sdo polimeros hibridos orgénico-inorganicos
caracterizados pela presenga de estruturas hibridas de férmula geral
(RSiO32)n onde o termo R pode ser constituido de um &tomo de
hidrogénio ou de radicais alquil, aril, alquenil, alquinila ou derivados
organo funcionalizados de quaisquer um desses radicais. Com a adigéo
de grupos funcionais reativos que estejam colgados ao atomo de silicio,
ocorre a combinacao e consequente formagéo de uma rede polimérica de
ligagBes cruzadas, originando um material com estruturas distintas
(Figura 6) [95].

Normalmente, estes hibridos sdo sintetizados a partir do método
sol-gel, o qual se baseia em reagdes de hidrélise e policondesacao. Para
a producdo do xerogel, utilizam-se precursores alcoxissilanos (ex.
ortossilicato de tetraalquila — TEOS) e, para a modificacdo, compostos
funcionalizados que, por fim, ddo origem aos silsesquioxanos [97].



38

Figura 6. Representacdo de algumas estruturas de silsesquioxanos.
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Fonte. Adaptado de Kawakami, Y., 2007 [96].

Alguns trabalhos cientificos retratam os silsesquioxanos sollveis
(ex. do cloreto de 3-n-propil-(4-metilpiridinio)silsesquioxano, abreviado
como Si4Pic*CIl") — Figura 7, em meio aquoso como estabilizantes de
nanoparticulas, ja que sua estrutura pode lhes garantir uma estabilizacéo
eletroestérea [99]. Tais materiais possuem também a propriedade de
formar filmes estaveis sobre substratos solidos, propiciando aplicacdo

efetiva no desenvolvimento de sensores eletroquimicos [100].
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Figura 7. Representacdo da estrutura molecular do hibrido silsesquioxano
organofuncionalizado com 4-metilpiridina.
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Fonte. Adaptado de Magosso et al., 2006 [98].

O hibrido Si4Pic*ClI" foi sintetizado por Winiarski et al. [99] para
a determinacdo eletroquimica de sulfito em amostras de bebida. Os
pesquisadores construiram dispositivos do tipo CPE modificados com
AuNps estabilizadas em Si4Pic*Cl,, este que mostrou um efeito
eletrocatalitico quando comparado ao eletrodo sem modificagdo. Para os
fins analiticos, foi possivel obter valores de LoD e LoQ iguais a 1,1
pumol Lt e 33,5 umol L2, respectivamente. O método foi validado e
aplicado em amostras de vinho e de &gua de coco e a exatiddo
comparada a titulacdo iodimétrica, o que se mostrou bem-sucedido e de
acordo com o objetivo proposto.

Santana e colaboradores [101] desenvolveram um novo GCE
modificado com um filme de nanoparticulas de éxido de ferro sobre
outro filme de AuNps, ambas nanoestruturas estabilizadas com
Si4Pic*Cl™ para a quantificacdo de bisfenol A. O sinal de corrente do
eletrodo modificado mostrou-se quatro vezes maior do que o eletrodo
sem modificacdo e os autores atribuiram isto a boa condutividade



40

provinda nas nanoparticulas que se encontravam muito bem
estabilizadas no silsesquioxano. Ademais, a faixa de trabalho deu-se
entre 20 e 1400 nmol L™ e o LoD igual a 7,0 nmol L. Diferentes
materiais plasticos foram submetidos a determinagdo de bisfenol A e o
método foi validado.

AuNps estabilizadas em Si4Pic*Cl- também foram utilizadas para
a construcdo de um GCE a partir da modificagdo DC. O eletrodo
modificado foi utilizado para determinar simultaneamente isdbmeros de
nitrofenol numa faixa de trabalho de 0,1 a 1,5 pmol L. Os valores de
LoD para o orto-nitrofenol e para-nitrofenol foram de 46 nmol L™* e 55
nmol L%, respectivamente. Desta forma, a versatilidade e facilidade de
modificacdo do sensor indicaram que o material estabilizante foi crucial
para a boa adsor¢do das AuNps, além de possuir grupos carregados e
contra-ions que proveram melhora na conducdo elétrica e alta
estabilidade do filme formado [100].

2.4.2 Nanotubos de carbono

Outros materiais também nanoestruturados e que incitam
curiosidade séo os nanotubos de carbono. Estas estruturas tornaram-se
foco de pesquisa ha mais de 20 anos e, desde entdo, sua produgdo
comercial chega a toneladas todos os anos [102]. Alguns exemplos do
uso de nanotubos de carbono estdo presentes nas areas da
microeletrénica flexivel [103], sensores [104] e biossensores
eletroquimicos [76].

Nanotubos sdo divididos, basicamente, em nanotubos de carbono
de paredes simples (SWCNTs, do inglés single-walled carbon
nanotubes) e nanotubos de carbono de paredes maltiplas (MWCNTS, do
inglés multi-walled carbon nanotubes). Os SWCNTs sdo considerados
uma folha de grafeno enrolada em forma cilindrica e os MWCNTSs
varias folhas de grafeno enroladas concentricamente [104] — Figura 8.

Figura 8. Representacdo das estruturas nanométricas de carbono.
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Fonte. Adaptado de Gooding, J. J., 2005 [105].
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A sintese de nanotubos de carbono é feita a partir da deposi¢do
quimica de vapor, onde precursores como o etileno (matéria-prima do
carbono) e catalisadores metalicos suportados sobre um substrato de
alumina sdo submetidos & vaporizacdo em temperaturas elevadas até a
formacéo das estruturas nanométricas [102,103].

O ecletismo dos nanotubos de carbono permite que haja
funcionalizagBes a sua estrutura, garantindo o desenvolvimento de
dispositivos com alta aplicabilidade, eficiéncia catalitica, grande area
superficial ativa e insercdo de grupos funcionais [80]. Um exemplo ¢é a
modificagdo covalente na presenca de acido nitrico e/ou cido sulfurico,
onde os nanotubos ficam em contato com a solucdo acida no banho de
ultrassom por 6 horas [106]. Neste caso, grupos funcionais contendo
oxigénio, como por exemplo hidroxila e carboxila, sdo introduzidos na
superficie dos MWCNTSs. Desta maneira, a condutividade elétrica dos
nanotubos aumenta dada a presenca de espécies que injetam elétrons nas
camadas de valéncia e conducdo dos nanotubos de carbono. Ademais,
modificacdo com polimeros condutores, além da alta pureza do material,
melhoram a sua condugdo eletronica [104].

O uso de MWCNTSs imobilizados em substratos sdlidos para uso
eletroanalitico vem crescendo nos dltimos anos. Um GCE modificado
com polimero, grafeno e MWCNTs mostrou 6tima resposta catalitica
frente a determinacdo de acido Urico e dopamina na presenga de acido
ascorbico. Os valores de LoD para &cido Urico e dopamina foram
1,3x10% mol L™ e 55x10* mol L%, respectivamente. Os autores
explicaram que a sinergia e o grande sistema superficial 7 das estruturas
facilitaram o transporte eletrénico [107].

Um outro exemplo foi apresentado por Baghayeri e colaboradores
[108] ao desenvolverem um sensor ndo enzimatico para determinacédo
eletrocatalitica de glicose. Um nanocompoésito poroso e construido a
partir da interconexdo de f-MWCNTs e nanoparticulas de prata
mostrou-se excelente numa faixa de trabalho entre 1,0 nmol L™ até 350
umol LY, uma resposta de analise gerada em 4 segundos, LoD de
0,0003 pmol L e alta seletividade.

2.5 AuNps E MWCNTs COMO AGENTES MODIFICADORES EM
SENSORES ELETROQUIMICOS

Desde a chamada “corrida do ouro” com o intenso estudo e
aplicacdo das AuNps, o interesse em conhecer a sinergia entre tais
estruturas com outros materiais nanométricos veio de encontro com um
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vasto campo tecnoldgico e sua aplicacdo na construgdo de plataformas
eletroguimicas de facil preparacgdo, baratas e com ampla aplicabilidade.

Alguns trabalhos j& foram realizados mostrando o efeito positivo
da unido de AuNps com MWCNTSs. Shi e colaboradores [109] criaram
um simples método de modificacdo de eletrodo com nanoparticulas de
ouro e nanotubos de carbono. A diminui¢do da tensdo interfacial dos
nanotubos com a dispersdo contendo AuNps foi conseguida com a
presenca de etanol e imagens de microscopia evidenciaram a presenga
das nanoparticulas sobre a superficie dos nanotubos de carbono.
Medidas em CV mostraram a potencialidade eletrocatalitica do novo
material.

Uma plataforma eletroquimica impressa foi construida com
AuNps e MWCNTs na presenca do polimero Nafion® 117 e
imobilizagdo superficial da enzima &lcool desidrogenase. A faixa de
determinagdo de alcool em sangue variou de 200 pumol L™* a 25.000
umol L' e um valor de LoD de 50 umol L™ foi obtido. Os
pesquisadores também verificaram a robustez do método perante
variacdo de valores de pH, temperatura e interferentes. Sendo assim, a
construcdo de um sensor modificado com nanoparticulas de ouro e
nanotubos de carbono mostrou-se resistente e aplicavel na construgéo de
biossensores [110].

Atualmente, um grupo de pesquisadores modificou com
MWCNTs e AuNps um GCE para determinagdo de docetaxel, um
medicamento anticancer, em sangue e urina de humanos. As
nanoparticulas de ouro foram eletrodepositadas no GCE previamente
modificado com o0s nanotubos. A quantificacdo do analito deu-se por
DPV e o sensor utilizado numa faixa de trabalho de 0,3 umol L™* até 3,3
umol L™t e LoD obtido de 90 nmol L™t Imagens de microscopia de
forca atdmica mostraram que o eletrodo modificado apresentou uma
topologia muito mais irregular, decorrente da modificacdo e, por
consequéncia, aumento da area superficial ativa [111].

Uma explicacdo para a interacdo entre nanoparticulas metalicas e
MWCNTs vem do advento da funcionalizagdo dos nanotubos com
grupos funcionais do tipo carboxila, fenol, aldeido, hidroxila, os quais
interagem eletrostaticamente com ions metalicos e nanoparticulas
estabilizadas por agentes com carga positiva [102,111].

2.6 DETERMINACAO ELETROQUIMICA DE MELATONINA

Novas técnicas e métodos estdo constantemente sendo retratados
na literatura cientifica para a determinacdo de melatonina. A
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voltametria, por ser uma técnica com caracteristicas peculiares de
versatilidade e custos baixos em termos operacionais, tém tomado
espaco e sido amplamente adotada nas areas académica e tecnoldgica.
Alguns trabalhos atuais utilizando-se de CMEs para deteccdo de MEL
s8o reportados a seguir.

