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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um novo eletrodo descartavel impresso sobre
substrato de papel produzido a partir de uma tinta a base de grafite e verniz e modificado com
nanoparticulas de magnetita. O objetivo foi aplica-lo no desenvolvimento de dois métodos:
um para a quantificagdo de vitamina B2 e outro para a quantificacdo de vitamina B6, ambos
em amostras de suplementos alimentares comerciais. A composi¢do verniz:grafite da tinta
condutora foi otimizada, assim como a propor¢do de nanoparticulas de magnetita, com o
objetivo de fornecer uma melhor resposta analitica e garantir uma rapida transferéncia
eletronica na superficie do eletrodo. O eletrodo foi caracterizado por microscopia eletronica
de varredura, espectroscopia de impedancia eletroquimica e voltametria ciclica. A voltametria
de onda quadrada foi utilizada para o estudo do comportamento eletroquimico das vitaminas
sobre o eletrodo e para otimizar os parametros experimentais (como natureza do eletrélito de
suporte, pH e parametros da técnica voltamétrica). Picos voltamétricos foram registrados em —
0,5 e +0,8 V (vs. pseudo-referéncia de grafite), em solu¢io tampio B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0),
referentes as reacdes de oxidacdo das vitaminas B2 e B6, respectivamente. A janela de
potencial para a vitamina B2 foi de —0,8 a +0,3 V (vs. pseudo-referéncia de grafite) e para a
vitamina B6 foi de +0,3 a +1 V (vs. pseudo-referéncia de grafite) com velocidade de
varredura de 100 mV s™!. O pH 2,0 e a solucdo tampdo B-R 0,1 mol L™! foram selecionados
na etapa de otimizagdo da vitamina B2. Para a vitamina B6, o pH selecionado foi de 4,0 e o
eletrolito de suporte foi a solugdo tampao Mcllvaine 0,1 mol L™'. Para a determinagio da
vitamina B2, foram empregados os seguintes parametros da técnica: frequéncia de aplicagao
dos pulsos de 30 Hz, amplitude de pulso de 80 mV e degrau de potencial de 2 mV. Para a
vitamina B6, os parametros foram: frequéncia de aplica¢do dos pulsos de 80 Hz, amplitude de
pulso de 60 mV e incremento de potencial de 5 mV. As correntes de pico variaram
linearmente com a concentragio de vitamina B2 na faixa de 2,0 a 20 umol L' (R? = 0,999), e
na faixa de 0,20 a 2,0 mmol L™! (R? = 0,999) para a vitamina B6. Os limites de detec¢do e
quantificagdo foram de 0,308 e 2,0 umol L', respectivamente, para a vitamina B2 e de 29,5 e
200 umol L', respectivamente, para a vitamina B6. Dessa forma, cada método foi capaz de
determinar a concentracdo de uma vitamina nas amostras de suplementos vitaminicos
comerciais. Para a comparagdo dos resultados obtidos por voltametria de onda quadrada, foi
usada a técnica da espectrometria de fluorescéncia. Os testes estatisticos usados foram o teste
t de Student e o teste F, concluindo que, com nivel de confianca de 95%, ndao houve
diferencas significativas na exatiddo e na precisdo de ambos os métodos.

Palavras-chave: Vitamina B2. Vitamina B6. Eletrodo impresso descartavel. Eletrodo de

papel. Magnetita. Suplemento alimentar. Voltametria.



ABSTRACT

This work describes the development of a new disposable printed screen electrode over a
paper substrate and manufactured from a conductive ink based on varnish and graphite
powder with magnetite nanoparticles. The objective was to apply it in the development of two
methods: one for the quantification of vitamin B2 and the other for the determination of
vitamin B6, both in commercial dietary supplements. The proportion varnish:graphite and the
proportion of magnetite nanoparticles were optimized to ensure a faster electronic transfer on
the surface of the electrode. The electrode was characterized by scanning electron
microscopy, electrochemical impedance spectroscopy and cyclic voltammetry. The square
wave voltammetry was used to study the electrochemical behavior of the vitamins on the
electrode and optimize the experimental parameters (such as nature of the support electrolyte,
pH and technique parameters). Voltammetric peaks were registered in —0.5 and +0.8 V for
vitamin B2 and B6, respectively, in 0.1 mol L™! B-R buffer solution (pH 2.0), referring to
vitamin B2 and B6 redox reactions. The potential window for vitamin B2 was —0.8 to +0.3 V
and for vitamin B6 was +0.3 to +1.0 V with scan speed of 100 mV s !'. The support
electrolyte was selected and the pH optimized: for vitamin B2 was selected 0.1 mol L™! B-R
buffer solution with pH of 2.0 and for vitamin B6, 0.1 mol L™! Mcllvaine buffer solution with
pH of 4.0. For the determination of vitamin B2, the following technique parameters were
used: 30 Hz for pulse frequency, 80 mV for pulse amplitude and 2 mV for potential step. For
vitamin B6, the parameters were: 80 Hz for frequency of pulse application, 60 mV for pulse
amplitude and 5 mV for potential step. The peak currents varied linearly with the vitamin B2
concentration with linear range from 2.0 to 20 umol L™! (R? = 0.999), and linear range from
0.2 to 2 mmol L™ (R? = 0.999) for vitamin B6. The detection and quantification limits were
0,308 and 2,0 umol L™, respectively, for vitamin B2 and 29.5 and 200 pmol L™!, respectively,
for vitamin B6. Thus, it was possible to quantify both vitamins in samples of vitamin
commercial dietary supplements. It was used fluorescence spectrometry technique as a
comparative method. The statistical tests used were Student's ¢ test and the F test, concluding
that, with a 95% confidence level, there were no significant difference in precision and
accuracy for both methods.

Keywords: Vitamin B2. Vitamin B6. Disposable screen-printed electrode. Paper electrode.

Magnetite. Dietary supplements. Voltammetry.
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LOD — (do inglés, limit of detection) — limite de detec¢do

LOQ — (do inglés, limit of quantitation) — limite de quantificacdo

NDA — (do inglés Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies) — Painel em produtos
dietéticos, nutri¢do e alergias

Ret — (do inglés, resistance to charge transfer) — resisténcia a transferéncia de carga
RSD — (do inglés, relative standard deviation) — desvio padrao relativo

SD — (do inglés, standard deviation) — desvio padrao

SEM- (do inglés, scanning electron microscopy) — microscopia eletronica de varredura
SPCE — (do inglés, screen printed carbon electrode) — eletrodo impresso de carbono
SPE — (do inglés, screen printed electrode) — eletrodo impresso

SWYV — (do inglés, square wave voltammetry) — voltametria de onda quadrada

v — velocidade de variagcdo de potencial



vB2 — vitamina B2, ou riboflavina

vB6 — vitamina B6, ou piridoxina
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1 INTRODUCAO

Este trabalho foi desenvolvido durante o periodo de agosto de 2019 a dezembro de
2021, durante a pandemia do novo coronavirus. Por esta razao, o projeto original ndo pode ser
executado na sua integralidade. Mesmo assim, métodos eletroanalitico e espectrométricos
foram desenvolvidos para a determinagao das vitaminas B2 e B6.

A eletroanalitica acompanha o progresso tecnologico. Assim, temos hoje um numero
expressivo de técnicas, materiais, eletrodos, tecnologias e etc., para uso em eletroanalitica.
Isso se deve ao trabalho que os pesquisadores vém fazendo pelo progresso cientifico. Neste
contexto, esse trabalho se coloca na posicdo de respeitar o passado e continuar ideias e
métodos promissores.

O trabalho se apoia nas vantagens do uso das técnicas eletroanaliticas como seu
baixo custo, rapidez operacional e portabilidade dos equipamentos para o desenvolvimento de
um método igualmente vantajoso. A forma com que o eletrodo selecionado (eletrodo impresso
de papel e grafite) foi produzido permitiu a facil modificagdo de seu material. Utilizando
diferentes modificadores € possivel criar sensores para diferentes objetivos de forma simples e
rapida.

Uma constante preocupag¢do na analitica ¢ a detectabilidade e seletividade das
medidas. Visando suprir essa demanda e com base na literatura estudada, o projeto utilizou
nanoparticulas de magnetita para aprimorar o eletrodo - uma modificagdo simples e que se
mostrou efetiva nos testes realizados.

Com o objetivo de evitar efeitos de memoria, onde a resposta analitica ¢ alterada em
virtude de uma medida anterior feita com o mesmo sensor, o eletrodo desenvolvido €
descartado a cada varredura. O processo de producdo ¢ de baixo custo e gera dezenas de
dispositivos por batelada, o que permite que o dispositivo seja descartavel.

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um eletrodo descartdvel impresso sobre
substrato de papel produzido a base de tinta condutora de verniz e grafite e modificado com
magnetita. O trabalho descreve também o uso deste dispositivo em dois métodos: um para a
quantificagdo de vitamina B2 e outro para a quantificacdo de vitamina B6, ambos em
amostras comerciais de suplementos alimentares.

Os analitos selecionados sdo necessarios para o funcionamento normal do organismo

humano, tornando sua quantificacdo essencial. As amostras comerciais de suplementos
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alimentares usadas no projeto foram escolhidas de modo a tornar a determinagdo mais

objetiva, sem necessidade de uma etapa de tratamento de amostra.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ELETRODOS IMPRESSOS

A tecnologia de impressao em tela, originada na China antiga, desde a década de 60
vem sendo usada para a impressdo de circuitos eletronicos e desde a década de 80 para
fabricagdo de eletrodos para células solares. As primeiras aplicagdes analiticas surgiram a
partir de meados da década de 80, com sensores de gases e desde entdo houve um rapido
desenvolvimento da tecnologia para produgdo desses dispositivos analiticos (OGATA et al.,
1986). Os celetrodos impressos (SPE, do inglés, screen-printed electrode) vém sendo
empregados na eletroanalitica para elabora¢do de métodos com objetivo de aumentar a
sensibilidade e a seletividade das analises (TROJANOWICZ, 2016).

Hoje, os eletrodos impressos podem ser adquiridos de forma comercial, porém, o
desenvolvimento de metodologias para a fabricagdo desses eletrodos traz caracteristicas
interessantes. O baixo custo, a simplicidade na modificacdo, a versatilidade dos materiais e de
design, a automa¢do do processo para producdo em massa entre outras caracteristicas
justificam a elaboragdo dessas metodologias (HAYAT; MARTY, 2014; PRADELA-FILHO
et al., 2020a).

De forma geral, um SPE consiste em um substrato inerte no qual trés eletrodos,
incluindo o eletrodo de trabalho, o eletrodo de referéncia e o contra eletrodo sdo impressos
por um método de impressdo em tela. Comumente, a fabricacdo de SPEs ¢ feita pela
deposicao de uma tinta condutora sobre um substrato solido apropriado € o uso de uma
mascara para definir o design e a geometria do eletrodo. Quando o eletrodo ¢ fabricado sobre
substrato de papel, se d4 o nome de ePAD (do inglés, electrochemical paper-based analytical
device) (PRADELA-FILHO et al., 2020b).

Em relacdo aos eletrodos sélidos usados em células eletroquimicas convencionais, os
SPEs permitem a redugdo do volume da amostra, a portabilidade, além de tornarem a analise
mais barata. Além disso, problemas comuns nos eletrodos solidos, como a existéncia de
efeitos de memoria e a necessidade de um procedimento de limpeza e renovagdao da
superficie, podem ser solucionados com o uso de SPEs descartaveis. Assim, para analises on-
site, se v€ necessario abandonar as células eletroquimicas convencionais e explorar o

desenvolvimento de dispositivos portateis (HAYAT; MARTY, 2014).
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Os SPEs podem ser modificados facilmente para suprir as necessidades da analise.
Adicionando as substancias modificadoras diretamente a tinta ¢ possivel alterar o eletrodo em
batelada. Mas também ¢ possivel modificar o eletrodo por deposi¢do eletroquimica ou por
drop-coating (ANTUNA-JIMENEZ et al., 2020). Um exemplo de modificagdo é a adigdo de
nanoparticulas metalicas permitindo que o eletrodo exiba caracteristicas como alta area
superficial ¢ melhor condutividade elétrica. Dessa forma, a modificagdo do SPE leva a uma
velocidade de transferéncia eletronica mais favoravel e maior sensibilidade na detecgao
(BEITOLLAHI et al., 2020).

Os SPEs tém sido utilizados como sensores portateis, como por exemplo, em analises
ambientais, de controle de qualidade, determinando analitos como metais toxicos, poluentes
organicos dentre outros.

Smith et al. produziram um sensor eletroquimico baseado em papel capaz de
determinar Cd(I) e Pb(I[) em amostras de dgua de torneira fortificada. O método de
fabricacao consiste em aplicagdo de camadas de cera e tinta de carbono e de Ag/AgCl, usando
uma impressora de cera € uma impressora de tinta solida em folhas para fotografia e folhas
usadas em cromatografia. Os autores determinaram um LOD de 20,4 e 52,8 ppb para Pb(Il) e
Cd(II), respectivamente (SMITH et al., 2019).