Tavakkoli et al. [112] desenvolveram um CPE modificado com
uma heteroestrutura nanométrica de zinco e Oxido de ferro para
determinacédo de acetaminofeno, epinefrina e melatonina em amostras de
sangue humano enriquecidas com os analitos. Os modificadores
propiciaram uma maior area superficial ativa e um efeito eletrocatalitico,
visto que o sinal de oxidagdo mais intenso da MEL da-se préximo a
+0,8 V (vs. Ag/AgCI,KClsap), porém neste trabalho deu-se em +0,55 V
sob condigBes otimizadas. A faixa de trabalho para a melatonina foi
entre 6,5 pmol L™ e 145 umol L ™! e LoD de 3 umol L™, o que os
autores definiram como valores satisfatérios para o propdsito da analise.

Eletrodos impressos de carbono e outro modificado com grafeno
foram utilizados para a determinacdo de melatonina em suplementos
alimentares por DPV. O sensor composto por grafeno foi o utilizado
para a quantificacdo em trés niveis de pH, sendo eles 7, 7,4 e 6,4; 0s
valores de LoD para uma amostra foram de 0,13; 0,26 e 0,06 umol L2,
respectivamente. Os autores explicaram que a melhora da sensibilidade
pode se dar pela area superficial do grafeno, a qual é mais rugosa e
apresenta maior nimero de sitios eletroativos [113].

Outro trabalho que vem de encontro a miniaturizacdo da
voltametria aplicada na area médica é apresentado por Hensley e
colaboradores [114]. Foi desenvolvido um microeletrodo implantado em
nédulos linfaticos vivos para determinar MEL. Uma varredura realizada
entre +0,2 e +1,3 V 2 600 V s™! mostrou um sinal de oxidacéo definido
proximo a +1,2 V e um LoD de 0,024 pmol L™ mesmo em presenca de
interferentes. Portanto, o método forneceu medicGes em tempo real
dentro do ndédulo linfatico por CV, o que possibilitou estudar
mecanismos de imunomodulagdo durante uma doenca inflamatoria.

A propriedade eletrocatalitica de eletrodos modificados por
estruturas nanométricas é descrito por Kumar et al. [115] na
modificacdo de um GCE com nanoparticulas de paladio, éxido de
grafeno e um polimero condutor em uma Unica etapa de preparacdo. O
sinal de reducdo da MEL aumentou quase trés vezes com o eletrodo
modificado em comparacdo ao ndo modificado. O sinal deu-se proximo
a-0,656 V (vs. Ag/AgCI,NaClsay) e velocidade de varredura de 100 mV
s L. Por SWV foi possivel trabalhar em um intervalo de concentragdo de
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5 umol L™t até 100 pmol L e obter um valor de LoD igual a 0,09 umol
L%, quantificando MEL em amostras farmacéuticas e em urina humana.

Eletrodos carbonaceos estruturados com nanomateriais tém se
tornado um campo de exploragBes. Smajdor e colaboradores [116]
modificaram um GCE com carbon black, suspendendo este em DMF e
modificando o eletrodo via DC, seguido de secagem por 12 h a
temperatura ambiente. A determinagdo de MEL deu-se por DPV e pré-
concentracio de 45 segundos com LoD igual a 0,019 umol L%, sendo o
método adequadamente aplicado em produtos farmacéuticos.

Neste cenario, o atual trabalho relata o desenvolvimento e
caracterizacdo de uma nova plataforma eletroguimica para a
determinacdo de MEL.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma plataforma eletroquimica, sobre um GCE,
modificada em um Unico passo com f-MWCNTSs e AuNps estabilizadas
em Si4Pic*Cl" via drop coating para determinacdo de melatonina em
amostras biologicas sintéticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Sintetizar as AuNps com Si4Pic*Cl" e caracteriza-las por espalhamento
de luz dindmico (DLS, do inglés dynamic light scattering), potencial
zeta (C) e UV-vis;

« Construir plataformas eletroquimicas, sobre um GCE com e sem
modificacdo por drop coating, e caracteriza-las por espectroscopia de
impedéancia eletroquimica (EIS, do inglés electrochemical impedance
spectroscopy);

« Caracterizar as superficies das plataformas eletroquimicas por técnicas
de microscopia;

« Estudar o comportamento eletroquimico da MEL;

* Investigar e propor o mecanismo eletroquimico da MEL sobre a
plataforma escolhida;

* Otimizar os parametros experimentais, tais como pH, eletrolito de
suporte e sua concentracdo analitica;

« Escolher 0 modo de operacdo voltamétrico e otimizar seus parametros
de acordo com a melhor resposta analitica;

* Aplicar testes de avaliacdo do método eletroanalitico desenvolvido,
determinando MEL em fluidos biol6gicos humanos simulados, tais
como saliva, soro sanguineo e urina.
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4 MATERIAIS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

4.1.1 Reagentes

47

Os reagentes quimicos que foram utilizados durante o trabalho

sdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Especificagdes dos reagentes empregados.

REAGENTES FORMULA MARCA PUREZA
Acido acético C,H40, Vetec >99,7%
Acido bérico HsBO; Acros Organics | >99,5%
Acido cloroacético C2H3O.Cl Merck >99%
Acido cloroaurico HAuCl,.3H,0 Sigma-Aldrich | >99,9%
Acido fosforico HsPO4 Grupo Quimica | >85%*
Borohidreto de sddio NaBH, Sigma-Aldrich | >96%
Cloreto de 3:-propil-(4 | gygpicecy S —
metilpiridinio)silsesquioxano
Cloreto de potassio KCI Isofar >99%
Ferricianeto de potassio KsFe(CN)s Vetec >99%
Ferrocianeto de potassio KasFe(CN)s Vetec >98,5%
Hidréxido de sddio NaOH Vetec >99%
Melatonina Ci3H16N20, Sigma-Aldrich | >98%
MWCNTs C ¢ >95%
C; grupos
-MWCNTSs contendo | @ - | e
oxigénio®
Nafion® 117 C;/HF130:5S.CoF4 | Sigma-Aldrich | 5%°

2 teor dissolvido em agua.

b sintetizado e caracterizado por Winiarski et al., 2017 [99].
¢ obtidos comercialmente do Laboratério de Nanomateriais, Dep. de Fisica (UFMG).
d funcionalizagdo em meio acido (HNOs 5 mol L) pelo Laboratério de Catalise
Heterogénea, Dep. de Quimica (UFSC).
¢ dissolvido em alcoois alifaticos de baixa massa molecular e agua.

4.1.2 Solucgbes

As solucBes foram preparadas a partir dos reagentes elencados no
Quadro 1 e a 4gua utilizada para tal fim foi do tipo ultrapura em sistema
Milli-Q da empresa Millipore (Bedford, MA, USA) com resistividade de

18,2 MQ cma 25 °C.
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A solucio de KCI foi preparada a 0,1 mol L e as solugbes de
K3sFe(CN)s e KaFe(CN)s a 0,005 mol L cada.

Uma massa de 0,05 g de Si4Pic*ClI" foi dispersa em 12 mL de
agua ultrapura e submetida ao banho de ultrassom em temperatura
ambiente por aproximadamente 30 minutos até a solubilizagdo do
material. A concentracéo final da disperséo foi de 4,2 mg mL ™.

A massa de 1,0 mg de f-MWCNTSs foi dispersa em Nafion® 117
(0,3% em etanol) e levada ao banho de ultrassom por 30 minutos
obtendo-se uma concentragio de 0,5 mg mL™ do material. O mesmo
procedimento foi adotado para os MWCNTS.

Solugdo tampdo Britton-Robinson (B-R, do inglés Britton-
Robinson buffer solution) foi preparada a partir da mistura de acidos
acético, borico e fosférico (0,1 mol L) em uma faixa de pH de 2 a 10.
A solugdo tampdo cloroacetato (CBS, do inglés chloroacetate buffer
solution), composta por &cido cloroacético a 0,1 mol L2, e as solugdes
tampdo fosfato (PBS, do inglés phosphate buffer solution), compostas
por &cido fosférico, foram utilizadas unicamente em pH 2 em um
intervalo de concentracio entre 0,1 mol L™* e 0,5 mol L% Todos os
valores de pH foram ajustados com NaOH 7,0 mol L™ . Por um periodo
de 90 dias as solugdes mantiveram-se estaveis quando mantidas sob
refrigeracdo a 4 °C.

A solucio estoque de MEL (5,0x107° mol L™) foi preparada
com a mistura de etanol e agua (1:1) e, aquelas de concentracdo inferior,
diluidas conforme necessidade. Devido & fotossensibilidade do analito,
as solugdes foram preparadas e imediatamente utilizadas.

4.2 INSTRUMENTACAO
4.2.1 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula com
volume total de 10 mL e possibilidade de insercdo de trés eletrodos,
sendo o de referéncia do tipo Ag/AgCIKClesay, 0 contra eletrodo
constituido por um fio de platina e os eletrodos de trabalho com e sem
(GCE) modificacéo.

A caracterizacdo inicial das plataformas eletroquimicas
modificadas foi realizada por EIS com o wuso de um
potenciostato/galvanostato PalmSens (Palm Instruments BV — Holanda)
conectado a um computador contendo o software PSTrace (versao 5.5).
A partir deste sistema conectado por fios aos eletrodos da célula
eletroquimica obtiveram-se os perfis impedimétricos. Os espectros de
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impedancia foram obtidos numa célula contendo 10 mL de KCI 0,1 mol
L (eletrolito de suporte) com 0,005 mol L' de KsFe(CN)s e
KsFe(CN)s, cada.

As anélises voltamétricas foram realizadas com o auxilio do
mesmo equipamento e software supracitados. Os dados extraidos foram
tratados no programa grafico Origin (versao 8.5).

As verificagcdes de pH foram feitas com o uso de um conjunto
medidor de eletrodo de vidro combinado Ohaus (Modelo ST3100-F),
apos calibragdo.

A agitacdo das solugdes na célula eletroquimica foi feita por um
agitador magnético da marca Hanna Instrument HI 190M.

4.2.2 Medidas de DLS

Caracteristicas como raio hidrodindmico e potencial zeta ({)
foram feitas no equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS® 4 mW com
laser de He/Ne de comprimento de onda 638 nm conectado a um
computador com o software Zetasizer (versao 7.12). Os dados gerados
foram tratados no programa grafico Origin (versdo 8.5).

4.2.3 Medidas de espectroscopia UV-vis

A caracterizacdo das AuNps foi feita a partir da obtencdo de
espectros decorrentes da banda plasménica do material numa faixa de
comprimento de onda de 400 a 800 nm em um periodo de 90 dias para
estudo de estabilidade. O aparelho utilizado foi o espectrofotdmetro
UV-1800 (Shimadzu - Japdo) — resolucdo de +0,2 nm conectado ao
software UVProbe (versdo 2.50) para aquisicdo e processamento de
dados. A célula utilizada foi do tipo de quartzo com caminho dptico de
1,0cm.

O mesmo equipamento foi utilizado para as medidas de
determinacdo da MEL pelo método comparativo para a verificacdo da
exatiddo do método proposto. Para isso, 0s espectros foram obtidos no
intervalo de comprimento de onda de 240 a 340 nm e a curva de
calibracdo construida pelo método de adicdo de padrdo. Todos os dados
gerados foram tratados no programa grafico Origin (versdo 8.5).

4.2.4 Medidas de microscopia eletronica

Para a caracterizacdo das AuNps e dos f-MWCNTSs foi feito uso
da microscopia eletrdnica de transmissdo (TEM, do inglés transmission
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electron microscopy) por meio de um microscopio eletrénico de
transmissdo de alta resolu¢cdo modelo JEM-2100 (JEOL - Japdo) a uma
tensdo de 100 kV. A preparagdo deu-se com o gotejamento das
dispersdes sobre um grid de cobre recoberto com carbono (300 mesh) e
mantida a temperatura ambiente até total evaporacdo de solventes. Os
padrdes oriundos da difracdo de elétrons de &rea selecionada (SAED, do
inglés selected area electron diffraction) também foram obtidos no
mesmo equipamento e nas mesmas condigdes; os padrdes gerados foram
analisados de forma comparativa com o software CrysTBox. O diametro
médio das AuNps foi estimado com o uso do software Imagel e a curva
de distribuigdo construida no programa grafico Origin (versdo 8.5).

As imagens tridimensionais das plataformas eletroquimicas foram
realizadas por meio da técnica de microscopia eletrdnica de varredura
com canh&o emissor de campo (SEM-FEG, do inglés field emission gun
scanning electron microscopy) por meio de um microscopio JSSM-6701F
(JEOL - Japdo) a uma tensdo de 10 kV ou mais. A preparacdo deu-se
pelo gotejamento sucessivo sobre uma placa de carbono vitreo e mantida
a temperatura ambiente até total evaporagdo de solventes.

As andlises supracitadas foram realizadas no Laboratdrio Central
de Microscopia Eletrénica (LCME - UFSC).

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.3.1 Sintese das AuNps-Si4Pic*CI

As nanoparticulas estabilizadas pelo Si4Pic'ClI" (AuNps-
Si4Pic*CIl") foram sintetizadas com base em Calaga et al. [94]. Um
volume de 4 mL da solugdo de HAUCI.3H,O (3 mmol L) foi
misturado com 4 mL de Si4Pic*Cl" (4,2 mg mL™) e a nova solugdo
levada a forte agitacdo por cerca de 20 minutos. A seguir, 4 mL da
solugdo de NaBHs (6 mmol L) foi gotejada lentamente na solucéo
contendo o &cido clorodurico e o silsesquioxano. Apds a total adicdo, a
dispersdo foi deixada sob agitacdo por cerca de 30 minutos e mantida
sob refrigeracdo a 4 °C.

4.3.2 Funcionalizagdo dos MWCNTSs

A funcionalizacdo dos MWCNTSs adquiridos comercialmente foi
feita com base em Francisco et al. [106]. Uma quantidade de 10 mg de
nanotubos de carbono foi adicionada a 125 mL de &cido nitrico HNO3 5
mol L™t e a dispersdo foi refluxada por 2h a 140 °C. A seguir, 0s
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nanotubos foram lavados com 4gua destilada até atingirem um valor de
pH 5,5. Por fim, o material foi seco em estufa pelo periodo de um dia a
70 °C e os f-MWCNTSs acondicionados a temperatura ambiente.

4.3.3 Preparagcao da disperséo dos f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*CI

Uma aliquota de 100 pL das AuNps foi adicionada a dispersao de
f-MWCNTSs (0,5 mg mL ™) dispersos em 1,9 mL de Nafion® 117 (0,3%
em etanol). A nova mistura (f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*CI") foi deixada
em banho de ultrassom por 45 minutos em recipiente fechado e, a
seguir, acondicionada sob refrigeracdo a 4 °C. A concentragdo das
nanoparticulas de ouro na dispersio foi 19,7 ug mL ™.

4.3.4 Construcao do eletrodo modificado

A nova plataforma eletroquimica foi modificada de acordo com o
que se segue: um GCE (diametro de 2 mm) foi polido com éxido de
aluminio de diferentes granulometrias, iniciando-se em 0,5 um, 0,3 pum
e 0,05 um. Posteriormente, o GCE foi lavado com &gua destilada e
etanol, além de ser submetido ao banho de ultrassom por 1 minuto.
Apds seco, uma aliquota de 3 pL da mistura -MWCNTs-AuNps-
Si4Pic*ClI foi depositada cuidadosamente sobre a parte carbonacea do
GCE. Prontamente a rapida secagem em temperatura ambiente, formou-
se o filme e a plataforma denominada GCE/f-MWCNTs-AuNps-
Si4Pic*Cl™ utilizada para as medidas eletroquimicas posteriores. O
eletrodo sem modificacéo (GCE) e outros modificados foram preparados
similarmente, sendo eles com Si4Pic*Cl- (GCE/Si4Pic*CIl"), GCE com
AuNps-Si4Pic*Cl- (GCE/AuNps-Si4Pic*Cl) e 0 GCE com f-MWCNTSs
(GCE/f-MWCNTS).

4.3.5 Preparacéo e determinacdo de MEL em amostras

As amostras de saliva e soro sanguineo sintéticas foram
preparadas de acordo com alguns protocolos presentes na literatura. Para
a elaboragdo da saliva empregou-se o modelo AFNOR [117],
constituindo-se de NaHPO4 (0,065 g), NaCl (1,675 g), KSCN (0,0825
g), KH2PO4 (0,05 g), KCI (0,3 g) e NaHCO3 (0,375 g). Os reagentes
foram adicionados a um baldo e este avolumado com agua ultrapura até
250 mL. O soro sanguineo foi preparado de acordo com Parhama, H. e
Zargar, B. [118] adicionando os reagentes elencados a seguir em um
baldo volumétrico de 250 mL: NaCl (1,3 g), NaHCO3; (0,16 g), glicina
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(2,3 mg), triptofano (3,5 mg), tirosina (3,7 mg), serina (3,2 mg),
fenilalanina (6,6 mg), lisina (9,1 mg), histidina (6,3 mg), acido aspértico
(0,029 g), arginina (10 mg), alanina (9,1 mg) e cisteina (7,0 mg).

A urina sintética Surine™ Negative Urine Control é um material
de referéncia certificado (Sigma-Aldrich).

Todas as amostras foram fortificadas com MEL como se segue:
para as medidas voltamétricas, um volume de 100 uL de uma solugdo
padrdo de MEL 7,0x10% mol L™ foi adicionada em um baldo e
avolumado até 1 mL; em seguida, 170 pL desta solugdo foram levados a
célula eletroguimica contendo 10 mL de soluc¢do tampédo PBS 0,2 mol
Lt (pH 2). Para a construgdo da curva de calibracio por adicdo de
padrdo (n = 4), aliquotas de 50 pL de uma solucdo padrdo de MEL
9,8x10* mol L* foram adicionadas.

O método comparativo por espectrometria UV-vis foi baseado em
Zafra-roldan et al. [119] como se segue: as amostras foram enriquecidas
com 100 uL uma solugio padrio de MEL 7,0x10° mol Lt e
avolumadas até 1 mL. Seguidamente, 100 pL desta solugdo foram
levados a cubeta de quartzo contendo 3 mL de solugdo tampéo PBS 0,2
mol L (pH 2). Para a construcio da curva de calibracdo por adigio de
padrdo, aliquotas de 20 L de uma solugdo padrdo de MEL 9,8.10* mol
L* foram acrescentadas.

A avaliacdo da precisdo do método eletroanalitico foi realizada
em periodos intra-dia e inter-dia a um nivel de concentracdo de MEL 35
pumol L™ em PBS 0,2 mol L™ (pH 2). Primeiramente foi avaliada a
repetibilidade intra-dia, a qual consistiu em sete medidas intercaladas no
mesmo dia; ja a analise inter-dia compreendeu sete medidas do analito
em sete dias consecutivos, sendo uma por dia e sob as mesmas
circunstancias e condigdes utilizadas para a intra-dia.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados de
acordo com o recomendado pela IUPAC [58,120] a partir da leitura do
desvio padrdo da média de dez brancos no potencial de pico da MEL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS
5.1.1 Nanoparticulas de ouro

A formacéo das AuNps-Si4Pic*Cl- conforme sintese (secao 4.3.1)
foi imediatamente perceptivel com a mudanca da coloragdo amarelada
da solucdo de HAuUCIs para avermelhada (AuNps), apos a adicdo da
solucdo contendo o agente redutor (NaBH4) — Figura 9. Tal coloracdo
esta relacionada a ressonéncia plasmonica de superficie, a qual abrange
um intervalo de comprimento de onda maximo entre 520 e 550 nm para
dispersdes contendo AuNps de tamanhos inferiores a 100 nm [121].

Figura 9. Imagens da (a) solucdo de HAUCI, e (b) dispersdo das AuNps-
Si4Pic*CI.
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Fonte. O autor.

A caracterizagdo por espectroscopia UV-vis foi utilizada como
técnica primaria para, além de indicar a presenca de AuNps, estimar o
tamanho das particulas e acompanhar sua estabilidade por 90 dias. A
Figura 10 retrata as bandas de ressonancia plasmdnica das AuNps
estabilizadas no polimero Si4Pic*Cl" por um total de 90 dias (leituras
realizadas a cada 15 dias) diluidas na proporcdo 1:3 (AuNps-Si4Pic*CI
/H20).
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Figura 10. Espectros de UV-vis das AuNps-Si4Pic*Cl" na sintese (—) e apds
15 dias (—), 30 dias (—), 45 dias (—), 60 dias (—), 75 dias (—) e 90 dias
).
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Nota-se que a banda de absor¢do maxima se deu proxima a 520
nm em todos os casos, ocorrendo um deslocamento minimo mediante 0s
90 dias de andlise. Portanto, pode-se inferir que as AuNps formadas
possuem um tamanho inferior @ 100 nm [121] e que a estabilidade no
Si4Pic*Cl ocorreu sem formacéo de agregados.