Sensores eletroquimicos com base em papel impressos com nanotubos de carbono
foram desenvolvidos por da Costa et al. para a determinagdo de Fe*" e dopamina. Para a
producdo dos eletrodos, primeiro uma tinta de nanotubos de carbono era impressa diretamente
sobre o papel, formando uma rede condutora. Uma barreira hidrofobica era adicionada para
limitar a area do eletrodo. Esse procedimento permitiu a producao de um sensor eletroquimico
simples e efetivo. A faixa linear para a curva de calibragdo para o Fe*" foi de 10 a 200 pumol
L' e para a dopamina de 10 a 100 pmol L™! (DA COSTA et al., 2015).

Nantaphol, Chailapakul e Siangproh desenvolveram um dispositivo a base de papel
para a determinagdo de colesterol. O eletrodo de referéncia e o contra eletrodo foram
impressos sobre papel e uma impressora de cera foi usada para limitar a area do eletrodo.
Com a ajuda de uma fita adesiva, esse conjunto foi colado ao eletrodo de trabalho, um
eletrodo de diamante dopado com boro modificado com nanoparticulas de prata. A faixa
linear para a curva de calibragdo foi de 0,39 mg dL™' a 270,69 mg dL™!, com limite de
deteccdo de 0,25 mg dL™! (NANTAPHOL; CHAILAPAKUL; SIANGPROH, 2015).

Foi desenvolvido um sensor eletroquimico a base de papel para a deteccdo on site de

bisfenol A por Jammeli et al. A area do eletrodo foi delimitada usando cera, aplicada por uma
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impressora apropriada. Os trés eletrodos convencionais foram impressos em papel por uma
impressora de tela, onde o eletrodo de referéncia foi impresso usando uma tinta de Ag/AgCl
para a primeira camada e a segunda, negro de fumo. Os outros dois eletrodos foram impressos
usando uma tinta de negro de fumo. A tinta foi fabricada misturando uma tinta comercial
baseada em grafite e negro de fumo. Duas faixas lineares foram determinadas pelos autores:
de 0,1 a 0,9 umol L' e 1 a 50 umol L. O limite de deteccdo foi de 0,03 umol L'
(JEMMELI et al., 2020).

Govindasamy et al. produziram um SPE modificado com nanofitas de oxido de
grafeno (do inglés, graphene oxide nanoribbons) para a determinagdo sensivel de metil
paration. Para a modificagdo, depois de realizar ciclos entre —1,0 ¢ +1,2 V em tampao fosfato
0,1 mol L™!, (pH = 7) e preanodizar aplicando +2,0 V por 300 s na mesma solucio, adicionou-
se uma dispersdo de 5 pL das nanofitas de oxido de grafeno na superficie do eletrodo,
deixando secar em temperatura ambiente. Em seguida 2,0 uL de nafion 0,5% foram
depositados na superficie do eletrodo. A faixa linear alcangada usando esse eletrodo foi de
100 nmol L' a 100 mmol L', com limite de detec¢dio de 0,5 nmol L™!, sendo aplicado com
sucesso na determinagdo em amostras de brocolis, tangerina, tomate e beterraba
(GOVINDASAMY et al., 2017).

Jirasirichote et al. fabricaram um SPE usando 6xido de grafeno e nanoparticulas de
ouro para a determinag¢do de carbofurano, um pesticida do grupo dos carbamatos. A faixa
linear obtida foi de 1 até 250 mmol L™! usando a técnica de voltametria de pulso diferencial e
obtendo limites de detecgio e de quantificagdo de 0,22 e 0,72 mmol L™, respectivamente. Os
eletrodos impressos foram fabricados por técnica de impressao em tela sobre substrato de
policloreto de vinila. Uma pasta de Ag/AgCl foi impressa em tela sobre o PVC para formar o
eletrodo de referéncia e entdo seco a 55 °C por uma hora. Uma mistura de 6xido de grafite e
pasta de carbono foi impressa em tela sobre o PVC seco para formar os eletrodos de trabalho
e contra eletrodo, e foram também aquecidos a 55 °C por uma hora. O eletrodo foi modificado
com nanoparticulas de ouro por drop casting e o eletrodo foi deixado secar a temperatura
ambiente (JIRASIRICHOTE et al., 2017).

Pradela-Filho et al. produziram sensores eletroquimicos descartaveis em substrato de
papel ou PET. Os eletrodos foram preparados com uma mistura de verniz e p6 de grafite. Para
o eletrodo feito em papel, a deteccdo de dopamina foi realizada na faixa linear de 15 a 100
pumol L', com limite de detec¢do de 4,1 umol L™!; na determinagdo de catecol, os autores

obtiveram a faixa linear de 10 a 1000 umol L™!, com limite de detec¢io de 9,0 umol L. Na
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determinagdo de hidroquinona, os autores obtiveram a faixa linear de 10 a 1000 pmol L' ,
com limite de detec¢io de 5,3 umol L', Para o estriol, o eletrodo foi aplicado com faixa
linear de 0,1 a 8,0 pmol L', com limite de detec¢io de 0,08 umol L' (PRADELA-FILHO et
al., 2020a).

Um dispositivo eletroquimico foi desenvolvido por Freitas et al. para a determinacdo
de melatonina em amostras bioldgicas. O dispositivo produzido era composto por um eletrodo
autoadesivo baseado em uma mistura de verniz e grafite como material condutor impresso
sobre PET. A faixa linear obtida pelos autores foi de 10,0 a 100,0 umol L', com limite de
detecgdo de 0,49 pmol L. Os resultados mostraram uma aplicagio valida do dispositivo para
a determinac¢do de melatonina em amostras bioldgicas (FREITAS et al., 2021).

Khairy et al. usaram um SPE modificado com nanoplaquetas de 6xido de niquel
(NiO) para a quantificacdo de paration. A faixa linear obtida com o NiO-SPE foi de 0,1 a 30
mmol L™!, com limite de detec¢io de 0,024 mmol L™!. A técnica eletroanalitica utilizada foi a
voltametria de pulso diferencial, em que o paration foi detectado usando NiO-SPE em —1,0 V
(vs. Ag/AgCl). O eletrodo impresso foi fabricado com impressora de impressdo em tela
usando um esténcil apropriado. (KHAIRY; AYOUB; BANKS, 2018).

Recentemente, diversos artigos de revisao foram publicados referenciando trabalhos
envolvendo sensores eletroquimicos baseados em papel. Lee et al. publicaram um artigo de
revisdo mostrando a fabricagdo e design de biosensores eletroquimicos e suas aplicagdes
(LEE et al., 2018). Noviana et al. publicaram um artigo revisando dispositivos analiticos
baseados em papel para determinagdo de drogas. Os autores incluem também a fabricagdo e
aplicacdo de eletrodos para analises eletroquimicas (NOVIANA et al., 2020). Uma revisao
reuniu uma série de trabalhos envolvendo sensores eletroquimicos baseados em papel
dobrével. Colozza et al. revisaram trabalhos envolvendo esses biosensores nas mais diversas
matrizes, Como soro sanguineo, urina, amostras farmacéuticas, saliva etc. (COLOZZA et al.,
2021). Gebretsadik et al. publicaram um artigo de revisao mostrando as formas de fabricacao
e aplicagdo de sensores eletroquimicos para diagndstico clinico, controle de qualidade

alimenticio e monitoramento ambiental (GEBRETSADIK et al., 2019).

2.1.1 Eletrodos baseados em papel

O papel ¢ um dos substratos mais comuns em dispositivos microfluidicos em razao

da sua porosidade, taxa de absor¢do de liquidos e afinidade das fibras por diferentes analitos.
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Outras caracteristicas envolvem seu baixo custo e a produ¢do em larga escala. O primeiro
dispositivo de diagnostico baseado em papel comercializado foi desenvolvido nos anos 50
para a detec¢do semiquantitativa de glicose na urina. A motivacdo inicial para o
desenvolvimento de novos dispositivos para diagndstico baseados em papel era prover baixo
custo, descartabilidade e facilidade de uso para pessoas vivendo em areas afastadas (LEE et
al., 2018; NILGHAZ et al., 2016).

Os sensores eletroquimicos de papel foram feitos inicialmente em 2D, ou seja,
permitindo a determinagdo do analito em um unico recipiente. Com a passar do tempo,
sensores com design 3D foram sendo criados, permitindo operacdes mais complexas. A
diferenga principal entre os sensores 2D e 3D se d4 pela forma que os eletrodos estdo
dispostos: em um sensor 2D, os trés eletrodos convencionais sdo fabricados em um unico
pedaco de papel, comummente com uma zona circular hidrofébica, enquanto os sensores 3D
apresentam configuragdo de origami, dobrando o papel, onde um eletrodo pode ser construido
em um segmento do papel diferente dos outros (KILLARD, 2017; LEE et al., 2018).

A vantagem de um sensor 3D sobre o 2D ¢ sua homogeneidade na dispersao sobre o
papel, a qual permite que as espécies se movimentem livremente na vertical e na horizontal,
ocupando toda a superficie do papel. O 2D leva vantagem quanto a facilidade de fabricacdo e

de operacao (LIU; SU; DING, 2016).

2.1.2  Tintas condutoras

Segundo a norma brasileira, NBR 15156, tinta ¢ “produto liquido, pastoso ou em po,
com propriedades de formar pelicula apds secagem ou cura, composto por uma mistura
formada de resinas, pigmentos, solventes, cargas e aditivos.” Ou seja, para ser considerada
uma tinta, ¢ necessario que o produto seja uma mistura de uma (1) resina, que se trata de um
veiculo ligante ndo volatil que confere a tinta coesdo e adesdo; (2) pigmentos, componente
solido finamente dividido, que tem como principais finalidades conferir cor, opacidade e
propriedades anticorrosivas; (3) solvente, que tem a finalidade de solubilizar o veiculo e
ajustar a viscosidade para aplicagdo; e (4) cargas e aditivos, sélidos finamente divididos,
utilizados com a finalidade, entre outras, de conferir propriedades especificas a pelicula
(ABNT, 2004).

Na linha do tempo, antes do carbono ser usado para formar eletrodos impressos,

foram feitas tentativas de usé-lo na polarografia como eletrodo gotejante de carbono para uso
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em faixas de potenciais nas quais o eletrodo de merctrio ndo era efetivo. Como resultado
dessas tentativas, Ralph Norman Adams, em 1958, propds o eletrodo de pasta de carbono,
formado a partir de grafite e 6leo mineral (ADAMS, 1958). A grande vantagem em relagao
aos tubos de grafite se mostrava na versatilidade de se adicionar outros compostos a pasta de
carbono, gerando modifica¢des apropriadas para diferentes analises. Desde 1958 até hoje, a
pasta de carbono tem se tornado o material mais popular para a preparacao de eletrodos,
sensores ¢ detectores. Tal posi¢ao se deve as caracteristicas fisico-quimicas e eletroquimicas
do substrato de carbono (SVANCARA et al., 2009).

Da pasta de carbono a tinta de carbono, houve a necessidade de se descentralizar as
analises quimicas do laboratorio, justificada por exemplo pelo seu uso na analise de poluentes
em ambientes naturais e rapido diagndstico em hospitais. Dessa forma, as tintas condutoras
foram elaboradas em conjunto com os SPEs.

Recentemente, diversos trabalhos foram publicados na literatura descrevendo a
produgdo de tintas condutoras com objetivo de fabricagcdo de eletrodos descartaveis. Orzari et
al. desenvolveram um dispositivo de papel para detec¢do de dopamina, serotonina e glicose
por eletroquimica. O trabalho relata a preparagdo da tinta condutora pela mistura em
centrifuga assimétrica de p6 de grafite e verniz automotivo (ORZARI et al., 2019).

Kant et al. produziram uma tinta de nanoparticulas de prata para produciao de
eletrodos em papel para aplicacdo em eletroquimica. Os autores testaram diferentes solventes
para dilui¢cdo das nanoparticulas de prata estabilizadas em polivinil pirrolidona (PVP). A tinta
foi usada para imprimir em papel de fotografia usando uma impressora de escritorio. O
eletrodo foi explorado como contraeletrodo com a sonda redox Ki[Fe(CN)s] por voltametria
ciclica. Os autores também demonstraram o seu uso como eletrodo de trabalho na
determinagdo de nitrato (KANT et al., 2020).

Mogo et al. descrevem o desenvolvimento de uma tinta condutora de carbono ¢ outra
de prata para a producado de eletrodos em vinil para a detecgao do RNA do HIV. O eletrodo de
referéncia foi produzido pela aplicacdo da tinta de prata sobre o plastico e os eletrodos de
trabalho e contraeletrodo foram produzidos com a tinta de carbono. A tinta de carbono foi
modificada com 4-aminotiofenol e nanoparticulas de ouro. Para determinar o design dos
eletrodos, uma mascara adesiva foi colada no vinil antes da aplicagao das tintas (MOCO et al.,
2021).

Uma revisdo recente descreve sensores eletroquimicos impressos a partir de tintas

condutoras. Os autores Moya et al. reinem uma série de artigos que descrevem o uso de tintas
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distintas, como tintas de nanotubos de carbono, polianilina, prata, politiofeno

tetraetilenoglicol, ouro, grafeno entre outros (MOYA et al., 2017).

2.2 NANOPARTICULAS METALICAS

Dentro da nanotecnologia, os materiais sdo particulas e interfaces com dimensdes na
ordem de 1 a 100 nanometros. Esse mundo tem fascinado estudiosos no ultimo século,
especialmente no desenvolvimento de novos materiais para modificacdo de eletrodos,
justificado pela melhor performance que esses dispositivos exibem (MERKOCI, 2007;
WANG; HU, 2009).