Para uma caracterizagdo mais detalhada e compreensdo dos
mecanismos de estabilizacdo, medidas por DLS e potencial { foram
realizadas posteriormente. A analise por DLS possibilitou estimar o
didmetro hidrodinamico médio (Dy) da dispersdo AuNps-Si4Pic*Cl. O
principio do espalhamento de luz dindmico baseia-se na interacdo entre
0 material nanométrico e um feixe polarizado de luz incidente.
Inicialmente, incide-se um laser de comprimento de onda conhecido
sobre a dispersdo que se move aleatoriamente em solugdo, polarizando
0s seus elétrons superficiais. A radiacdo espalhada de maneira elastica
chega ao detector, transformando os fétons em volts durante intervalos
de nano segundos. Informacdes obtidas sdo coletadas e tratadas
matematicamente a partir da teoria de espalhamento de Rayleigh, o que
gera o valor de Dn. Admite-se para esta analise particulas esféricas e
com raio inferior a relagdo A/10, parametros fundamentais para garantir
confiabilidade técnica [122].

A Figura 11a mostra por DLS a distribuicdo de tamanho para
uma populacdo de 99,9% de AuNps estabilizadas em Si4Pic*Cl" com
valor de Dy = 8,651 nm. A presenca de mais uma populacdo de 0,1% é
sugerida pela curva de correlagdo com ajuste exponencial de segunda
ordem (Figura 11b). O tratamento matematico do ajuste aponta a
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existéncia de duas populacBes de tamanhos diferentes, corroborando
com os valores de DLS. Ademais, constata-se 0 decaimento rapido do
coeficiente de correlagdo em funcéo do tempo, o que é caracteristico de
particulas muito pequenas e que difundem rapidamente através do
solvente.

Figura 11. (a) Distribuicdo de tamanho e (b) curva de correlagdo com ajuste
exponencial de segunda ordem para a dispersdo de AuNps estabilizadas em
Si4Pic*Cl.
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O potencial ¢ (ou eletrocinético) também é amplamente aplicado
para a caracterizacdo de materiais nanoestruturados e é definido como o
potencial no plano de cisalhamento de particulas que se movem sob
influéncia de um campo elétrico. Portanto, o potencial ( reflete a
diferenca entre o potencial da dupla camada elétrica das particulas
méveis e a camada dispersante em torno do plano de cisalhamento. O
resultado desta andlise permite obter informacGes sobre as cargas
superficiais e a estabilidade de nanoparticulas [122].

O potencial ¢ foi medido tanto para o polimero Si4Pic*Cl" quanto
para as nanoparticulas de ouro nele estabilizadas. Os valores
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encontrados foram de +29,0 mV para o Si4Pic*Cl" e +35,6 mV para
AUNps-Si4Pic*Cl. Sendo assim, pode-se afirmar que as AuNps-
Si4Pic*Cl™ apresentam cargas positivas distribuidas em sua superficie, o
que é devido a presenga do polimero Si4Pic*Cl, este que as mantém
afastadas umas das outras pelo mecanismo de estabilizacdo
eletroestérea.

De forma geral, é aceito que coloides com potencial { foi do
intervalo entre -25 e +25 mV sdo estidveis e que aglomeragBes SO
ocorrem quando as forgas de atragdo entre as nanoparticulas vencem as
forcas repulsivas entre elas, levando o potencial { a zero [121].
Adicionalmente, somente valores acima de 40 mV (em médulo) podem
ser considerados mecanismos de estabilizacdo puramente eletrostético
[123]. Portanto, observa-se que o valor do potencial { deslocou para um
valor mais positivo na dispersdéo AuNps-Si4Pic*Cl, indicando um
aumento na estabilizagcdo das nanoparticulas. Complementar a isto, o
potencial { ndo ultrapassou o valor de +40 mV, demonstrando a
existéncia de uma estabilizagdo também estérea no sistema coloidal, o
que foi evidenciado anteriormente por outros autores [99].

A Figura 12a retrata a analise por TEM das AuNps sintetizadas.
Percebe-se na imagem que as nanoparticulas de ouro possuem uma
forma esférica, apresentam-se bem distribuidas e sem formagdo de
agregados. Figura 12b estima o valor do diametro médio das AuNps em
5 nm a partir do histograma de distribui¢cdo de tamanhos construido pela
medida de 100 nanoparticulas.

Figura 12. (a) Imagem obtida por TEM e (b) distribuicdo do tamanho das
AuNps estabilizadas em Si4Pic*Cl.
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O didmetro médio das nanoparticulas de ouro obtido por TEM é
de menor valor em comparacdo ao dado gerado por DLS. Isto ocorre
devido ao fato de que, no DLS, o tamanho é estimado a partir do
didmetro hidrodindmico, ou seja, considerando a mobilidade da
particula e o efeito do solvente. J& por TEM, o solvente é evaporado e 0
tamanho é exclusivo das nanoparticulas de ouro, o que gera um valor
menor.

A cristalinidade das AuNps-Si4Pic*Cl- foi investigada por SAED
utilizando o modelo de comparacédo oferecido pelo software CrysTBox.
Na Figura 13 é possivel perceber, a partir do padréo de difracdo de uma
area selecionada, que as nanoparticulas de ouro sdo altamente cristalinas
e seus padrfes correspondem a planos de um cubo de face centrada. Os
anéis circulares luminosos correspondem aos planos (111), (200), (220)
e (311), estes caracteristicos do ouro metalico [121].

Figura 13. Padrdes SAED para as AuNps estabilizadas em Si4Pic*Cl".




58

5.1.2 Nanotubos de carbono de paredes mltiplas

Os MWCNTs e f-MWCNTs foram previamente dispersos em
Nafion® 117, garantindo facil dispersidade e boa estabilidade aos
nanotubos. A seguir, foi realizada a caracterizagdo por potencial { a fim
de se conhecer a carga superficial e estabilidade do material. Os valores
para 0s MWCNTs e f-MWCNTs foram -129 mV e -52,4 mV,
respectivamente. De acordo com a literatura [124], o valor de potencial {
alto (em mddulo) é indicativo do elevado grau de funcionaliza¢do do
material, mantendo a dispersdo dos MWCNTs estdvel por tempo
prolongado. O incremento no valor do potencial { ¢ um indicio de que a
estabilizacdo dos nanotubos deu-se pela sua efetiva funcionalizacdo em
meio &cido, garantindo um mecanismo de estabilizac&o eletrostético e de
alta qualidade.

A Figura 14 mostra um comparativo entre (a) MWCNTSs e (b) f-
MWCNTSs. Nota-se uma morfologia capilar caracteristica dos nanotubos
em ambas as imagens, porém para os f-MWCNTSs sdo vistas rugosidades
distribuidas em toda a sua estrutura, o que sdo, possivelmente, oriundas
do tratamento &cido para sua funcionalizag&o.

WCNTs.

i

Figura 14. Imagens obtidas por TEM dos (a) MWCNTSs e (b) f-M
. 7 .'v" ;.-'Q”“ .‘_"' £ i 2 / Y

* 0s MWCNTSs foram caracterizados pelo Laboratorio de Nanomateriais, Dep.
de Fisica (UFMG).

5.1.3 -MWCNTs-AuNps-Si4Pic*CI

A preparacdo da dispersdo conjunta dos nanotubos de carbono
funcionalizados com as nanoparticulas de ouro estabilizadas em
Si4Pic*CI foi realizada conforme descrito em 4.3.3. A imagem obtida
por TEM (Figura 15) mostra uma area composta por nanoparticulas de
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ouro bem distribuidas e prdximas aos nanotubos de carbono. Isto pode
ser explicado, primeiramente, pelos valores de potencial { das AuNps-
Si4Pic*Cl" (+35,6 mV) e dos f-MWCNTSs (-52,4 mV), materiais com
cargas opostas que devido & interacio eletrostética aproximam-se [104].
Ademais, em virtude da propriedade selante do copolimero Nafion®
117, é provavel que ele aja como um material que favorega essa
aproximagdo. Outrossim, como reportado por Shi e colaboradores [109],
a presenca de alcoois de baixa massa molecular no Nafion® 117 (0,3%
em etanol) diminui a tensdo interfacial entre as paredes dos f-MWCNTSs
e a dispersdo aquosa das nanoparticulas de ouro, formando uma
estrutura integrada.

Figura 15. Imagem obtida por TEM da dispersdo integrada de f-MWCNTs-
AuNps-Si4Pic*Cl-.

.

5.1.4 Caracterizacao das plataformas eletroquimicas

As plataformas eletroquimicas foram caracterizadas pela técnica
microscépica SEM-FEG objetivando-se a andlise morfolégica e a
comparacdo entre elas de acordo com a presenca de cada agente
modificador. A Figura 16 traz as imagens obtidas para GCE (sem
modificador), GCE/AuNps-Si4Pic*Cl, GCE/f-MWCNTs e GCE/f-
MWCNTs-AuNps-Si4Pic*CI".
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Figura 16. Imagens obtidas por SEM-FEG para (a) GCE, (b) GCE/AuNps-
Si4Pic*CI', (c) GCE/f-MWCNTs e (d) GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl.

LCME/UFSC S 100kv  X100000 WD 58mm  100nm

LCME/UFSC

LCMFAUFSC B 100KV X100,000 WD58mm  100nm LCMEAUFSC SEI 300KV X50,000 WD57mm  100nm

A mudanca progressiva na superficie das plataformas
eletroquimicas evidencia a presenca e a disposicdo dos agentes
modificadores. A Figura 16a mostra o GCE livre de qualquer alteracéo,
dispondo somente de uma superficie lisa. J& a Figura 16b apresenta a
plataforma GCE/AuNps-Si4Pic*Cl" onde se observa a formacédo coesa
das estruturas do polimero Si4Pic*Cl" sobre o carbono vitreo. Os f-
MWCNTs encontram-se na Figura 16c em uma forma bem mais
condensada; esta estruturacdo é dada, provavelmente, pela presenca do
Nafion® 117 que age como uma substancia que agrega os nanotubos e
sela a superficie. Por fim, a Figura 16d reporta a plataforma GCE/f-
MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl. A imagem apresenta a superficie
contendo os f-MWCNTSs e as AuNps-Si4Pic*Cl™ formando uma estrutura
integrada, rugosa e irregular, onde o polimero silsesquioxano encontra-
se em meio aos nanotubos de carbono recobrindo de forma completa a
superficie do GCE.
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5.2 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA
5.2.1 Estudo impedimétrico das plataformas eletroguimicas

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foi aplicada
para o estudo da resisténcia a transferéncia de carga entre as plataformas
eletroguimicas e a solucdo.