A importancia dos nanomateriais na eletroquimica se justifica pelas suas
propriedades especificas que sdo exibidas em escala nanométrica, porém nao necessariamente
sdo apresentadas pelo material macroscopico de origem. Essas propriedades incluem elevada
area superficial, alta seletividade, atividade -catalitica e propriedades Opticas unicas
(CAMPBELL; COMPTON, 2010).

Uma das éareas de maior atuacdo das nanoparticulas ¢ na eletrocatalise; campo da
catalise que envolve reacdes de transferéncia eletronica na interface entre um catalisador € um
eletrolito. Essa 4area ¢ especialmente importante no desenvolvimento de células de
combustivel e baterias, métodos eletrossintéticos e, também, em sensores na quimica
eletroanalitica (KLEIJN et al., 2014).

Entre os materiais utilizados para modificagdo de eletrodos, as nanoparticulas
metalicas se encontram entre os mais comuns (HERNANDEZ-SANTOS; GONZALEZ-
GARCIA; GARCIA, 2002). Nanomateriais magnéticos exibem propriedades magnéticas
diferenciadas, como o superparamagnetismo e alta suscetibilidade magnética. Além destas
caracteristicas, as nanoparticulas magnéticas apresentam ainda alta area superficial, baixa
toxicidade, biocompatibilidade e facil separacao sob campos magnéticos (XU et al., 2014).

As nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe3O4 NPs), chamadas de magnetita, sdo as
nanoparticulas metalicas mais populares. Isso porque esse nanomaterial apresenta uma série
de caracteristicas interessantes para aplicacdes industriais, comerciais e até na bioengenharia.
Sao aplicadas também na biomedicina, agricultura e meio ambiente (ALI et al., 2016).

A magnetita ¢ formada por Fe(Il) e Fe(Ill), ou FeO.Fe,03, que possui uma estrutura
cubica de face centrada e pertence ao grupo do espinélio inverso, com os atomos de ferro

ocupando os sitios tetraédricos e octaédricos, conforme a Figura 1.
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Figura 1 — (A) Estrutura espinélio cubico de face centrada da magnetita. (B) Ampliagdo de um

octaedro e um tetraedro adjacente compartilhando um atomo de oxigénio. As esferas maiores

identificadas por Fe' ¢ Fe representam atomos de ferro em arranjo tetraédrico e octaédrico,
respectivamente. Esferas menores sdo os atomos de oxi&nio.

B

Fonte: Adaptado de FRIAK, SCHINDLMAYR e SCHEFFLER, 2007.

A temperatura ambiente, os ions Fe’" ocupam metade dos sitios octaédricos,
enquanto que os ions Fe** estdo igualmente divididos entre os sitios octaédricos restantes e
tetraédricos. O posicionamento antiparalelo dos spins dos elétrons de ions Fe?" e Fe’" e as
diferentes intensidades dos momentos magnéticos fazem com que haja um fraco momento
magnético resultante, o que ocasiona um magnetismo permanente nas particulas de Fes;Oq,
classificando-as como ferrimagnéticas (ALI et al., 2016; S.F. HASANY et al., 2013).

Alguns trabalhos utilizando nanoparticulas de magnetita como modificador em
eletrodos ja foram publicados em nosso grupo de pesquisa. Piovesan e colaboradores (2018)
empregaram um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de magnetita
dispersas em quitosana como um sensor eletroquimico para a determina¢do de paration em
amostras alimenticias por voltametria de onda quadrada. Os autores obtiveram uma faixa
linear de 0,34 a 4,46 pmol L™!, com limites de detecciio e quantificacio de 0,187 e 0,567
umol L', respectivamente. Foi concluido que a presenga das nanoparticulas de magnetita
levou a uma menor resisténcia interfacial, explicada pelo seu efeito -eletrocatalico
(PIOVESAN et al., 2018).

Da Silveira, Piovesan e Spinelli (2017) usaram um eletrodo de pasta de carbono
modificado com nanoparticulas de magnetita na detec¢do voltamétrica de estriol. A curva de
calibracdo obtida mostrou boa linearidade de 0,86 a 32,0 ppm, com limites de deteccdo e
quantificagdo de 0,79 e 2,41 ppm, respectivamente. O eletrodo foi aplicado com sucesso na
analise de amostras farmacéuticas e de urina simulada. Os autores reportaram que, com 0 uso

do eletrodo modificado, houve um aumento de quatro vezes na corrente de pico anddico para
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o estriol em relagdo ao eletrodo ndo modificado (DA SILVEIRA; PIOVESAN; SPINELLI,
2017).

Ainda em nosso grupo de pesquisa, Santana et al. (2017) modificaram um eletrodo
de carbono vitreo com um filme de nanoparticulas de magnetita sobre um filme de
nanoparticulas de ouro ambas estabilizadas em cloreto de 4-picolinum silsesquioxano para a
deteccdo de bisfenol A. A faixa linear obtida pelos autores foi de 20 a 1400 nmol L™!, com
limite de deteccdo de 7,0 nmol L™'. O eletrodo foi usado com sucesso na determinacio de
bisfenol A em amostras de plastico comercial. Os autores associam o aumento da corrente
anodica a maior area superficial do eletrodo modificado e a boa condutividade elétrica
promovida pelas nanoparticulas metalicas (SANTANA et al., 2017).

Moreira, Maranhdo e Spinelli (2018) desenvolveram um eletrodo de pasta de
carbono modificado com nanoparticulas de magnetita e o liquido idnico hexafluorfosfato de
1-butil-3-metilimidazol para a determinagdo de estrona por voltametria de onda quadrada.
Duas faixas lineares foram obtidas: de 4,0 a 9,0 e de 9,0 a 100,0 pmol L™!. Os limites de
detecdo e de quantificagdo foram de 0,47 e 4,0 pmol L}, respectivamente. O eletrodo
modificado foi aplicado com sucesso na determinagao de estrona em amostras de carne suina.
A modificacdo melhorou as propriedades do eletrodo de pasta de carbono, aumentando a
sensibilidade e favorecendo aspectos termodindmicos da reacdo da estrona (MOREIRA; DE
ANDRADE MARANHAO; SPINELLI, 2018).

Além disso, é descrito na literatura uma série de trabalhos envolvendo o aumento do
sinal eletroquimico pela modificacdo de eletrodos por magnetita. George, Antony e Mathew
descrevem o uso de nanoparticulas metélicas na modificagdo de sensores e biosensores. Os
autores justificam seu uso na modificacdo de eletrodos pela alta condutividade desse material
e aumento na area superficial do eletrodo (GEORGE; ANTONY; MATHEW, 2018). Ahmadi
et al. descrevem a aplicagdo de nanoparticulas magnéticas em métodos eletroanaliticos.
Segundo os autores, a modificagdo com nanoparticulas de magnetita fornecem uma grande

area superficial para capturar analitos de forma seletiva (AHMADI et al., 2021).
23 VITAMINAS
O termo vitamina foi proposto em 1912 pelo bioquimico polonés Casimir Funk,

quando sugeriu que os micronutrientes encontrados nos alimentos que preveniam diversas

doengas eram aminas. Hoje, o termo vitamina ¢ usado para designar compostos quimicos
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essenciais em pequenas quantidades para o funcionamento normal do metabolismo. A grande
maioria das vitaminas ndo ¢ sintetizada pelo corpo e elas devem ser obtidas a partir da dieta.
A deficiéncia de vitaminas € motivo de uma série de problemas de saude (BRUNETTI, 2016).

Hoje em dia, sdo reconhecidas 13 vitaminas na nutricdo humana. As vitaminas
hidrossoluveis sdo a vitamina C e as oito vitaminas do complexo B (B1, B2, B3, B5, B6, B7,
B9 e B12). As vitaminas lipossoluveis sao A, D, E e K. Muitas vitaminas nao tém uma
estrutura quimica especifica, mas sao formadas por grupos, chamados de vitameros
(LOVANDER et al., 2018).

Viarias vitaminas do grupo B sdo coenzimas para enzimas que funcionam no
catabolismo para a producdo de energia para o organismo. A deficiéncia clinica dessas
vitaminas resulta num defeito bioquimico, que se manifesta como uma doenga com sintomas
caracteristicos. Outras vitaminas ndo possuem sintomas tdo acentuados. A suplementag¢do
vitaminica pode beneficiar alguns individuos, evidenciando que alguma deficiéncia poderia
existir (GEORGE F. M. BALL, 2006).

As causas da deficiéncia nutricional vitaminica sdo varias: ingestdo inadequada,
absor¢do pobre, utilizacdo inadequada, aumento da necessidade, aumento da excrecdo e
aumento do catabolismo. A capacidade de armazenamento das vitaminas ¢ também um fator;
algumas vitaminas podem estar armazenadas por semanas e outras até por anos (GEORGE F.
M. BALL, 2006).

O mercado mundial de suplementos e vitaminas ¢ de quase 110 bilhdes de dodlares.
No Brasil, de janeiro a novembro de 2019 e para o mesmo periodo de 2020, a venda de
vitaminas teve um crescimento de 66% no faturamento. Este crescimento pode ser explicado
pela preocupacdo quanto a imunidade, relacionada & pandemia do novo coronavirus
(KILYOS, 2020; GUIA DA FARMACIA, 2021).

Com um mercado crescente, a busca por novas metodologias para a determinagao de
vitaminas se v€ fundamental. Mesmo que os métodos empregados hoje tenham uma
sensibilidade alta, aspectos como velocidade, custo e portabilidade sdo mais interessantes nas
partes comercial e industrial. E nessa lacuna que os métodos eletroanaliticos, especificamente
usando SPEs, se destacam e t€ém sua popularidade justificada.

Em nosso grupo de pesquisa, alguns trabalhos foram publicados envolvendo o tema
vitaminas. Em um trabalho (2020), desenvolvemos uma estratégia para determinagdo de

vitamina B12 com um eletrodo de diamante dopado com boro. A faixa linear foi de 0,25 a 5,0
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pumol L7, com limite de deteccdo de 86,0 nmol L. Foi determinada vitamina B12 em
amostras de pasta de dente e de suplementos (PEREIRA et al., 2020).

Sa e colaboradores (2015) desenvolveram uma metodologia para a determinagdo de
vB2 usando eletrodos de filme de bismuto. A curva de calibragdo obtida por voltametria de
onda quadrada de redissolugio adsortiva exibiu comportamento linear de 0,3 a 0,8 umol L™! e
de 1,0 a 9,0 umol L™! para a vB2, com limites de detec¢do de 100 nmol L™'. Os autores
aplicaram com sucesso o eletrodo na determinagio de vB2 em produtos farmacéuticos (SA et
al., 2015).

Kreft, de Braga e Spinelli (2012) estudaram a eletroquimica da vitamina B12 sobre a
superficie do eletrodo de filme de bismuto. A faixa linear obtida pelos autores foi de 0,100 a
1,000 pmol L™!, com limite de deteccdo de 33,0 nmol L™!. O eletrodo foi usado com sucesso
na determinacdo de vitamina B2 em amostras farmacéuticas (KREFT; DE BRAGA;

SPINELLI, 2012).

2.3.1 Vitamina B2 (riboflavina)

A riboflavina (6,7-dimetil-9-(D-1-ribitil)-isoaloxazina), também conhecida como
vitamina B2 (vB2), ¢ uma vitamina do complexo B solivel em 4gua fundamental no
metabolismo de aminoacidos. Na dieta, estd presente naturalmente como riboflavina livre e,
principalmente, nas suas formas biologicamente ativas, a mononucledtido de flavina (do
inglés, flavin mononucleotide, FMN) e a dinucleétido de flavina-adenina (do inglés, flavin
adenine dinucleotide, FAD). A vB2 pode ser encontrada em uma grande variedade de
alimentos, como carnes, leite, ovos, peixes, nozes, certas frutas e verduras, cogumelos,
queijos e etc (HUANG et al., 2021; STANKOVIC et al., 2016; SUWANNASOM et al., 2020;
TURCK et al., 2017).

Sua deficiéncia, arriboflavinose, ¢ normalmente acompanhada de outras deficiéncias
nutricionais. Os sintomas em humanos ndo sdo especificos e incluem: dor de garganta,
hiperemia e edema das membranas faringea e da mucosa oral, queilite, glossodinia, dermatite
seborreia e lesdes na pele. Nenhum efeito adverso pelo consumo excessivo de vB2 em
alimentos ou suplementos foi reportado (TURCK et al., 2017).

O consumo médio diario recomendado de vB2 definido pelo Painel em Produtos

Dietéticos, Nutricao e Alergias (NDA, do inglés Panel on Dietetic Products, Nutrition and
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Allergies) ¢ de 1,3 mg para adultos, sendo que para mulheres gravidas, a recomendacdo ¢ de
1,6 mg durante a gestacdo e 1,8 mg durante a lactacdo (TURCK et al., 2017).

Por ser formada pelo anel isoaloxazina, ela ¢ classificada como uma flavina. A vB2 ¢
a forma biologicamente disponivel de flavinas. As flavinas estdo envolvidas em um grande
numero de fendmenos biologicos. Elas sdo parte principal no metabolismo aerobico através da
catalise de dehidrogenacdes de dois elétrons de varios substratos e participa na transferéncia
de um elétron de diversos centros metdlicos através de seus estados de radicais livres
(MASSEY, 2000).

Como outras flavinas, o anel isoaloxazina presente na estrutura quimica da vB2,
conforme mostrado na Figura 2 é responsavel pela sua fluorescéncia e propriedades redox. O
processo redox da flavina ¢ termodinamicamente reversivel e na riboflavina estdo envolvidos

dois elétrons no seu mecanismo eletroquimico (SA et al., 2015).

Figura 2 — Representacdo da estrutura quimica da riboflavina, FMN e FAD.
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Fonte: Adaptado de Massey, 2000.

A vB2 tem a capacidade de participar de reagdes quimicas com transferéncia de dois
ou de um elétron. Na maior parte das vezes, ela ¢ reduzida, processo que pode ocorrer de duas
maneiras. Na primeira, através da transferéncia de dois elétrons por um substrato que ¢
hidrogenado, gerando uma flavina reduzida. A flavina pode entdo ser reoxidada por outro
substrato. A segunda maneira ¢ através da transferéncia um elétron, com a geracao de um

intermediario semiquinona (QIJIN et al., 2001; SA etal., 2015; SOUZA et al., 2005).
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Os estudos eletroquimicos envolvendo flavinas em meio aquoso tamponado
indicaram que a reducdo ocorre em uma etapa. Nessa etapa, sdo transferidos dois protons e
dois elétrons, como mostrado na Figura 3, num processo voltamétrico observavel e de

interesse analitico (MASSEY, 2000).

Figura 3 — Processo redox envolvendo a parte isoaloxazina.
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Fonte: Adaptado de Qijin et. al., 2001.

Um estudo de revisdo recente retine uma série de trabalhos de distintos autores com a
finalidade de detec¢do de riboflavina em amostras farmacéuticas, alimentares, fluidos
biologicos e multivitaminicos. Sao relatados trabalhos utilizando cromatografia liquida de alta
performance com deteccdo por espectrometria de massa, espectrofotometria,
espectrofluorimetria. Também sdo mencionados trabalhos utilizando polarografia,
eletroforese, ensaio enzimatico e ensaios biologicos (GUL et al., 2014).

O eletrodo de pasta de carbono foi utilizado como substrato por diversos trabalhos,
incluindo a modificacao do eletrodo com lauril sulfato de s6dio usando o pico de oxidagdao
(TIGARI et al., 2019); zeélito de Co**-Y usando o pico de oxidacio (NEZAMZADEH-
EJHIEH; POULADSAZ, 2014); tetrafenilporfirina de manganés(Ill) usando o pico de
reducdo (KHALOO et al.,, 2016); dioxido de manganés usando o pico de oxidacdo
(MEHMETI et al., 2016) e liquido 16nico usando o pico de oxidagdo (ZAREI, EBRAHIM,
MOHAMMAD REZA JAMALL, 2018).

Muitos trabalhos utilizam eletrodo de carbono vitreo como substrato, sendo relatados
eletrodos modificados para determinacdo de vB2 baseados em dopagem com filmes de
poli(3,4-etilenodioxitiofeno)(PEDOT) usando o pico de oxidacdo (NIE et al.,, 2013);
nanotubos de politiofeno usando o pico de oxidagao (HAJIAN et al., 2014); metalosilicatos
nanocristalinos usando o pico de oxidagdo (KAUR; SRIVASTAVA, 2014); grafeno usando o
pico de reducdo (BAGOJI; NANDIBEWOOR, 2016); nanocompésito de hexacianoferrato
com oxido de zinco e manganés usando o pico de oxidacao (SELVARAJAN; SUGANTHI;
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RAJARAIJAN, 2018); nanocomposito de 6xido de grafeno com 6xido de estanho usando o
pico de oxidagao (SRIRAMPRABHA et al., 2018) e nanoparticulas de ouro distribuidas em
malha organica de melamina usando o pico de reducao (ARUL et al., 2021).

Westmacott e colaboradores desenvolveram um método para a determinagdo
simultanea de vitamina Bl, B2 e B6 usando um eletrodo impresso de carbono nao
modificado. As faixas lineares obtidas foram de 15a 110 ug mL ™!, 0,1 220 pgmL ' e 2 a 80
png mL™!, respectivamente. Os limites de detec¢io foram de 3,5, 0,1, 0,4 pg mL™! para a
vitamina Bl, vB2 e vB6, respectivamente. O método foi aplicado com sucesso na
determinagdo das trés vitaminas em produtos farmacéuticos (WESTMACOTT et al., 2018).

Zribi e colaboradores prepararam um composito hibrido baseado em uma matriz de
carbono funcionalizada em flocos de sulfeto de molibdénio e 6xido de molibdénio e aplicaram
na modificagdo de um eletrodo impresso de carbono. A faixa linear obtida pelos autores foi de
2 e 40 pmol L ™! e seu limite de detecgdo foi de 1,5 pmol L™

Outros trabalhos envolvendo sensores eletroquimicos para a determinagdo de vB2
podem ser encontrados na recente revisdo realizada por Cioates (2020) (NEGUT CIOATES,
2020).

2.3.2  Vitamina B6 (piridoxina)

A vitamina B6 ¢ representada por seis estruturas que se convertem entre si. A
piridoxina (4,5-Bis(hidroximetil)-2-metilpiridin-3-ol) foi a primeira a ser descoberta e as
outras estruturas incluem a piridoxamina e o piridoxal, onde o CH>OH na posi¢do 4 da
piridoxina ¢ trocado por CH2NHz ou C=0O, como mostrado na Figura 4. As outras formas sao
as formas fosforiladas, que sdo metabolicamente ativas. Elas agem como cofatores de enzimas
envolvidas no metabolismo de aminoacidos, reagdes de um carbono, glicogendlise e
gluconeogénese, sintese do grupo heme, formacdo de niacina, e também no metabolismo de
lipideos, sintese de neurotransmissores e acdo hormonal (BRESSON et al, 2016;
LOVANDER et al., 2018) .

Neste trabalho, a piridoxina serd referida como vitamina B6 (vB6). Ela ¢ essencial ao
organismo e, assim como seus vitdmeros, sendo encontrada em uma variedade de alimentos,
como carne vermelha, frango, peixe, legumes, banana, nozes e cereais (CALDERON-

OSPINA; NAVA-MESA, 2020; VROLIJK et al., 2017).
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Figura 4 — Representacdo das estruturas quimicas da vitamina B6.
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Fonte: Adaptado de Hernandez, Ribero e Goicoechea, 2003.

Os sintomas associados a deficiéncia de vitamina B6 incluem eczema, dermatite
seborreica, quilose, glossite, estomatite angular, anemia microcitica hipocromica,
hiperirritabilidade e crises convulsivas. Porém, os sintomas mais comuns para sua deficiéncia
sdo anemia e problemas neuroldgicos (BRESSON et al., 2016).

Uma toxicidade severa associada a vB6 ¢ considerada em doses acima de 500 mg
dia™!, e sintomas neuroldgicos fracos podem ser observados em doses acima de 100 mg dia™
se ocorrer por longos periodos (BRESSON et al., 2016).

O consumo diario médio recomendado de vB6 pelo NDA ¢ de 1,7 mg para homens
adultos e 1,6 mg para mulheres adultas. Durante a gravidez, a recomendacdo do consumo
aumenta para 1,8 mg e durante a lactacdo para 1,7 mg (BRESSON et al., 2016).

Em meio aquoso, a oxidacdo da piridoxina ocorre em duas etapas: na primeira etapa
ha a formagdo do aldeido (piridoxal) e na etapa final h4a a formagdo do 4cido carboxilico
(acido 4-piridoxilico), como mostrado na Figura 5. Em cada etapa, estdo envolvidos dois
elétrons e dois prétons (GONZALEZ-RODRIGUEZ et al., 2011; HERNANDEZ; RIBERO;
GOICOECHEA, 2003; PORTO et al., 2019).

Figura 5 — Reagdes de oxidacdo para a piridoxina.
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Na literatura, sdo relatados diversos métodos para a deteccdo de vB6 em amostras
farmacéuticas e fluidos biologicos, principalmente por espectrofotometria (IBRAHIM et al.,
2017), espectrometria de massa (NUEZ-VERGARA et al., 2001), espectrofluorimetria
(GARCIA et al., 2001), muitas vezes acoplados a cromatografia gasosa (NUEZ-VERGARA
et al., 2001) ou cromatografia liquida de alta performance (DINC; KOKDIL; ONUR, 2000;
HASHEM; EL-SAYED, 2018). Também foram reportados métodos por eletroforese capilar
(CHEN et al., 2000; RIBEIRO et al., 2016) e quimiluminescéncia (ALWARTHAN; A. ALY,
1998).

E possivel encontrar trabalhos utilizando eletrodos de pasta de carbono modificados
na determinagdo de vB6 pelo pico de oxidagdo. As modificagdes incluem a incorporacao de
complexo de vanadil(IV)-Salen (TEIXEIRA et al., 2004), nanotubos de carbono modificados
com filme de poli(arginina) (TIGARL; MANJUNATHA, 2019), éteres coroa (DESAI;
KOTKAR; SRIVASTAVA, 2008), nanoestruturas de ouro (MOTAGHEDIFARD et al.,
2016) e hexacianoferrato de cobalto(I) (MEKONNEN et al., 2014).

Utilizando o substrato de carbono vitreo, diversos autores descrevem a determinagao
de vB6 pelo pico de oxidagdo. As modificagdes do eletrodo incluem nanotubos de carbono de
paredes multiplas (QU; WU; HU, 2004), 4,4’-diaminobenzofenona (TABANLIGIL CALAM,
2021), nafion (FARAG et al., 2019) e filme de poli(azul de metileno)(TAN; ZIE; YAO, 2004)
(HERNANDEZ; RIBERO; GOICOECHEA, 2003).

Outros trabalhos incluindo diferentes eletrodos podem ser encontrados na literatura.
A determinacdao de vB6 em amostras de suplementos, produtos farmacéuticos e urina foi feita
utilizando eletrodo de diamante dopado com boro nio modificado (KUZMANOVIC et al.,
2016) e com pretratamento catddico (ALPAR et al., 2017), ambos pelo pico de oxidagdo.

Uma recente revisdo traz uma série de trabalhos para a deteccdo de vB6 utilizando
sensores eletroquimicos com nanomateriais incorporados. Sao abordados diversos tipos de
nanomateriais usados na fabricagdo de sensores, incluindo nanoparticulas de o6xidos,
nanotubos de carbono, grafenos e etc. Dentre as diversas técnicas voltamétricas estudadas, a
voltametria de onda quadrada mostrou uma larga faixa de concentragdo para se trabalhar. Os
autores também ressaltam que, por se tratar de uma biomolécula, o desenvolvimento de
sensores descartdveis e miniaturizados para a determinacdo de vB6 estd em alta demanda
(SANTHY et al., 2020).

Beitollahi e Garkani Nejad determinaram vB6 utilizando um eletrodo impresso de

carbono modificado com nanocomposito de 6xido de grafeno com magnetita funcionalizada
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em oxido de silicio. A faixa linear obtida pelos autores foi de 1,0 umol L™! a 0,90 mmol L™},
com limite de detec¢do de 0,52 pmol L™! por voltametria de pulso diferencial pelos picos de
oxidagdo. Os autores determinaram com sucesso a nivel trago vB6 em amostras bioldgicas
(BEITOLLAHI; GARKANI NEJAD, 2018).

Nejad e colaboradores desenvolveram eletrodos impressos de grafite modificados
com nanoflores de Co(ILIII) dopados com ions de lantdneo para a determinacdo de vB6 pelos
picos de oxidagdo. A faixa linear obtida no estudo foi de 1,0 a 600 pmol L™!, com limite de
deteccio de 0,4 pumol L7!. Resultados satisfatorios foram obtidos quando o eletrodo foi
aplicado em amostras de urina (NEJAD et al., 2019).

Um método para detecgdo de vB6 baseado em eletrodos descartaveis impressos foi
desenvolvido por Brunetti € Desimoni. Os autores estimaram uma faixa linear de 2,0 a 72
umol L™! e limite de detecgdo de 1,5 pmol L', usando os picos de oxidagdo. O método foi
aplicado com sucesso em amostras de suplementos multivitaminicos, energéticos e cereais

matinais (BRUNETTIL; DESIMONI, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver novos eletrodos de papel descartaveis a partir de tintas a base de grafite
modificados com magnetita para serem empregados na determinacdo de vitaminas em
produtos de suplementacdo alimentar através de metodologias simples e de baixo custo

baseadas em técnicas eletroanaliticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver uma tinta condutora a base de grafite e verniz;

e Produzir eletrodos descartaveis de papel a base da tinta preparada;

e Otimizar e avaliar a propor¢do da tinta usando uma sonda eletroquimica Fe**/Fe** pela
técnica da voltametria ciclica e da espectroscopia de impedancia eletroquimica;

e Modificar a tinta usando magnetita e otimizar sua propor¢ao;

e Estudar o comportamento eletroquimico das vitaminas B2 e B6 frente ao eletrodo
descartavel de papel;

e Otimizar os parametros experimentais, tais quais pH, eletrolito de suporte, técnica
voltamétrica, de modo a se obter a méxima resposta analitica para as vitaminas;

e Construir a curva de calibragdo para as vitaminas B2 e B6;

e Determinar os parametros analiticos como faixa linear, limites de detecgdo e
quantificagdo;

e Quantificar a concentragdo de vitamina B2 e B6 em amostras de suplementos
alimentares;

e Avaliar a exatiddo dos dados obtidos pelo eletrodo descartavel pela comparacdo com

os resultados obtidos pelo método comparativo.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados sdo de grau analitico, adquiridos da Sigma-Aldrich. As
solugdes aquosas foram preparadas a partir de agua ultrapura, filtrada pelo sistema Milli-Q
(Millipore, EUA), com resistividade de 18,2 MQ cm. As solugdes estoque de vB2 e vB6
foram preparadas nas concentragdes de 1,0 e 10,0 mmol L' em 4agua, respectivamente. As
nanoparticulas de magnetita foram adquiridas comercialmente da Sigma-Aldrich e possuiam
diametro médio de 30 nm. O grafite em p¢ utilizado foi comprado da Sigma-Aldrich e possuia
diametro médio das particulas de 1 a 2 um.