O experimento realizado ocorreu em uma célula contendo 10 mL
de KCI 0,1 mol L™ com 0,005 mol L™ de KsFe(CN)s e KsFe(CN)e
cada, sendo o intervalo de frequéncia aplicado entre 0,1 e 50.000 Hz. O
diagrama obtido é denominado de Nyquist e constitui-se de duas partes,
0 semicirculo e a linha. O didmetro do semicirculo evidencia a
resisténcia a transferéncia de carga (R«) e a porcao linear representa o
processo difusional do produto para a solugdo; logo, quanto menor o
semicirculo, mais rapida a transferéncia eletrénica [115]. Na Figura 17
estdo representados os diagramas de Nyquist para todas as plataformas
eletroquimicas. Observa-se que o Si4Pic’Cl" j& apresenta uma
resisténcia a transferéncia de carga menor do que o GCE, o que pode
estar relacionada com a presenca de grupos com carga na superficie do
material, acelerando a transferéncia eletrdnica. A partir da integracéo
das AuNps, o0 material torna-se menos resistivo, ja que as
nanoparticulas, além de serem pequenas e bem estabilizadas no
silsesquioxano, apresentam superficie altamente reativa, a qual auxilia a
troca de elétrons. Ja a plataforma contendo os f-MWCNTSs exibe um Rt
ainda menor do que a GCE/AuNps-Si4Pic*Cl", caracteristica explicada
pela composicdo de uma rede de silica ndo condutora e que limita um
pouco a transferéncia de carga que compde a GCE/AuNps-Si4Pic*Cl-.
Por fim, a GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl" é o sensor com melhor
performance, exibindo o menor semicirculo e mais rapida transferéncia
de carga, isto gracas ao efeito sinérgico proveniente da interagdo
eletrostatica entre os sistemas AUNps-Si4Pic'Cl" e f-MWCNTSs,
mecanismo ja reportado na literatura [102].
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Figura 17. Diagramas de Nyquist obtidos por EIS para as plataformas
eletroquimicas.
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A Tabela 1 resume os valores de Ry para cada medida e a massa dos
respectivos agentes modificadores sobre as plataformas.

Tabela 1. Valores obtidos de R.: para as plataformas eletroquimicas.

Plataforma eletroquimica Ret/ Q Massa (ug)

GCE 78 e

GCE/Si4Pic*Cl 610 12,3

GCE/AuNps-Si4Pic*Cl- 486 0,06 (AuNps)?; 12,3 (Si4Pic*ClY)
GCE/f-MWCNTs 220 1,5 (f-MWCNTSs)
GCE/f-MWCNTSs-AuNps-Si4Pic*CI- 79 0,06 (AuNps)?; 12,3 (Si4Pic*ClY)

1,5 (-MWCNTSs)

a considerando a total conversdo dos fons Au3* em Au°.

A partir dos valores de R, foi plotado um circuito elétrico
equivalente (circuito de Randles) que melhor se ajusta ao perfil dos
diagramas de Nyquist. A Figura 18 exibe um modelo composto por um
componente R1 que esta relacionado a resisténcia da solucéo eletrolitica,
R1+R2 a transferéncia de carga entre eletrodo e solucdo, o capacitor C1
ao carregamento da dupla-camada elétrica e W1+W?2 (impedancia de
Warburg) a resisténcia na transferéncia de massa [125].

Figura 18. Circuito equivalente de Randles para as plataformas eletroquimicas.
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5.2.2 Comportamento eletroquimico da melatonina

Apds os estudos realizados por EIS, foram conduzidas medidas
por CV a fim de conhecer o desempenho da MEL na superficie das
plataformas eletroquimicas de trabalho. Buscou-se com a andlise a
melhor resposta voltamétrica de corrente e potencial. A Figura 19 traz os
voltamogramas ciclicos obtidos para a melatonina numa concentracdo
de 5,0x107° mol L™* em solugdo tamp&o B-R 0,1 mol L™* (pH 2) para
GCE, GCE/Si4Pic*Cl, GCE/AuNps-Si4Pic*Cl,, GCE/f-MWCNTs e
GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl". O intervalo de potencial aplicado
deu-se entre +0,4 e +1,2 V seguido da varredura reversa de +1,2 V a
+0,4 V com velocidade de varredura (v) de 50 mV s,

Figura 19. Voltamogramas ciclicos para MEL 5,0x10°5 mol L™ em solugdo
tampé&o B-R 0,1 mol L1 (pH 2) para as plataformas GCE (—), GCE/Si4Pic*CI
(), GCE/AuNps-Si4Pic’Cl" (—), GCE/f-MWCNTs (—), Branco (-----) e
modificada GCE/f-MWCNTs-AuUNps-Si4Pic*Cl- (—), v=50mV s,

il uA
»
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E vs. Ag/AgCIl/V

Os sinais na faixa de potencial estudado mostraram o resultado da
oxidacdo da MEL para todas as plataformas. S8o evidenciados
processos irreversiveis em todos 0s casos e com valores de corrente e
potencial seguintes: GCE (0,850 YA e 0,861 V), GCE/Si4Pic*CI (0,972
MA e 0,894 V), GCE/AuNps-Si4Pic*Cl" (1,866 YA e 0,898 V), GCE/f-
MWCNTSs (2,015 pA e 0,889 V) e GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl
(6,407 pA e 0,620 V para 1°sinal e 0,501 pA e 0,821 V para o 2° sinal).

Observa-se que o 1° sinal de corrente para a plataforma GCE/f-
MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl- foi 7,5 vezes mais intenso e definido
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guando comparado ao GCE, além do potencial que se deslocou 241 mV
para valores mais negativos, caracterizando 0 processo como
eletrocatalitico, particularidade ja observada em outros trabalhos
[110][112]. O 2° sinal de oxidag&o pode ser oriundo do produto gerado
pelo 1° sinal, conforme ja reportado por Radi, A.; Bekhiet, G. E. [126].
Os autores descrevem que o produto do primeiro processo de oxidagéo,
o qual é uma quinoneimina altamente reativa, esta sujeita a um ataque
nucleofilico, gerando como produto um dimero ou entdo um composto
do tipo 4,5-dihidroxiindol. Este derivado indol pode sofrer oxidagdo e,
possivelmente, gerar o segundo sinal observado sobre a plataforma
GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl. Sendo assim, foi escolhida a
GCE/f-MWCNTSs-AuNps-Si4Pic*ClI', pois o estudo voltamétrico indicou
que a melhora da resposta do analito em questdo deu-se em decorréncia
da juncdo entre as AuNps estabilizadas em Si4Pic*Cl e os f-MWCNTSs,
beneficiando a transferéncia eletronica.

5.2.2.1 Estudo de pH eletrdlito de suporte

Experimentos posteriores foram conduzidos para compreensao da
natureza e influéncia do pH e eletrdlito de suporte frente a resposta
eletroquimica da MEL sobre a plataforma GCE/f-MWCNTs-AuNps-
Si4Pic*ClI'. Visto que a corrente capacitiva na CV é muito alta e com o
objetivo de melhor acompanhar os sinais de corrente faradaica gerados,
foi utilizada a DPV para a obtengdo dos voltamogramas. As medidas
ocorreram no intervalo de pH 2 ao 5 (Figura 20a) e pH 6 ao 10 (Figura
20b), com MEL 5,0x10°° mol L™ em solug&o tamp&o B-R 0,1 mol L
com parametros de amplitude de pulso (a) = 50 mV, tempo de pulso (ty)
=5msev=>50mV s A Figura 20c mostra a correlacdo entre a
variagdo do pH e seus respectivos valores de corrente (ip) e potenciais de
pico (Ep) para o 1° sinal de oxidagdo da melatonina. Observa-se que o
maior valor de corrente se da em pH 2, com valores inferiores na faixa
entre pH 3 a 10. Posto isto, conclui-se que o processo oxidativo é
dependente da variacdo do pH e necessita de um eletrélito de suporte
tamponante. Por fim, buscando a melhor sensibilidade analitica para a
determinacdo de MEL e um perfil voltamétrico mais definido, optou-se
pelo pH 2 para analises posteriores.
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Figura 20. Voltamogramas obtidos por DPV para MEL 5,0x107° mol L™ em
solugdo tampdo B-R 0,1 mol L utilizando a plataforma GCE/f-MWCNTs-
AUNps-Si4Pic*Cl nos valores de pH (a) 2ao 5 e (b) 6 a0 10; a=50 mV, t, =5
ms e v =50 mV s Em (c) a correlagdo da variagdo entre o pH e (ip;Ep) para o
1° sinal de oxidagdo da MEL (n = 3).
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Para o 1° sinal da MEL, as Figuras 20a e 20b mostram que os
valores de Ep deslocam-se no sentido negativo de potencial com o
aumento do valor de pH, indicando o envolvimento de prétons na
oxida¢do da MEL. Na Figura 20c ocorre a variacdo do E, originando
uma regido praticamente constante e outra seguida de um trecho linear
decrescente, gerando nessa quebra de linearidade um valor de
coeficiente angular no valor de -0,03605. Esta variagdo resultou na
equacdo E, (V) = -0,03605pH + 0,833 (R? = 0,9801). A inclinagdo no
valor de -0,03605 mV pH™ é relacionada com o valor tedrico de -0,0592
mV pH™! (Equagéo 1, onde m sdo prétons e n elétrons), sugerindo que o
namero de mols de elétrons transferidos na oxidagdo do primeiro sinal
da MEL ¢ o dobro do de prétons, mecanismo similar ao j& reportado por
outros autores [127][128].