A solugdo estoque de K3[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)g] foi preparada na concentragdo de 1,0
mmol L ™! e de KCI na concentragio de 1 mol L™!, ambas em 4gua ultrapura.

Foram testadas como eletrdlito de suporte as solugdes tampao Britton-Robinson (B-
R) (H3BO3/CH3COOH/H3PO4) e Mcllvaine (acido citrico/KH>PO4) ambas com concentracao
de 0,1 mol L™!. Os valores de pH forma ajustados com NaOH 6,0 mol L™! ou HCI 1,0 mol
L

4.2 PREPARACAO DA TINTA CONDUTORA

Os eletrodos foram produzidos com tinta condutora de grafite preparada em
laboratorio. A tinta foi preparada com a mistura de verniz automotivo PU Alto Brilho
Lazzudur 6100 (Sherwin-Williams®) e grafite em p6 (tamanho das particulas de 1 a 2 pm).

As quantidades de grafite e verniz foram pesadas, assim como as de nanoparticulas
de magnetita usadas na modificacdo. Para a modificacdo, o grafite e as nanoparticulas de
magnetita (com didmetro médio de 30 nm) foram macerados com almofariz e pistilo por 5
minutos. O po resultante foi misturado manualmente ao verniz por 10 minutos com a ajuda de
uma espatula de plastico. Para a producdo da tinta sem modificagdo, o p6 de grafite foi

misturado ao verniz por 10 minutos com uma espatula de pléstico.
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43 PRODUCAO DOS ELETRODOS DESCARTAVEIS

Os eletrodos foram produzidos em laboratorio em batelada conforme ¢ ilustrado na
Figura 6. A tinta condutora foi dispersa em folhas adesivas (Pimaco Autoadesivos Ltda.) com
a ajuda de uma espatula de plastico (A). As folhas foram deixadas para secar a temperatura
ambiente por no minimo 24 horas. Apos este tempo, os eletrodos foram cortados com uma
impressora de recorte Silhouette Portrait 2 (Silhouette America, Inc.) usando o software
Silhouette Studio 4.3 (B). Apos o corte, as folhas adesivas foram coladas em papel A4
(Report Suzano Premium) de gramatura de 75 g m ™2 (C). Os eletrodos foram recortados da

folha individualmente conforme foram sendo usados (D).

Figura 6 — Representacdo esquematica do processo de produ¢do dos eletrodos a partir da tinta
condutora feita em laboratdrio.
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Fonte: O autor.

O design dos eletrodos foi elaborado com o auxilio do software CoreIDRAW Graphics
Suite 2017, seguindo o padrdo de eletrodos impressos comerciais, com os trés eletrodos
convencionais em um so6 dispositivo: eletrodo de trabalho de grafite (area geométrica de 0,088

+ 0,001 cm?), contra eletrodo e eletrodo de pseudo-referéncia de grafite.
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4.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Com o objetivo de avaliar a performance do eletrodo desenvolvido, foram adquiridas
amostras de suplementos alimentares de forma comercial. Duas amostras de suplementacao
vitaminica foram estudadas: capsulas B-complex Vitaminlife® (LP Farmacéutica Ltda.,
Brasil) e liquido sublingual B complex Sundown® (Rexall Sundown, Inc., EUA).

Para a determinacao de vB2 em capsulas, as mesmas foram abertas no dia da analise
e 0,250 g (1 capsula) de seu conteudo foi pesado e solubilizado com 50,0 mL de agua
ultrapura. Uma aliquota de 1,0 mL foi diluida em 4,0 mL de eletrélito de suporte. Para a
analise voltamétrica, 100 pL dessa solucdo foram gotejados no eletrodo com a ajuda de uma
micropipeta.

Para a determinacdo de vB6 em cépsulas, 0,250 g de seu conteudo foi pesado e
solubilizado em 10,0 mL do eletrélito de suporte. Para a analise voltamétrica, 100 uL dessa
solugdo foram gotejados no eletrodo descartavel com a ajuda de uma micropipeta.

Para a determinacdo de vB2 em amostras de liquido sublingual, foi feita a diluicao de
1,0 mL do liquido em 50,0 mL de agua ultrapura. Uma aliquota de 1,0 mL dessa solugdo foi
diluida em 9,0 mL do eletrolito de suporte. Para a andlise voltamétrica, 100 pL foram
gotejados no eletrodo com uma micropipeta.

Para a determinagdo de vB6 em amostras de liquido sublingual, foi diluido 0,5 mL
do liquido em 10,0 mL de eletrélito de suporte. Para a andlise voltamétrica foram gotejados
100 pL no eletrodo descartavel usando uma micropipeta.

Foi usado o método da adi¢do de padrao para a avaliacao do desempenho do eletrodo

quanto a determinacao de vB2 e vB6 nas amostras comerciais.

4.5 INSTRUMENTACAO

4.5.1 Medidas eletroquimicas

A caracterizagdo do eletrodo descartavel de papel foi feita por espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS, do inglés, electrochemical impedance spectroscopy),
realizada em um potenciostato/galvanostato portatil PalmSens3 (Palm Instruments BV,
Holanda) acoplado ao um computador com o software PSTrace (versdo 5.4) para a aquisicao e

processamento dos dados. Os espectros de IES foram obtidos em eletrdlito de suporte KCl



42

0,10 mol L™! contendo K3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CNe)] 1,0 mmol L™!. O estudo foi feito com faixa
de frequéncia de 0,1 a 50000 Hz, em circuito aberto e amplitude de 1 mV.

Para a realizagdo das andlises foi utilizado o eletrodo descartavel de papel
desenvolvido contendo os trés eletrodos convencionais feitos de grafite e verniz.

A repetibilidade da corrente intra-dia e inter-dia foram feitas com uma solugdo padrao
contendo 10 pmol L™ de vB2 em solugio tampdo B-R 0,1 mol L' pH 2,0 ou 0,1 mmol L™! de
vitamina B6 em soluco tampao Mcllvaine 0,1 mol L™!. Para o estudo de repetibilidade intra-
dia, 6 medidas foram feitas no mesmo dia ¢ o desvio padrao relativo foi calculado. Para o
estudo da repetibilidade inter-dia, as 6 medidas foram feitas em dias diferentes ¢ o desvio

padrdo relativo foi calculado.

4.5.2 Medidas de microscopia eletronica

Para a caracterizagao morfologica das nanoparticulas de magnetita na tinta de grafite,
foi conduzida a técnica de microscopia eletronica de varredura (SEM, do inglés scanning
electron microscopy) utilizando um microscopio JSM-6390 (JEOL, Japao) com tensdo
elétrica de aceleracdo de 8 kV. Os eletrodos foram fabricados como descrito, porém ao invés
de utilizar a impressora de recorte, quadrados de 1,0 cm? foram recortados para a analise.

Para a caracterizagdo quimica da superficie, empregou-se a técnica de espectroscopia
de raios X por dispersdo em energia (EDS, do inglés energy-dispersive X-ray spectroscopy)
utilizando o mesmo microscopio JSM-6390 (JEOL, Japao) com tensdo elétrica de aceleragao
de 8 kV. Foram usados os mesmos eletrodos usados na SEM.

As andlises de SEM e EDS foram realizadas no Laboratério Central de Microscopia

Eletronica (LCME — UFSC).

4.5.3 Medidas de espectrometria de fluorescéncia

A técnica de espectrometria de fluorescéncia foi utilizada como método comparativo
aos dados obtidos com o eletrodo descartavel de papel para a determinagdo de vB2 e vB6.
Para a construcdo das curvas de calibragcdo e de adi¢do de padrdo, os espectros das amostras
de vB2 em 4gua ultrapura foram obtidos com excitacdo em 440 nm e emissdo maxima em 526
nm. Para os espectros das amostras de vB6 em agua ultrapura, a excitagao foi feita em 328

nm, com excitagdo maxima de 393 nm. Para ambas as amostras, a analise foi executada em
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um espectrofluorimetro Cary Eclipse (VARIAN, Estados Unidos), com célula de quartzo com

caminho o6tico de 1,0 cm e fendas de excitagdo ¢ emissao do monocromador de 2,5 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARACAO DA TINTA DE GRAFITE

5.1.1 Otimizacao da propor¢ao verniz:grafite

A fim de se garantir que a tinta de grafite seja apropriada para o seu proposito, foi
avaliada a propor¢do entre verniz e grafite na sua producdo. Eletrodos foram fabricados com
as seguintes propor¢des verniz:grafite: 65:35, 70:30 e 75:25. Os eletrodos foram testados com
sonda redox K3[Fe(CN)s]/K4[Fe(CNg)] 1,0 mmol L™! em eletrélito de suporte KC1 0,1 mol L™!
por voltametria ciclica. Os voltamogramas obtidos podem ser observados na Figura 7A

abaixo.

Figura 7 — Estudo da propor¢do de verniz:grafite usado na preparagao da tinta condutora. (A)
Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo de K3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CNe)] 1,0 mmol L™! em
eletrolito de suporte KC1 0,10 mol L™! sobre os eletrodos produzidos com as distintas
propor¢des de verniz:grafite: (a) 65:35, (b) 70:30 e (c) 75:25. v =100 mV s '. (B) Grafico de

barras (n = 8).
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O eletrodo que mostrou maior sinal analitico foi aquele com a propor¢dao 65:35,
seguido de 70:30 e 75:25, como ilustrado pelo grafico em barras na Figura 7B. Uma maior
quantidade de grafite em relacdo ao verniz fornece uma maior condutividade do material,
permitindo uma maior velocidade de transferéncia eletronica. Esta afirmacdo foi confirmada
por espectroscopia de impedancia eletroquimica.

Em relacdo a separagdo dos picos (AEp), o valor diminuiu conforme a propor¢ao de

grafite aumentou, de 580 para 435 mV. Isso se deve ao aumento da condutividade pela maior



45

quantidade de grafite, facilitando a transferéncia eletronica do processo redox. Valores de AE;
muito acima do valor ideal de 59,2 mV para reacdes reversiveis sdo atribuidos a alta
resisténcia a transferéncia de carga encontrada usando tintas feitas em laboratorio e corrobora
com resultados encontrados em trabalhos publicados na literatura (ARAUJO et al., 2020;
FREITAS et al., 2021).

Com a técnica da espectroscopia de impedancia eletroquimica ¢ possivel avaliar as
interacdes que ocorrem na passagem de corrente durante a reacao redox na interface eletrodo-
solucdo. O parametro usado foi a resisténcia a transferéncia de carga (Rct, do inglés resistance
to charge transfer), que avalia a facilidade com que os elétrons migram na interface. Quanto
menor a Re, maior ¢ a capacidade de transferéncia eletronica entre o material e a sonda redox.
Na EIS, o didmetro do semicirculo fornecido pelos diagramas de Nyquist € equivalente ao Ret
da reagao redox sobre a superficie do eletrodo.

A Figura 8 apresenta os graficos de Nyquist (=2’ vs. Z’), obtidos usando a sonda
K3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CNg)] 1,0 mmol L', O menor valor de Re foi obtido com o eletrodo
fabricado com tinta na propor¢ao 65:35, com 2713 Q e as outras proporg¢des tiveram valores
semelhantes, 11,90 e 13,34 kQ para 70:30 e 75:25, respectivamente. O valor do R foi obtido
utilizando o circuito elétrico mostrado no inset da Figura 8, calculado pelo fitting gerado pelo

programa PSTrace.

Figura 8 — Espectrograma de impedancia eletroquimica para as diferentes proporg¢des de tinta.
Em (a) a proporgao 65:35, em (b) 75:25, e em (c), 70:30. O estudo foi feito com frequéncia
entre 0,1 e 50000 Hz em solugdo de K3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CNe)] 1,0 mmol L™ em KCI1 0,1 mol
L
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Além dos experimentos eletroquimicos, foi preciso levar em consideracdo os
aspectos fisicos da tinta. A conveniéncia na aplicagdo, a integridade fisica e a
reprodutibilidade do filme foram outros aspectos a serem considerados na hora da selecao da
composicao da tinta. A tinta na propor¢ao 65:35 se mostrou muito viscosa, dificultando a sua
aplica¢do na formagdo do filme na folha adesiva, além de se tornar quebradi¢a quando seca e
o corte ser irregular, piorando sua integridade fisica; motivo este que levou diversos eletrodos
a serem descartados antes de serem utilizados. Por este motivo, a propor¢dao 70:30 foi
selecionada para os testes seguintes tendo em vista seu bom desempenho eletroanalitico e

excelentes caracteristicas fisicas.
5.1.2  Otimiza¢ao da quantidade de magnetita usada na modificacdo do eletrodo

Diferentes proporgdes de magnetita foram usadas na preparacdo dos eletrodos. Os
eletrodos foram entdo testados por voltametria ciclica com a sonda redox
K;3[Fe(CN)s]/K4[Fe(CNe)] 1,0 mmol L! em eletrolito de suporte KC1 0,10 mol L™!. A Figura

9 exibe os resultados obtidos.

Figura 9 — Estudo da propor¢ao de magnetita na produgao dos eletrodos. (A) Voltamogramas
ciclicos obtidos para os eletrodos fabricados (a) sem magnetita € com as proporcdes de (b)
0,1, (c) 0,5, (d) 1,0, (e) 2,0 e (f) 3,0 % utilizando a sonda redox K3[Fe(CN)s]/K4[Fe(CNe)] 1,0
mmol L™! em eletrdlito de suporte KC1 0,10 mol L™!. v =100 mV s'. (B) Grafico de barras (n

= 8).
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As maiores correntes observadas foram obtidas com os eletrodos produzidos na
propor¢ao de 1,0% de magnetita, como exibido no grafico de barras da Figura 9B. Além

disso, a estimativa do desvio padrdo obtido por esses eletrodos foi a menor. A separacdo dos
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picos (AE,) para a propor¢ao de 1,0% foi de 290 mV, enquanto que no eletrodo sem a
modificacdo foi de 435 mV. As propriedades condutoras da magnetita podem explicar o
aumento da corrente e a diminui¢do do AE,, uma vez que facilitam a transferéncia eletronica
no processo redox.

O valor da corrente, a estimativa do desvio padrio e a separacdao dos picos
voltamétricos foram usados para avaliar a qualidade da modificagdo. Por esse motivo, a
proporcao de 1,0% foi usada nos testes seguintes para a modificacdo dos eletrodos, com
aumento de cerca de 45% da corrente em relagdo a corrente obtida na auséncia de

modificacdo para o pico anddico e de 47% para o pico catodico.

5.2 CARACTERIZACAO DA TINTA CONDUTORA

Foram também realizadas analises de SEM e EDS para caracterizar a dispersao de
magnetita na tinta condutora. Como relatado anteriormente na secdo de procedimento
experimental, a tinta foi preparada com p6 de grafite e verniz, além da modificacdo com
magnetita.

A Figura 10A apresenta a imagem de SEM gerada para a tinta na auséncia de
modificagdo com magnetita, onde as particulas de pd de grafite formam flocos dispersos na
matriz de verniz de forma uniforme. Na Figura 10B, apo6s a adicdo de nanoparticulas de
magnetita, a imagem de SEM gerada mostra as estruturas cristalinas de magnetita formando
alguns agregados distribuidos pela superficie da tinta. Apesar da tinta ter sido homogeneizada,
a acumulacao de particulas de magnetita ¢ comum pela sua natureza magnética, fazendo que
as particulas se atraiam entre st (MATTIOLI; CERVINI; CAVALHEIRO, 2020).

As imagens de EDS na Figura 10C e na Figura 10D evidenciam a diferenca de
composi¢do quimica entre a tinta sem e com a modificacdo. O espectro de EDS da tinta ndo
modificada mostra um intenso pico que corresponde a energia de ligagcdo de C (0,2 keV) e um
pico menor que corresponde ao do O (0,5 keV), ambos relacionados a presenca de grafite na
tinta condutora. O espectro de EDS da tinta modificada com magnetita mostrou picos de
energia de ligagdo de Fe (0,7, 6,2 e 7,1 keV) e O (0,5 keV), que correspondem ao Fe3Oq,
como evidenciado pela literatura (DHAR et al., 2021).
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Figura 10 — Imagens de SEM e EDS para a tinta na (A e C) auséncia de magnetita e na (B e
D) presenga de 1,0% de magnetita.
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Além disso, a composi¢do do eletrodo modificado com magnetita apresentou uma
porcentagem de elementos de 4,5% de Fe, 28,0% de O e 67,6% de C, de acordo com o
espectro pontual de EDS.

53 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DAS VITAMINAS B2 E B6

O comportamento eletroquimico da vB2 e vB6 sobre o eletrodo impresso foi
investigado usando a voltametria de onda quadrada. Apesar da voltametria ciclica fornecer
mais dados qualitativos, o sinal da vitamina B6 ndao foi numericamente suficiente para
formular uma avaliagao.

Os voltamogramas resultantes podem ser observados na Figura 11A e Figura 11B,
utilizando solugdes padrio de vB2 10,0 umol L™ e vB6 0,1 mmol L™ em solugio tampio B-
R 0,1 mol L™! (pH 2,0). A janela de potencial para a vB2 foi de —0,8 a +0,3 V e para a vB6 foi
de +0,3a+1,0 Vcomv =100 mV s .
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Figura 11 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para a (a) auséncia e (b) presenga de 10
pumol L™! de vitamina B2 em solucio tampdo B-R 0,1 mol L™ (pH 2,0) e v =100 mV s '. (B)
Voltamogramas de onda quadrada para a (a) auséncia e (b) presenca de 0,1 mmol L™! de
vitamina B6 em soluco tamp3o B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0) e v =100 mV s .
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O mecanismo eletroquimico de oxidacdo da vB2 em meio aquoso pode ocorrer em
duas etapas: a primeira transferéncia eletronica ¢ quase-reversivel e forma a semi-quinona
(pico 1), seguida da transferéncia do segundo elétron para formar a flavina completamente
oxidada (pico 2). A reacdo pode ser observada na Figura 12 (MIRCESKI; SMARZEWSKA;
GUZIEJEWSK]I, 2016). Entretanto, essa rea¢ao pode acontecer em uma etapa por meio de um
processo de transferéncia de dois elétrons e dois prétons, exibindo somente um pico de
oxidacdo, como ilustrado na Figura 3, na Secdo 2.3.1 (BAILEY; SCHULTZ, 2016). Os
parametros da técnica e as propriedades da solucdo vao determinar se a reagdo acontece em
uma etapa ou duas (BAILEY; SCHULTZ, 2016; MIRCESKI; SMARZEWSKA;
GUZIEJEWSKI, 2016). Visando a determinagdo sensivel de vB2, decidiu-se estudar o pico 1

nos estudos posteriores, visto que apresentou maior intensidade de corrente.

Figura 12 — Reagoes de oxidacdo da vB2 em duas etapas em meio aquoso e pH 2.
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Fonte: Adaptado de Pineda, 2000.

Para a vB6, podem ocorrer duas etapas no seu mecanismo eletroquimico de

oxidacdo: na primeira etapa, a formacao do aldeido, numa transferéncia de dois prétons e dois
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elétrons, e na segunda etapa, a formacdo de acido carboxilico, com a transferéncia de dois
prétons e dois elétrons (KUZMANOVIC et al., 2016).

Nesse estudo foi observado somente um pico para a vB6, correspondendo a primeira
oxidacdo. Isso pode ser explicado pela formagao da forma hemiacetal: abaixo do pH 5 (pKa ~
5) o piridoxal existe na forma de hemiacetal e somente uma pequena quantidade na forma de
aldeido livre. Com a desprotonagdo do nitrogénio do anel, a forma aldeido livre passa a
corresponder 20% das espécies. Como entre as duas formas somente a forma aldeido livre ¢
eletroativa, explica-se porque somente um pico foi obtido (HERNANDEZ; RIBERO;
GOICOECHEA, 2003; PINEDA et al., 2000). A Figura 13 exibe as reagdes mencionadas.

Figura 13 — Reagdes de oxidacdo da vB6 em duas etapas em meio aquoso.
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Fonte: Adaptado de Pineda, 2000.

54 ESTUDO DO pH E NATUREZA DO ELETROLITO DE SUPORTE

Também foram investigadas a influéncia do pH do eletrdlito de suporte e sua
natureza sobre a resposta eletroquimica dos analitos. Para a vB2, a resposta de corrente e de
potencial de pico foram avaliadas no intervalo de pH de 2,0 a 7,0 utilizando solu¢do tampao
B-R 0,1 mol L™!, com pH ajustado previamente. Os voltamogramas obtidos para a vB2 estio
dispostos na Figura 14A.

A Figura 14B destaca como o valor da corrente de pico se comporta com a variagao

do pH do eletrélito de suporte. Conforme o pH aumentou de 2,0 até 5,0, o potencial de pico se
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deslocou para valores mais negativos, indicando a transferéncia de protons na reacdo. Do pH
2,0 até o 5,0, o deslocamento linear do potencial (Figura 14C) foi igual a —44,4 mV pH .
Usando o coeficiente angular da equacao de Nernst (dEp/dpH = 0,0592 m/n, onde m ¢ o
numero estequiométrico de protons € n o de elétrons), a razdo m/n calculada foi de
aproximadamente 0,75, o que resulta em uma estequiometria 3:4 de prdton:elétron, diferente
daquela estimada pelas reacdes da Figura 3 e Figura 12. Essa diferenca pode ser explicada
pela baixa condutividade do eletrodo.

O valor maximo de corrente de pico foi obtido usando solugdo tampao no pH 2,0 e os

valores acima de pH 7,0 ndo exibiram corrente mensuravel.

Figura 14 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para vB2 0,1 mmol L™! em solugio tampao
B-R 0,1 mol L™! nos valores de pH de (a) 2,0, (b) 3,0, (c) 4,0, (d) 5,0, (¢) 6,0 e (f) 7,0. (B)
Grafico de barras para a variacao de corrente nos diferentes valores de pH (n = 3). (C) Grafico
de potencial versus pH.
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Os voltamogramas referentes a vB6 estdo dispostos na Figura 15A e Figura 15B.

Para a vB6, a resposta de corrente de pico foi avaliada nos pHs de 2,0 a 10,0 em solugdo
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tampdo B-R 0,1 mol L™! como eletrélito de suporte, com pH ajustado previamente. O valor
maximo de corrente de pico foi obtido em pH 2,0, como ilustrado no grafico da Figura 15C.
A partir de pH 5,0, um outro pico comega a aparecer no voltamograma. O pico 2

corresponde a oxidacao do aldeido livre, formando 4cido carboxilico, conforme ¢ mostrado na

Figura 13.

Figura 15 — (A e B) Voltamogramas de onda quadrada para vB6 2,0 mmol L™! em solugdo
tampao B-R 0,1 mol ™ nos valores de pH de (a) 2,0, (b) 3,0, (c) 4,0, (d) 5,0, (e) 6,0, () 7,0, (g)
8,0, (h) 9,0 e (1) 10,0. (C) Grafico de barras para a variacdo de corrente nos diferentes valores
de pH, para os dois picos observados (n = 3). (D) Grafico de potencial da corrente obtida pelo

primeiro pico voltamétrico versus corrente.
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O deslocamento do potencial do pico 1 foi linear para toda a faixa de pH entre 2,0 e
7,0 (Figura 15D). Esse deslocamento foi igual a —41,1 mV pH'. Usando o coeficiente
angular da equacao de Nernst (dEp/dpH = 0,0592 m/n, onde m € o nimero estequiométrico de
protons e n o de elétrons), a razdo m/n calculada foi de aproximadamente 0,69, o que resulta

em uma estequiometria 2:3 de proton:elétron, diferente daquela estimada pela reagdo
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mostrada pela Figura 5. Essa diferenca pode ser explicada pela baixa condutividade associada
ao eletrodo.

A natureza do eletrolito de suporte também foi analisada; além da solu¢ao tampao B-
R, a solug¢dao tampao Mcllvaine também foi testada para ambas as vitaminas. Os valores de
corrente de pico obtidos usando solugdo tampdo Mcllvaine 0,1 mol L™ como eletrélito de
suporte foram comparados com aqueles obtidos com solugdo tampdo B-R e a comparacao
pode ser vista na Figura 16.

Para a vB2, a solugdo tampdo B-R 0,1 mol L' em pH 2,0 foi aquela que mostrou
maior corrente de pico (Figura 16A), enquanto que para a vB6, a solugdo tampao Mcllvaine
0,1 mol L' em pH 4,0 que demonstrou maior corrente de pico (Figura 16B). Para os

proximos estudos, esses parametros foram considerados.

Figura 16 — Graficos de barras comparando os eletrdlitos de suporte solugdo tampao
Mcllvaine 0,1 mol L™! e solu¢do tampdo B-R 0,1 mol L™! para (A) avB2 0,1 mmol L™! (n=
3)e (B)avB6 2,0 mmol L™! (n=3).
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5.5 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA TECNICA ELETROANALITICA

A otimiza¢do da técnica eletroanalitica garante que o perfil voltamétrico e a
intensidade de corrente sejam os mais adequados para o sistema em estudo. O objetivo da
otimizacdo ¢ desenvolver uma metodologia mais sensivel e mais seletiva.

A voltametria de onda quadrada ¢ uma técnica de pulso baseada na medida da
corrente elétrica em funcdo do tempo de aplicagdo de um determinado pulso de potencial. Na
SWYV, a curva corrente-potencial ¢ proveniente da aplicacdo de potenciais na forma de escada,

sendo a altura do degrau AEs (incremento de potencial) e de pulsos de potencial com certa
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amplitude (a) e frequéncia (f). As correntes elétricas sdo medidas no final dos pulsos diretos e
reversos ¢ o sinal ¢ obtido pela diferenca entre as intensidades de corrente, apresentado
excelente sensibilidade e alta rejeicdo de correntes capacitivas (SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003).