. 0,0592m
coeficiente angular = — — ()

0,0592m
—0,03605 = ————

m 0,03605

n —0,0592

m
—=106~0,5
n

O estudo de prétons e elétrons envolvidos para os outros sinais de
oxidacdo torna-se dificil com a variacdo de pH. Para o 2° sinal, o qual
consiste na aparente oxidac¢do do produto gerado pela primeira oxidagéo,
é impossivel monitorar seu deslocamento, pois seu sinal funde-se ao
primeiro, dificultando a leitura do valor de E, na faixa de pH estudada.
Para o 3° sinal, este que aparece a partir de pH 4, é observado um
deslocamento oscilante e muito pequeno, impossibilitando também a sua
monitoracdo. Estes fatores ja foram retratados por Radi, A.; Bekhiet, G.
[126], os quais sugerem o possivel acimulo de produtos de oxidacdo
sobre a superficie do eletrodo e que impede um estudo eletroquimico
mais aprofundado dos outros sinais, quando em relacdo a variacdo de
pH.
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Ademais, segundo estudos atuais realizados por Zafra-Roldan e
colaboradores [119], existe uma distribuicdo de espécies da MEL no
intervalo de pH estudado, ou seja, ndo somente os produtos da oxidacao
estdo presentes, mas também as moléculas oriundas da desprotonacédo
ocasionada com o aumento do valor de pH. Neste trabalho os autores, de
forma experimental, elucidam valores de pKai e pKaz iguais a 5,772 +
0,011 e 10,201 + 0,024, respectivamente. Portanto, para o melhor
compromisso analitico, serd monitorado somente o 1° sinal de oxidacdo
da MEL e estudos posteriores serdo realizados em pH 2, onde a MEL
estd em sua forma protonada, sem contribuicdo de outras espécies
desprotonadas e possivelmente eletroativas e o sinal de i, com sua maior
magnitude e melhor perfil voltamétrico.

Neste contexto, trés diferentes tipos de solugdo tampédo 0,1 mol
L (pH 2) foram testadas como eletrélito de suporte, as quais: Britton-
Robinson (B-R), cloroacetato (CBS) e fosfato (PBS). A Figura 21a traz
os voltamogramas de DPV obtidos para MEL 5,0x107° mol L™ Ja a
Figura 21b estabelece a relacdo entre solu¢do tampdo e i,, com maior
intensidade proveniente do PBS. Por fim, a Figura 21c mostra a variagdo
do E, nas trés solucBes, o qual ndo apresentou oscilagéo significativa.
Portanto, o tampdo PBS foi o selecionado para experimentos
posteriores.

Figura 21. (a) Voltamogramas obtidos por DPV para MEL 5,0x107° mol L
em solucdes tampédo PBS, B-R e CBS 0,1 mol L™ (pH 2) cada, utilizando a
plataforma GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl;; a=50 mV, t,=5ms e v =50
mV s, Valores de (b) i, e (c) E, para cada tipo de solugdo tampdo (n = 3).
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A otimizacdo da concentracdo do eletrélito de suporte foi
realizada em seguida, com valores de 0,1 a 0,5 mol L™* da solugdo PBS
(pH 2). A Figura 22 compila (a) os voltamogramas para MEL 5,0x10°
mol L%, (b) os valores de i, e (c) de E,. A concentracio de PBS
geradora de um sinal definido e com maior intensidade foi a de 0,2 mol
L%, sendo esta designada para estudos eletroanaliticos subsequentes.

Figura 22. (a) Voltamogramas obtidos por DPV para MEL 5,0x107° mol L
em solugBes tampdo PBS 0,1 a 0,5 mol L™ (pH 2), utilizando a plataforma
GCE/f-MWCNTSs-AUNps-Si4Pic'Cl;; a=50 mV, t,=5msev =50 mV s%
Valores de (b) i, € (c) E, para cada concentracéo (n = 3).
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Experimentos de velocidade de varredura foram realizados em
solugdo PBS 0,2 mol L (pH 2) para conhecimento do processo
determinante da transferéncia eletronica. Devido & dificuldade de
proceder tais estudos por DPV, visto que os sinais ndo apresentaram
deslocamento proporcional com o aumento da velocidade de varredura,
estes foram realizados por SWV e com 0s seguintes parametros:
incremento de potencial (AEs) = 5 mV, a = 50 mV e variagdo da
frequéncia de pulso (f) entre 5 e 50 Hz. Ressalta-se que a velocidade de
varredura por SWV ¢ calculada multiplicando-se AEs e f. Portanto o
estudo de velocidade de varredura deu-se no intervalo entre 25 a 250
mV s ! e os voltamogramas s&o apresentados na Figura 23a.

Nota-se que os valores de potencial sofreram deslocamento para
valores mais positivos com o aumento da velocidade de varredura, o que
estda de acordo com o comportamento caracteristico de reagOes
irreversiveis [129].

A partir dos valores obtidos com o estudo da velocidade foi
investigada a relagéo entre os valores de i, e 0 quadrado da velocidade
de varredura (fungdo corrente). Na Figura 23b é apresentada a curva
obtida e sua tendéncia linear (R? = 0,9846), o que indica que a etapa
determinante da reacdo de oxidagdo da MEL sobre a plataforma GCE/f-
MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl™ consiste em um processo controlado por
difusdo. Para confirmar esta indicacdo, na Figura 23c é plotado o grafico
do logaritmo da corrente de pico (log ip) vs. logaritmo da velocidade de
varredura (log v). O comportamento linear (R? = 0,9920) e a equagio
log i = 0,4243 log v - 4,273 evidenciam uma reta com o valor de
coeficiente angular igual a 0,4243. De acordo com a literatura cientifica,
valores iguais ou préximos a 0,5 indicam um processo controlado por
difusdo [129]. Portanto, pode-se afirmar que a etapa determinante da
reacdo de oxidacdo da MEL sobre a plataforma GCE/f-MWCNTs-
AuNps-Si4Pic*Cl consiste em um processo difusional.

Adicionalmente, o grafico da corrente de pico (ip) vs. velocidade
de varredura (v) — Figura 23d foi gerado para confirmar que o processo
determinante ndo é controlado por adsorcdo. Caso a curva fosse linear, o
processo seria adsortivo, entretanto, é evidente uma tendéncia ndo linear
da curva, 0 que corrobora com os resultados anteriores e reafirma um
processo do tipo difusional.
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Figura 23. (a) Voltamogramas obtidos por SWV para MEL 5,0x107° mol L™
em solucdo tampdo PBS 0,2 mol L™ (pH 2), utilizando a plataforma GCE/f-
MWCNTs-AuNps-Si4Pic+Cl; a= 50 mV, AE;=5mV e f entre 5 e 50 Hz. (a)
25, (b) 50, (c) 75, (d) 100, (e) 125, (f) 150, (g) 175, (h) 200, (i) 225 e (j) 250 mV
st (b) ip vs. v¥2 (c) log ip vs. log v e (d) ip Vs. v.
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Para finalizar os estudos eletroquimicos, foi plotado o grafico
correlacionando o E; e log v (Figura 24).

Figura 24. Grafico dos valores de E, vs. log v obtidos a partir do estudo de
velocidade de varredura.
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Percebe-se um deslocamento linear (R? = 0,9761) dos valores de
E, com relacdo ao log v e obtengéo da equagéo E, = 0,06444 log v +
0,7014. Utilizando-se da equagédo de Laviron [112][130] — Equagdo 2
para célculo do nimero de mols de elétrons envolvidos (n), sendo que
E°" ¢é o potencial formal de reducdo, R é a constante dos gases ideais
(8,314 J mol* K™), T a temperatura (298 K), a o coeficiente de
transferéncia eletronica, F a constante de Faraday (96.485 C mol ™) e k°
a constante de velocidade heterogénea, tem-se que:

E, =E, +

)

2,303 RT RTk® 2,303 RT
o+ o)+ G !

anF anF anF

Desta maneira, a partir da correlacdo dos valores de Ep e log v, 0

coeficiente angular obtido pode ser igualado a (2’30?;”). Atribuindo a «

o valor de 0,5, pois 0 processo de transferéncia eletrdnica é irreversivel
[47], tem-se que o nimero de mols de elétrons transferidos entre a MEL
e a plataforma GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl vale 1,8, valor este
que pode ser aproximado a 2. Este resultado corrobora com o obtido no
estudo anterior de pH, onde fora encontrado o envolvimento de 2 mols
de elétrons para 1 mol de prétons.
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Assim sendo, conclui-se que a oxidacdo da MEL sobre a
plataforma GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl™ apresenta um processo
determinante controlado por difusdo e envolve a participacéo
proporcional de 2 mols de elétrons para 1 mol de prétons. Um
mecanismo € proposto na Figura 25 e estd em concordancia a outros ja
reportados [58][115][127][128][131].

Figura 25. Mecanismo proposto para a oxidagdo da MEL sobre a plataforma
GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic'CI.

H H
Hac—O \ He— O, , |
N CHs SN N CH4
R I - { hd
N (o] \ \N o
\
)

MEL
Fonte. Adaptado de Cincotto et al., 2018 [58]; Kumar et al., 2016 [115];
Levent, A., 2012 [127]; Santander et al., 2001 [128]; Apetrei, I. M.; Apetrei, C.,
2016 [131].

5.3 ESTUDOS ELETROANALITICOS
5.3.1 Selecéo da técnica voltamétrica

Com o enfoque analitico para o desenvolvimento de um método
sensivel para a determinacdo de MEL em amostras biol6gicas a
posteriori, foram utilizados trés diferentes modos de varredura de
potenciais, sendo eles a voltametria linear (LSV), de pulso diferencial
(DPV) e de onda quadrada (SWV). O comparativo entre a magnitude e
perfil do sinal voltamétrico sdo apresentados na Figura 26. As respostas
de corrente de pico sdo mais intensas em DPV e SWV. Isto é coerente
com o fato de que tais modos minimizam a contribuicdo da corrente
capacitiva gerada pelo carregamento da dupla camada elétrica, deixando
o sinal mais definido. Para SWV o sinal de corrente foi o maior entres
os trés modos e, portanto, escolhido para estudos posteriores.
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Figura 26. Voltamogramas obtidos por DPV, SWV e LSV para MEL 5,0x107
mol L™* em solugdo tampdo PBS 0,2 mol L™ (pH 2) utilizando a plataforma
GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl; v =50 mV s
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5.3.1.1 Otimizagdo dos parametros para SWV

Apbs a escolha do modo de operagdo voltamétrico, o qual fora a
voltametria de onda quadrada, fez-se necessaria a otimizagdo dos
parametros que a compdem com o intuito de obter um melhor
compromisso analitico entre intensidade de corrente e perfil
voltamétrico. Os parametros otimizados, e que serdo aplicados a seguir
na avaliacdo das figuras de mérito do método, foram frequéncia de pulso
(f), incremento de potencial (AEs) e amplitude de pulso (a),
respectivamente.