5.5.1 Otimizac¢ao dos parametros da técnica para a vB2

A intensidade da corrente de pico depende da frequéncia de aplicagdao dos pulsos de
potencial. Dessa forma, se procurou variar somente a frequéncia e definir o valor mais
adequado para as analises posteriores. Variou-se a frequéncia de aplicagdo dos pulsos de
potencial (f) de 10 a 100 Hz mantendo fixos os demais parametros em a = 50 mV e AEs =2

mV. Entdo, os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 17.

Figura 17 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para vB2 20 pmol L™! em solugdo tampio
B-R 0,1 mol L™ pH 2,0 para as diferentes frequéncias de aplicagdio dos pulsos de potencial:
(a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 40, (e) 50, () 60, (g) 70, (h) 80, (1) 90 e (j) 100 Hz. Outros
pardmetros mantidos constantes: a = 50 mV e AEs =2 mV. (B) Gréfico de barras de corrente
vs. frequéncia (n = 3).
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O ganho significativo de corrente foi obtido até a frequéncia de 50 Hz (Figura 17B).
Com o objetivo de conseguir maior sensibilidade e melhor reprodutibilidade, a frequéncia de
30 Hz foi escolhida para os experimentos posteriores; apesar de maiores frequéncias
conferirem maior corrente de pico, o desvio padrdo se mostrou um pardmetro mais

importante.
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O préximo pardmetro otimizado foi a amplitude de pulso (a). Os outros parametros
foram mantidos constantes enquanto a amplitude variou de 10 a 100 mV. Os resultados estdao

apresentados na Figura 18.

Figura 18 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para vB2 20 umol L™! em solugio tampio
B-R 0,1 mol L™ pH 2,0 para as diferentes amplitudes de pulso de potencial: (a) 10, (b) 20, (c)
30, (d) 40, (e) 50, (f) 60, (g) 70, (h) 80, (i) 90 e (j) 100 mV. Outros pardmetros mantidos
constantes: /=30 Hz e AEs =2 mV. (B) Grafico de barras de corrente vs. amplitude (n = 3).
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A corrente de pico se mostrou diretamente proporcional a amplitude de pulso de
potencial. O valor de amplitude de 80 mV foi selecionado por compreender um valor de
corrente de pico alto e baixa estimativa de desvio padrao.

Outro parametro otimizado foi o incremento de potencial (AEs). Os outros
parametros foram mantidos constantes e o degrau de potencial variou de 1 a § mV. Os

resultados sao mostrados na Figura 19.
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Figura 19 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para vB2 20 umol L™! em solugio tampio
B-R 0,1 mol L™ pH 2,0 para os diferentes degraus de potencial: (a) 1, (b) 2, (c) 3, (d) 4, (e) 5,
(1) 6, (g) 7 e (h) 8 mV. Outros parametros mantidos constantes: /=30 Hz e a = 80 mV. (B)
Grafico de barras de corrente vs. AEs (n = 3).
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Houve uma pequena diminui¢do linear de corrente de pico com o aumento do
incremento de potencial. Isso acontece, pois, o0 aumento do incremento de potencial significa
aumento da velocidade de varredura. Velocidades muito altas resultam em tempos de medida
muito curtos e a corrente capacitiva pode ndo ter decaido aos niveis desejados. O valor
escolhido para os proximos experimentos foi de 2 mV de degrau de potencial.

Para a vB2, os valores dos pardmetros da técnica selecionados foram f'= 30 Hz, a =

80 mV e AEs =2 mV.
5.5.2  Otimizagdo dos parametros da técnica para a vB6
Para o estudo de otimizagdao dos parametros da técnica para a vB6, o incremento de

potencial foi variado de 1 a 8 mV e foram mantidos constantes os outros parametros (f = 50

Hz e a = 50 mV). Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 20.
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Figura 20 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para vB6 2 mmol L™ em solugio tampio
Mcllvaine 0,1 mol L™ pH 4,0 para os diferentes degraus de potencial: (a) 1, (b) 2, (c) 3, (d) 4,
() 5, () 6, (g) 7 e (h) 8 mV. Outros pardmetros constantes: =50 Hze a = 50 mV. (B)
Grafico de barras de corrente vs. AEs (n = 3).
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A corrente de pico foi aumentando com o aumento do degrau de potencial, com o
maior valor para AEs = 6 mV. Também ocorreu um alargamento do pico, o que ¢ indesejavel.
Deve existir um balango entre a intensidade de corrente e o perfil voltamétrico. O valor
selecionado para as andlises posteriores foi de 5 mV pois forneceu um valor alto de corrente
de pico e sua estimativa de desvio padrao foi baixa.

O proximo parametro a ser estudado foi a frequéncia de aplicacdo dos pulsos de
potencial. Seu valor foi variado de 10 a 100 Hz, com os outros parametros mantidos

constantes (AEs =5 mV e a = 50 mV). Os resultados obtidos podem ser observados na Figura
21.



58

Figura 21 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para vB6 2 mmol L™ em solugio tampio
Mcllvaine 0,1 mol L™ pH 4,0 para as frequéncias: (a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 40, (e) 50, (f) 60,
(g) 70, (h) 80, (1) 90 e (j) 100 Hz.. Outros parametros constantes: @ = 50 mV e AEs =5 mV.
(B) Grafico de barras de corrente vs. f(n = 3).
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A corrente de pico aumentou com o aumento da frequéncia de aplicagao dos pulsos
de potencial. O valor de frequéncia selecionado foi de 80 Hz, apresentando o maior valor de
corrente de pico estudado. Esse valor foi usado para os préximos estudos.

O proximo parametro estudado foi a amplitude dos pulsos de potencial. Os resultados

obtidos podem ser observados na Figura 22.

Figura 22 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para vB6 2 mmol L™! em solugdo tampdo

Mcllvaine 0,1 mol L™ pH 4,0 para as amplitudes de pulso de potencial: (a) 10, (b) 20, (c) 30,

(d) 40, (e) 50, () 60, (g) 70, (h) 80, (1) 90 e (j) 100 mV. Outros parametros constantes: /= 80
Hz e AEs =5 mV. (B) Grafico de barras de corrente vs. f(n = 3).
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O valor da corrente de pico ¢ enormemente influenciado pela amplitude dos pulsos de
potencial. O valor de 60 mV foi selecionado por fornecer um valor de corrente de pico alto e
uma estimativa do desvio padrao baixa.

Para a vB6, os valores dos parametros da técnica selecionados foram /= 80 Hz, a =

60 mV e AEs=5mV.

5.6 CURVAS DE CALIBRACAO

5.6.1 Curva de calibracio para a vB2

Com as condicdes experimentais otimizadas, a curva de calibracdo pode ser
construida. Solugdes com concentragdes de 2,0 até 20,0 pmol L™! de vB2 foram preparadas e
utilizadas para obtencio dos voltamogramas de onda quadrada da Figura 23A. E observado
um pico voltamétrico em — 0,475 V cuja intensidade de corrente aumenta proporcionalmente
de forma linear com a concentracdo de vB2 no intervalo estudado, como indicado pelo
coeficiente de determinagdo de 0,999, muito proximo da unidade. A variagdo que o potencial
sofre nas diferentes concentragdes ¢ resultado do uso do pseudo-eletrodo de referéncia pelo

eletrodo descartavel.

Figura 23 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentragdes de vB2 sobre
o eletrodo descartavel: (a) branco; (b) 2,0; (¢) 4,0; (d) 6,0; (e) 8,0; (f) 10,0; (g) 12,0; (h) 14,0;
(i) 16,0; (j) 18,0; (k) 20,0 pmol L™! em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! pH 2,0; /=30 Hz, a

=80 mV e AEs =2 mV. (B) Curva de calibracao para a vB2 (n = 3).
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A regressdo linear pode ser expressa de acordo com a funcdo: L = 4,92 [vB2] —
4,91(+ 0,46), onde Isw ¢ a corrente de pico em pA, e [vB2] € a concentragao de vB2 em pmol
L~! sendo apresentada na Figura 23B.

O limite de detecgdo (do inglés, limit of detection — LOD) representa o mais baixo
resultado que pode ser distinguido de um branco. E o ponto no qual a anélise se torna
possivel. O limite de quantificagdao (do inglés, limit of quantitation — LOQ) ¢ a mais baixa
concentracdo que o analito pode ser detectado com confiabilidade (IUPAC, 1989). Estes dois
parametros podem ser calculados a partir da curva de calibragcdo pelas expressdes a seguir,

com nivel de confianga de 95%:

LOD = 3,3 % LOQ =10 %

Onde: SD (do inglés, standard deviation) corresponde ao desvio padrdao do coeficiente linear
e a se refere ao coeficiente angular da reta. Os valores usados nos céalculos sao mostrados na
Tabela 1. Caso o valor do LOQ calculado seja menor que o primeiro ponto da curva de
calibracao, seu valor se torna o primeiro ponto da curva.

Os valores obtidos para LOD empregando o eletrodo impresso foram 308 nmol L'

O LOQ foi considerado o primeiro ponto da curva de calibragdo, ou seja, 2,0 pmol L.

Tabela 1 — Caracteristicas analiticas obtidas pela curva de calibragdo de vB2 e estudos de

repetibilidade.
Caracteristica Analitica Valor
Faixa linear (umol L") 2,0 -20,0

Coeficiente de determinacao 0,999
Coeficiente angular (A L mol ") 4,92
Desvio padrio do coeficiente angular (WA L mol ") 0,04

Coeficiente linear (LA) -4.91
Desvio padrdo do coeficiente linear (LA) 0,46
Limite de detec¢do (nmol L) 308
Limite de quantificagdo (umol L) 2,0
Repetibilidade da corrente (intra-dia) (%) P 3,37
Repetibilidade da corrente (inter-dia) (%) P 8,01

2 Desvio padrio relativo, ® n = 6.
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Outro parametro medido foi a repetibilidade da corrente intra-dia e inter-dia. O
desvio padrao relativo das medidas de repetibilidade da corrente intra-dia foi de 3,37% e de
repetibilidade de corrente inter-dia foi de 8,01%.

Foi feita uma comparacdo com trabalhos publicados na literatura relatando o
desempenho analitico do eletrodo para a determinacdo de vB2. A Tabela 2 dispde os
resultados encontrados pelos autores comparados a este trabalho. O LOD obtido por este

estudo ¢ proximo aos outros estudos, demonstrando a sensibilidade do dispositivo na detec¢ao

de vB2.

Tabela 2 — Comparagdo da performance de eletrodos para a determinagdo de vB2 publicados
na literatura.

Faixa Linear

, . -1 N .
Eletrodo Técnica (umol L) LOD (nmol L™) Referéncia
Co*-Y*/CPE cV 1734 710 Nezamzadeh-Ejhieh et
al., 2014
SLSMP/CNTPE Cv 2,0-200 92,5 Tigari et al., 2019
MnO,/CPE DPV 0,02-9 15 Mehmeti et al., 2016
PEDOT®/C104 /GCE Cv 0,15-300 80 Nie et al., 2013
SPE Ccv 0,27 —53 266 Westmacott et al., 2018
2D-MoS;- o
MoO3CCYSPE LSV 2-40 1500 Zribi et al., 2021
Fe;O4NPs/ePAD SWV 2-20 308 Este trabalho

8 Co?"-Y: zeolito de cobalto e itrio, ® SLSM: eletrodo de nanotubos de pasta de carbono modificado com lauril
sulfato de sodio, © filme de poli(3,4-etilenodioxitiofeno), ¢ tecido de carbono funcionalizado com nanofolhas de

MoS; bidimensional e MoOs.

A técnica da espectrometria de fluorescéncia foi usada para comparacdo dos
resultados obtidos pela técnica voltamétrica. Assim, foi construida uma curva de calibracao
com o método de espectrometria de fluorescéncia pela leitura de diferentes concentragdes de
solucdo padrao de vB2 em agua. Os espectros sao mostrados na Figura 24A, onde a emissao

méxima da vB2 se mostra em 526 nm. A faixa linear foi de 2,0 a 16,0 pmol L.
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Figura 24 — (A) Espectros de fluorescéncia para solugdo padrao de vB2: (a) 2,0; (b) 4,0; (c)
6,0; (d) 8,0; (e) 10,0; (f) 12,0; (g) 14,0 e (h) 16,0 pmol L', (B) Curva de calibragdo (n =3).
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O LOD para a vB2 pelo método de espectrometria de fluorescéncia foi de 407 nmol

L', calculado com as mesmas expressdes usadas anteriormente. O LOQ foi o primeiro ponto

da curva de calibracgdo, 2,0 umol L.