A frequéncia de pulso é o primeiro parametro para ser otimizado
em SWV, visto que faz parte da composi¢do do valor total da velocidade
de varredura e contribui majoritariamente para este. Para reagfes
irreversiveis, o aumento da frequéncia é um dos artificios para a melhora
do sinal analitico, pois se as outras variaveis forem fixadas, a
sensibilidade é dada em funcdo apenas da frequéncia [132]. Logo, o
valor de f variou entre 10 e 80 Hz, mantendo fixas a amplitude em 50
mV e o incremento de potencial em 5 mV. A Figura 27a traz os
voltamogramas obtidos para esta otimizacdo e a Figura 27b uma
distribuicdo dos valores de i, com a mudanca da frequéncia. O maior
valor de corrente foi obtido para f = 50 Hz e este utilizado nos
experimentos seguintes.
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Figura 27. (a) Voltamogramas obtidos por SWV para MEL 5,0x107% mol L
em solugdo tampdo PBS 0,2 mol L™ (pH 2) utilizando a plataforma GCE/f-
MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl; a= 50 mV, AE; =5 mV e f entre 10 e 80 Hz. (b)
Graficode ip vs. f (n=3).
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Em seguida, o incremento de potencial foi otimizado. O aumento
do valor de AEs também contribui para a melhora da sensibilidade
analitica [132], visto que integra o calculo da velocidade de varredura e
também reflete na defini¢cdo do voltamograma. Por conseguinte, o valor
de AE;s variou entre 1 e 10 mV, mantendo fixos os valores de a = 50 mV
e de f = 50 Hz. A Figura 28a compreende os voltamogramas obtidos e a
Figura 28b uma distribuicdo dos valores de ip com o aumento de AEs.
Foi escolhido o valor de 5 mV, mesmo com o sinal de maior corrente
estar vinculado a 8 mV de incremento. Tal decisdo foi pautada na
definicdo do sinal analitico, comprometido em valores superiores a 5
mV.

Figura 28. (a) Voltamogramas obtidos por SWV para MEL 5,0x107® mol L
em solugdo tampdo PBS 0,2 mol L™ (pH 2) utilizando a plataforma GCE/f-
MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl; a = 50 mV, f = 50 Hz e AE; variando entre 1 e
10 mV. (b) Gréfico de ip vs. AEs (n = 3).
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Até este momento, é relevante ressaltar que o valor de velocidade
de varredura otimizado foi de 250 mV st Isto indica que a
transferéncia eletrénica da MEL sobre a plataforma consiste em um
processo relativamente alto e que o valor de v necessita ser elevado para
poder acompanhar tal reacdo. Segundo Christie e colaboradores [133],
reacOes irreversiveis e de cinética com velocidades maiores do que 200
mV st geram sinais de corrente mais intensos no modo onda quadrada,
postulado que corrobora com o obtido até entdo na otimizagdo dos
parametros em SWV.

Por fim, fora otimizado o valor de amplitude de pulso, parametro
também relevante para aumento da sensibilidade analitica [132]. Logo, o
valor de a variou entre 10 e 90 mV, mantendo fixos os valores de f =50
Hz e AEs = 5 mV. A Figura 29a compreende os voltamogramas obtidos
e a Figura 29b uma distribuicdo dos valores de i, com o aumento da
amplitude de pulso. Buscando um compromisso entre o sinal de corrente
e o perfil do voltamograma, fora escolhido o valor de 70 mV para a
amplitude de pulso.

Figura 29. (a) Voltamogramas obtidos por SWV para MEL 5,0x107° mol L
em solucdo tampdo PBS 0,2 mol L™ (pH 2) utilizando a plataforma GCE/f-
MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl; f = 50 Hz, AEs = 5 mV e a variando entre 10 e
90 mV. (b) Gréafico de i, vs. a (n = 3).
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Os parametros, intervalos e valores selecionados para a aplicacdo
no desenvolvimento e avaliacdo das figuras de mérito do método
analitico estdo compilados na Tabela 2.



76

Tabela 2. Otimizacdo dos pardmetros de SWV para determinacdo de
melatonina.

Parémetro Modo/Intervalo de estudo Modo/Valor selecionado
Modo de operagédo LSV, DPV ou SWV SWv

Frequéncia (f) 10 a80 Hz 50 Hz

Incremento (AEs) lal0 mv 5mv

Amplitude (a) 10 a90 mV 70 mV

5.4 AVALIACAO DAS FIGURAS DE MERITO DO METODO
ELETROANALITICO

5.4.1 Construcdo da curva de calibragdo externa para a melatonina
e estudos de precisao

Ap6s a otimizacdo dos pardmetros, foi construida uma curva de
calibracdo externa com adi¢des sucessivas de MEL na célula. A Figura
30a apresenta 0s Vvoltamogramas obtidos por SWV para vérias
concentracdes de MEL em eletrélito de suporte PBS 0,2 mol L™t (pH 2).
Observa-se um sinal definido em +0,640 V, cuja magnitude da corrente
aumenta com o aumento da concentracdo de MEL em um intervalo de
4,9 a 55,5 pmol L%, Para concentragdes de MEL acima de 55,5 pmol
L ndo foi observado aumento na intensidade de corrente, sugerindo
uma saturacdo da superficie da plataforma eletroquimica. Na Figura 30b
encontra-se a curva de calibragdo para a MEL e a equa¢do matematica
linear que rege a relacéo entre concentracdo do analito e corrente é dada
por i, = 0,6771 [MEL] - 0,4339 (R? = 0,9936), onde i, € a corrente de
pico em A e [MEL] é a concentragdo de MEL em pmol L™,
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Figura 30. (a) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentracGes
de MEL em solugédo tampdo PBS 0,2 mol L™ (pH 2) utilizando a plataforma
GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic'Cl. [MEL]: (a) branco; (b) 4,9; (c) 9,7; (d)
14,5; (e) 19,2; (f) 23,9; (g) 28,5; (h) 33,1; (i) 37,7; (j) 42,2; (k) 46,7; (I) 51,0 e
(m) 55,5 pumol L'}, f = 50 Hz, AEs = 5 mV e a = 70 mV. (b) Curva de
calibracdo externa para MEL (n = 4).
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Os limites de deteccdo (LoD) — Equacdo 3 e de quantificacdo
(LoQ) — Equacdo 4 foram calculados de acordo com o recomendado
pela IUPAC [58]]:

LoD =37 3

ob=-— ®)
100

LoQ = — 4

oQ=— Q)

Onde o ¢ o desvio padrdo da média da leitura de dez brancos no
potencial de pico (1,55 + 0,32) e ca o coeficiente angular (0,6771)
obtido a partir da regressdo linear da curva de calibracdo. Os valores
obtidos correspondem ao nivel de confianca de 95% e foram LoD = 1,6
umol L™ e LoQ = 4,7 umol L™,

Outro pardmetro a ser analisado foi a repetibilidade.
Primeiramente foi avaliada a repetibilidade intra-dia com MEL 35 pmol
L sobre a plataforma GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl, em PBS
0,2 mol L™* (pH 2) e sob as condicdes otimizadas conforme Tabela 3. Ja
a andlise inter-dia foi feita sob as mesmas circunstancias e condigcoes
utilizadas para a intra-dia. As féormulas utilizadas para cada situacdo

foram:
R CTEE))
= ©

RSD (%) =~ .100 (6)

Ril @«

Onde para as medidas de corrente s é o desvio padrdo absoluto,
x; 0 valor de cada, X a média dos valores e n 0 nimero de ensaios. O
desvio padrdo relativo (RSD) obtido para as medidas intra-dia foi 1,3%
(n = 7) e para inter-dia 3,6% (n = 7). Portanto, os valores obtidos
mostraram que a determinagdo de MEL se utilizando da plataforma
GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl-  apresenta boa  repetibilidade
mesmo em momentos diferentes do mesmo dia e em dias distintos.
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Parametros e valores oriundos dos estudos até aqui mencionados estdo
compilados na Tabela 3.

Tabela 3. Pardmetros e valores para MEL sobre a plataforma GCE/f-
MWCNTSs-AuNps-Si4Pic*Cl".

Parémetro Valor
Potencial de pico (V) +0,640
Faixa linear (umol L") 49a555
Coeficiente de determinagio (R?) 0,9936
Coeficiente angular (LA L umol ™) 0,6771
Desvio padréo do coeficiente angular (WA L pumol 1) 0,008012
Coeficiente linear (MA) -0,4339
Desvio padréo do coeficiente linear (LA) 0,2745
LoD (umol L) 1,6

LoQ (umol L) 4,7
Repetibilidade intra-dia*® 1,3
Repetibilidade inter-dia*® 3,6

2 RSD - Desvio padrdo relatico (%).
bn=7.

5.4.2 Determinacdo de melatonina em fluidos humanos simulados

Nesta etapa foi verificada a aplicabilidade da plataforma GCE/f-
MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl para a determinagdo de MEL em amostras
simuladas de saliva, urina e soro sanguineo conforme procedimento
experimental descrito na secdo 4.3.5. Foram construidas curvas por
adicdo de padréo para cada amostra com o intuito de minimizar o efeito
de matriz. Visto que o sinal de interesse analitico é dado somente pelo
primeiro pico de oxidacdo, o intervalo de varredura de potencial foi
reduzido para valores entre +0,5 e +0,8 V para todas as amostras.

Na Figura 31a sdo apresentados os voltamogramas obtidos para
MEL em amostra de saliva. Sdo representados (a) branco, (b) amostra e
(c-g) adigdes sucessivas de solugdo padrdo de melatonina. Nota-se que
0s sinais apresentam picos bem definidos em +0,640 V e os valores de i
crescem com o0 acréscimo das aliquotas de MEL. Na Figura 31b
encontram-se as curvas construidas por (a) adicdo de padrdo e (b) curva
de calibracdo externa. Por extrapolacdo da curva de adi¢do de padrdo
nota-se que a concentracdo de MEL foi de 11,4 pmol L2, representando
um valor tedrico de 11,7 umol L™ conforme o processo de fortificacao.
Por fim, o valor presente de MEL na saliva sintética foi de 7,0x10* mol
L%, indicando um valor de recuperagéo de 97,1%.
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Ademais, verifica-se na Figura 31b que o valor do coeficiente
angular da curva de adigdo de padrdo na saliva (0,6451 pA L pmol™) é
muito proximo ao da curva de calibragdo externa (0,6771 pA L pmol™),
similaridade que indica a auséncia de interferéncia dos componentes da
matriz durante a determinacdo da MEL. Segundo Almeida e
colaboradores [43], a concentracdo de MEL na saliva consiste em 40%
da presente em soro sanguineo; entretanto, sua quantificagdo é
vantajosa, j& que os procedimentos de coleta ndo sdo invasivos. Sendo
assim, 0 método aqui proposto é seletivo e aplicdvel na determinacdo de
MEL em saliva.

Figura 31. (a) Voltamogramas de onda quadrada para (a) branco; (b) amostra;
(c-g) adicBes sucessivas de 50 pL de solugdo padrdo MEL 9,8x10™* mol L™ em
solugdo tampdo PBS 0,2 mol L (pH 2) utilizando a plataforma GCE/f-
MWCNTs-AuUNps-Si4Pic*Cl; f = 50 Hz, AEs =5 mV e a = 70 mV. (b) Curva
de (a) adicdo de padréo e (b) calibracdo externa para saliva (n = 4).
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A determinacdo de MEL nas amostras de urina e soro sanguineo
simuladas seguiram as mesmas quantidades de fortificacdo,
procedimentos e parametros utilizados na saliva. A Figura 32a apresenta
0s voltamogramas obtidos para MEL e na Figura 32b encontram-se as
curvas construidas pelo método de adicdo de padrdo. Os numerais () e
(1) indicam dados provenientes da amostra de soro sanguineo e urina,
respectivamente.
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Figura 32. (a) Voltamogramas de onda quadrada para amostra de (I) soro
sanguineo e (I1) urina; (a) branco; (b) amostra; (c-f) adi¢bes sucessivas de 50 pL
de solugéo padrdo MEL 9,8x107* mol L™ em solugdo tamp&o PBS 0,2 mol L™
(pH 2) utilizando a plataforma GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl; f = 50 Hz,
AEs = 5 mV e a = 70 mV. (b) Curva por adigdo de padrdo para (I) soro
sanguineo e (I1) urina, (n = 4).

(a) 154

m] (an

12

< f < f
Z 6l =
34 a a
0 T T : T
04 05 0,6 0,7 08 0,9 0,4 05 0,6 0,7 08 09
E vs. Ag/AgCl/ V Evs. Ag/AgCI Y,
b i
® 0 ' a
15
< < 10
= 101 -
5
-12,1 ip = 0,4833 [MEL] + 5,862 -12,3 ip=0,3936 [MEL] + 4,826
\ R2=0,9978 \ R?=0,9958
T . T T T T T T 1 LI T T T T T 1
-15 -5 5 15 25 -15 -5 5 15 25
MEL / pmol L™ MEL / umol L™

Por extrapolagéo das curvas obteve-se uma concentragdo de MEL
igual a 12,1 e 12,3 pmol L% sendo o valor teérico de 11,7 pmol L?
conforme o processo de fortificagdo. Sabendo-se que o valor adicionado
nas amostras foi de 7,0x10* mol L™, os valores de recuperagdo nas
amostras de soro sanguineo e urina foram 103,4% e 104,3%,
respectivamente.
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Para verificacdo da exatiddo do método proposto, foram
comparados os resultados obtidos por espectrometria UV-vis pela coleta
de dados no comprimento de onda maximo igual a 278 nm baseando-se
no artigo de Zafra-roldan et al. [119]. Curvas de calibracdo por adigdo
de padrdo foram construidas para as trés amostras. Os espectros obtidos
e as curvas de calibragdo para a MEL sdo apresentados na Figura 33a e
Figura 33b, respectivamente. Os numerais (1), (I1) e (111) indicam dados
provenientes da amostra de saliva, soro sanguineo e urina.

Figura 33. (a) Espectros obtidos para as amostras de (l) saliva, (Il) soro
sanguineo e (I11) urina; (a) branco; (b) amostra; (c-f) adi¢Bes sucessivas de 20
uL de solugdo padrdo MEL 9,8x107* mol L™ em solugdo tamp&o PBS 0,2 mol
L (pH 2). (b) Curvas de calibragdo por digdo de padrdo para (I) saliva, (I1)
soro sanguineo e (I11) urina; (n = 4).
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Por extrapolagdo das curvas os valores achados para MEL em
saliva, soro sanguineo e urina foram 21,9; 23,0 e 22,1 umol L%
respectivamente. Sabendo-se que a concentragdo de MEL adicionada
nas amostras era de 7,0x107* mol L™, os valores de recuperagio para
cada amostra foram de 97,0% para saliva, 101,8% para soro sanguineo e

98,6% para urina.

Para conferir confiabilidade estatistica ao método proposto, foram
aplicados dois testes, sendo eles o t de Student e o teste F. As equagdes

matematicas sao:

SE o
maitor
F=——

2
Smenor
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Onde x; é a média dos valores obtidos pela técnica voltamétrica,
X, a média proveniente das leituras espectrométricas, S, o valor do
desvio padrdo agregado, n, 0 nimero de replicatas da voltametria e n,
da espectrometria e S o desvio padrdo amostral de cada uma delas.

O valor de F calculado para as amostras de saliva, soro sanguineo
e urina foram 2,32; 5,23 e 2,46, respectivamente. Tais resultados
mostraram-se inferiores ao valor de F critico que é 9,28 (para trés graus
de liberdade). Logo, pode-se dizer que ndo houve diferenca significativa
para a precisdo dos valores obtidos em cada amostra a partir dos dois
métodos para um nivel de confianca de 95%.

O teste t foi utilizado para os trés tipos de amostra. Os valores
correspondentes a saliva, soro e urina foram de 0,0600; 0,527 e 1,644. O
valor de t critico para seis graus de liberdade é 2,447 (nivel de confianca
de 95%), indicando que ndo houve diferenga significativa nos valores
médios obtidos no novo método proposto e no utilizado para nivel
comparativo. Portanto, o método voltamétrico pode ser usado como
alternativa ao espectrométrico. A Tabela 4 resume os parametros
estatisticos obtidos a partir das determina¢Ges de MEL em amostras de
fluidos humanos sintéticos para as duas técnicas utilizadas.

A técnica de UV-vis pode ser utilizada para a determinacdo da
MEL. Entretanto, por haver a incidéncia de um feixe de luz diretamente
sobre a amostra, a melatonina degrada-se, provocando uma possivel
mudanca espectral [119]. Isto foi observado durante as medidas, as
quais, para contornar o problema da fotossensibilidade, tiveram de ser
realizadas rapidamente e com um modulo de escaneamento rapido,
diminuindo a resolucdo dos espectros. Sendo assim, o método
voltamétrico aqui proposto vem ao encontro da caracteristica do analito
em questdo, pois a realizacdo das medidas a meia-luz ambiente é
suficiente para garantir dados confiaveis e de alta qualidade analitica.



85

Tabela 4. Pardmetros estatisticos obtidos a partir das analises das amostras

contendo MEL.

Amostra Saliva Soro sanguineo Urina
Técnica SWv UV-vis SWV UV-vis SWV UV-vis
Adicionado? 7,00 7,00 7,00
Encontrado? 6,8° 6,79 7,24 7,13 7,3 6,9°
Recuperado (%)° 97,1 97,0 103,4 101,8 104,3 98,6
Erro (%)¢ 0,15 1,54 58
RSD (%)? 12 0,8 2,25 1,00 3,0 2,0
Fuator® 2,32 5,23 2,46
tuator 0,0600 0,527 1,644
an=4. bx 107 mol L%

¢ Recuperado = [(Valor encontrado / Valor adicionado] x 100.

4 Erro = [(Método proposto — Método comparativo) / (Método comparativo)] x 100.

¢ Feritico = 9,28. f teritico = 2,447.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Uma nova plataforma eletroquimica foi desenvolvida a partir da
modificacdo de uma superficie de carbono vitreo com a deposicdo de
um filme de AuNps estabilizadas no polimero Si4Pic*Cl" e f-MWCNTs
para determinagdo de MEL em amostras bioldgicas simuladas.

As nanoparticulas de ouro foram caracterizadas por DLS e TEM,
mostrando um didmetro médio de 8,651 nm e de 5 nm, respectivamente.
A estabilizagdo das AuNps no silsesquioxano ocorreu pelo mecanismo
eletroestéreo, sem a formagdo de agregados conforme acompanhadas
por UV-vis. Os -MWCNTs mostraram boa dispersdo em Nafion® 117 e
exibiram um potencial { mais negativo do que os nanotubos ndo
funcionalizados, o que indicou uma satisfatdria funcionalizagdo em
meio &cido.

A juncdo das AuNps e dos f-MWCNTS foi identificada por
TEM, mostrando uma aproximagdo dos dois materiais e a composigdo
de uma estrutura integrada. Fatores como as cargas positivas das
AuNps-Si4Pic*Cl" e negativas dos MWCNTs podem indicar tal
proximidade.

A caracterizagdo tridimensional das plataformas eletroquimicas
deu-se por FEG-SEM e, andlises por EIS e CV, revelaram que a GCE/f-
MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl™ apresentou o menor perfil impedimétrico
e a maior condutividade elétrica, além da atividade eletrocatalitica
provinda da jungdo das AuNps e dos f-MWCNTs. Estudos de
mecanismo elucidaram que a oxidagdo da MEL sobre a plataforma
GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl™ ocorreu com a transferéncia de um
mol de prétons para dois de elétrons, sendo um processo irreversivel e
controlado por difusdo.

O método eletroanalitico desenvolvido para a determinacdo de
MEL foi otimizado no modo SWV com os seguintes parametros: f = 50
Hz, AEs =5 mV, a = 70 mV em solucéo tampdo PBS 0,2 mol L™* (pH
2). A curva de calibracdo abrangeu a faixa de trabalho de 4,9 a 55,5
pmol L' (R? = 0,9936) com LoD e LoQ de 1,6 e 4,7 umol L1,
respectivamente.

A determinacdo de MEL foi realizada em amostras sintéticas de
saliva, soro sanguineo e urina, gerando resultados satisfatorios e
validados por testes estatisticos. Por fim, o método utilizando a
plataforma GCE/f-MWCNTs-AuNps-Si4Pic*Cl para determinacdo de
melatonina conferiu figuras de mérito de qualidade e mostrou-se
potencial detector em amostras de fluidos bioldgicos reais.
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Com o intuito de minimizar os valores de LoD e LoQ,
experimentos serdo conduzidos com pré-concentracdo. Sendo assim, 0
método aqui proposto poderd abranger tanto compostos com alta
concentracdo de MEL, tais como medicamentos e suplementos, assim
como com baixa concentracdo, como é o caso de fluido biologicos reais.
Por fim, serdo estudados possiveis interferentes das matrizes de saliva,
SOro sanguineo e urina.
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