5.6.2  Curva de calibracdo para a vB6

Utilizando as condigdes experimentais otimizadas anteriormente, a curva de
calibrag¢do para a vB6 pode ser construida. Foram preparadas solu¢des com concentragdes no
intervalo de 0,2 a 2,0 mmol L' de vB6 para a obten¢io dos voltamogramas mostrados na
Figura 25A. O pico voltamétrico ¢ observado em + 0,670 V e sua intensidade aumenta
proporcionalmente com a concentrag¢do da solugdo de vB6 no intervalo estudado. A regressao

linear mostrou um coeficiente de determinacdo de 0,999, indicando a proporcionalidade entre

os valores de corrente e concentragao.
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Figura 25 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentragdes de vB6 sobre
o eletrodo descartavel: (a) branco; (b) 0,20; (c¢) 0,39; (d) 0,58; (e) 0,77; (f) 0,95; (g) 1,13; (h)
1,31; (i) 1,48; (j) 1,65; (k) 1,82; (1) 2,0 mmol L™! em solucio tampio Mcllvaine 0,1 mol L™

pH 4,0; /=80 Hz, a = 60 mV e AEs =5 mV. (B) Curva de calibragdo para a vB6 (n = 3).
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A regressdo linear pode ser expressa de acordo com a funcdo: Lsw = 21,4 [vB6] —
0,643 (= 0,192), onde Lsw € a corrente de pico em pA, e [vB6] ¢ a concentracdo de vB2 em
mol L™! sendo apresentada na Figura 25B.

O LOD foi calculado pela mesma expressao utilizada na se¢do anterior e foram
usados os valores da Tabela 3. O valor obtido para o LOD empregando o eletrodo modificado

foi 29,5 umol L™!. O LOQ considerado ¢ o primeiro ponto da curva de calibracio, 0,2 mmol

L
Tabela 3 — Caracteristicas analiticas obtidas pela curva de calibracao de vB6 e estudos de
repetibilidade.
Caracteristica Analitica Valor
Faixa linear (mmol L") 0,2-2,0
Coeficiente de determinagao 0,999
Coeficiente angular (LA L mol ') 21,4
Desvio padrdo do coeficiente angular (uA L mol ™) 0,2
Coeficiente linear (LA) -0,643
Desvio padrao do coeficiente linear (LA) 0,192
Limite de detec¢do (umol L) 29,5
Limite de quantificagdo (mmol L) 0,2
Repetibilidade da corrente (intra-dia) (%) ° 1,66
Repetibilidade da corrente (inter-dia) (%) P 6,97

2 Desvio padrio relativo, ® n = 6.
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Outro parametro medido foi a repetibilidade da corrente intra-dia e inter-dia. O
desvio padrdo relativo das medidas de repetibilidade da corrente intra-dia foi de 1,66% e de
repetibilidade de corrente inter-dia foi de 6,97%.

O LOD encontrado pelo presente estudo se encontra proximo aos LODs descritos por
trabalhos encontrados na literatura, como mostrado na Tabela 4, indicando uma boa

performance analitica para o eletrodo descartavel utilizado.

Tabela 4 — Comparagdo da performance de eletrodos para a determinacdo de vB6 publicados
na literatura.

. Faixa Linear LOD (umol o
Eletrodo Técnica (umol L) L1 Referéncia
[VO(Salen)]*/CPE LSV 450 - 3300 37 Teixeira et al., 2004
44-DABP®/GC CV 15-2210 4,70 Calam et al., 2021
Nafion®/GCE DPV 7,5-200 2,2 Farag et al., 2019
PMBE®/GCE CV 59,1 — 6088 7,9 Tan et al., 2004
La**/Co304NFsY/GSPE Ccv 1,0 — 600 0,4 Nejad et al., 2019
SPE CV 11,8473 23 Westmacott et al.
Fe304NPs/ePAD SWV 200 — 2000 29.5 Este trabalho

& N,N-etileno-bis(salicilideneiminato)oxovanadio(IV); ® 4,4’-diaminobenzofenona; ¢ filme de poli(azul de

metileno); ¢ nanoflores de La**/Co304.

Para comparacdo da técnica voltamétrica, foi construida uma curva de calibragdo
com a técnica de espectrometria de fluorescéncia pela leitura de diferentes concentracdes de
solucdo padrao de vB6 em 4gua. Os espectros sdo mostrados na Figura 26A, onde a emissao

méxima da vB6 acontece em 393 nm. A faixa linear foi de 2,0 a 16,0 pmol L.

Figura 26 — (A) Espectros de fluorescéncia para solugdo padrao de vB6: (a) 2,0; (b) 4,0; (c)
6,0; (d) 8,0; (e) 10,0; (f) 12,0; (g) 14,0 e (g) 16,0 umol L™!. (B) Curva de calibracio (n =3).
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O LOD e o LOQ para a curva de calibragdo para a vB6 pelo método de
espectrometria de fluorescéncia foram de 1,07 e 3,20 umol L', respectivamente, calculados

com as mesmas expressoes usadas anteriormente.

5.7 DETERMINACAO EM AMOSTRAS DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES

5.7.1 Determinacio de vB2

O eletrodo impresso foi aplicado na determinagdo de vB2 em amostras de dois
suplementos alimentares: capsulas de suplemento de vitamina B e suplemento vitaminico
liquido sublingual. O objetivo de testar o eletrodo na determinacdo de amostras ¢ demonstrar
sua aplicabilidade. O método empregado para a determinacdo dessas amostras foi a adi¢do de
padrdo, conhecido por diminuir efeitos de matriz.

Para as amostras de capsulas, os voltamogramas de onda quadrada de uma das
replicatas podem ser observados na Figura 27A, contendo o branco (curva a), a amostra
(curva b) e a amostra somado a solugdo padrio de vB2 (curvas c-f). E possivel observar que a
corrente de pico aumentou linearmente conforme aumentou a concentracdo de vB2. Dessa
forma, a curva de adi¢do de padrdo pode ser construida e ¢ mostrada na Figura 27B. Pela
extrapolacdo da curva de adi¢do de padrio é possivel obter o valor de 14,17 umol L™! de vB2
na aliquota. Considerando a dilui¢do feita na preparacdo da amostra (Se¢do 4.4), foi calculado

o valor de 3,54 pmol ou 1,33 mg de vB2 por cépsula.
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Figura 27 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para: (a) branco, (b) amostra de capsulas, e
(c-f) amostra somado a solugdo padrio de vB2 de 4,0 a 16,0 pmol L™! em solugdo tampao B-
R 0,1 mol L™! pH 2,0, empregando o eletrodo descartavel. (B) Curva de adi¢io de padrio para
a amostra de capsula. /=30 Hz, a =80 mV ¢ AEs =2 mV.
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A Figura 28A contém os voltamogramas de onda quadrada de uma das replicatas
para a amostra de liquido sublingual, contendo o branco (curva a), a amostra (curva b) e a
amostra somado a solu¢do padrao de vB2 (curvas c-f). A corrente de pico ¢ linearmente
proporcional a concentragdo de vB2. Dessa forma, a curva de adi¢do de padrao foi construida
e ¢ mostrada na Figura 28B. Pela extrapolagdo da curva de adi¢do de padrao ¢ possivel obter o
valor de 8,41 umol L! de vB2 na aliquota. Considerando a dilui¢do feita na preparagio da
amostra (Se¢do 4.4), foi calculado o valor de 4,25 pmol ou 1,60 mg por mililitro de amostra

de liquido sublingual.
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Figura 28 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para: (a) branco, (b) amostra de liquido
sublingual, e (c-f) amostra somado a solugfio padrio de vB2 de 4,0 a 16,0 umol L™! em
solucdo tampdo B-R 0,1 mol L™! pH 2,0, empregando o eletrodo descartavel. (B) Curva de
adicao de padrao para a amostra de liquido sublingual. =30 Hz, a = 80 mV e AEs =2 mV.
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A inclinacdo da curva de adi¢do de padrdo (2,52 e 2,49 pA L pmol !, Figura 28B) foi
diferente daquela obtida pela curva de calibragio (4,92 pA L umol !, Figura 23B), indicando
que existe interferéncia dos componentes da matriz na determinagdo de vB2. Esse efeito pode
estar relacionado aos excipientes da amostra (didxido de silicio e amido) que, por ocuparem
sitios ativos na superficie do eletrodo, diminuem a sensibilidade em relacdo a vB2. Nesse
sentido, o uso da curva de adigao de padrdo ¢ recomendado para a minimizagdo desses efeitos.

O método proposto foi comparado a um segundo com o objetivo de averiguar a sua
exatiddo. Para a quantifica¢do das amostras foi usado o método da adi¢ao de padrao.

Para a amostra de cépsulas da vB2, os espectros de fluorescéncia e curva de adigdo
de padrao podem ser observados na Figura 29. Pela extrapola¢do da curva de adigdao de
padrio, foi encontrada uma concentracdo de 7,02 pmol L' na aliquota. Considerando a

dilui¢do € possivel obter o valor de 3,70 umol ou 1,39 mg por capsula.
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Figura 29 — (A) Espectros de fluorescéncia para solugdo padrdo de vB2: (a) amostra de

capsula e (b-e¢) amostra somado a solucao padrao de vB2 de 2,0 a 8,0

umol L™ em 4gua

ultrapura. (B) Curva de adig¢@o padrao para a amostra de cépsula.
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Para a amostra de liquido sublingual da vB2, os espectros de fluorescéncia e a curva

de adi¢do de padriao sdo mostrados na Figura 30. Pela extrapolacdo da curva de adi¢ao de

padrio é possivel obter o valor de concentragdo de 6,20 pmol L™! na aliquota. Considerando

a dilui¢do, ¢ encontrado o valor de 4,38 pmol ou 1,65 mg por mililitro de liquido sublingual.

Figura 30 — (A) Espectros de fluorescéncia para solugdo padrao de vB2: (a) amostra de
liquido sublingual e (b-e) amostra somado a solugio padrio de vB2 de 2,0 a 8,0 pmol L™! em
agua ultrapura. (B) Curva de adigdo padrao para a amostra de liquido sublingual. (n =3).
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A Tabela 5 apresenta a sintese dos resultados obtidos pelos métodos voltamétrico e

espectrométrico, bem como os testes ¢ e F' para comparagdo. As equagdes utilizadas para o

calculo dos testes sao (LEITE, 2002):
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X—% SD2, i
t = 1 2 F — maior

S, J% SDAenor
Onde: x;¢ o valor médio das amostras obtido pelo método voltamétrico; x, ¢ o valor
médio das amostras obtido pelo método comparativo; S, ¢ a estimativa do desvio padrao
agregado; SD ¢ o desvio padrao amostral € n ¢ o numero de repetigoes.

Para a amostra de cépsula, a concentragio de vB2 determinada pelo método
voltamétrico foi de 1,31 mg capsula!' (n = 3, RSD = 5,10%), enquanto que de acordo com o
método espectrométrico foi de 1,28 (n =3, RSD = 7,50%). Para a amostra de liquido
sublingual, a concentracdo de vB2 determinada pelo método voltamétrico foi de 1,60 mg
mL™! (n =3, RSD = 1,16%), enquanto que o método espectrométrico encontrou 1,70 mg mL"

(n =3, RSD = 4,41%).

Tabela 5 — Resultados obtidos para quantificacdo de vB2 nas amostras de capsula e liquido
sublingual pelo método voltamétrico e pelo espectrométrico.

Amostra Capsula Liquido Sublingual
Valor rotulado 1,3 (mg capsula™) 1,7 (mg mL™")

Técnica SWV Fluorescéncia SWV Fluorescéncia
Valor medido? 1,31 +0,07 1,28 0,10 1,60 +0,02 1,70 0,07

Er (%)® +2,34 -5,88

tealculado® 0,23 0,80

Fealculado? 2,06 16,26

an =3.P E, = erro relativo entre as técnicas. © feitico = 2,78. 9 Ferttico = 19,00.

O teste F foi aplicado para comparar a precisdo entre os resultados obtidos pelo
método voltamétrico e espectrométrico. Os valores de F calculado sdo exibidos na Tabela 5.
Para as amostras, os valores de F calculado foram inferiores ao Feritico (19,00 para 2 graus de
liberdade com 95% de confianga), indicando que ndo houve diferenca significativa entre a
precisdo dos dados obtidos por ambos os métodos.

Para a comparacao das médias fornecidas pelos métodos, foi aplicado o teste ¢ de
Student. O valor de ¢ tabelado € obtido a partir da tabela de distribui¢do de Student para (n; +
n2 — 2) graus de liberdade e nivel de confianca de 95%. Os valores de ¢ para as amostras sdo
encontrados na Tabela 5. Todos os valores de fcalculado foram inferiores ao valor de fcritico,

indicando que ndo houve diferenca significativa entre as médias obtidas pelos dois métodos.
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5.7.2 Determinacio de vB6

O eletrodo impresso foi também aplicado na determinacao de vB6 nas amostras dos
dois suplementos alimentares: cédpsulas de suplemento de vitamina B e suplemento vitaminico
liquido sublingual. Foi usado o método da adi¢do de padrdo para a determinacdo de vB6 nas
amostras.

Para as amostras de capsulas, os voltamogramas de onda quadrada de uma das
replicatas podem ser observados na Figura 31A , contendo o branco (curva a), a amostra
(curva b) e a amostra somado a solugdo padrio de vB6 (curvas c-¢). E possivel observar que a
corrente de pico aumentou linearmente conforme aumentou a concentracdo de vB6. Dessa
forma, a curva de adi¢do de padrdo pode ser construida e ¢ mostrada na Figura 31B. Pela
extrapolacdo da curva de adi¢do de padrio ¢ possivel obter o valor de 0,77 mmol L™ de vB6
no eletrodo. Considerando a diluigdo feita na preparagao da amostra (Secao 4.4), foi calculado

o valor de 7,72 pmol ou 1,31 mg de vB6 por cépsula.

Figura 31 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para: (a) branco, (b) amostra de capsula, e
(c-e) amostra somado a solugdo padrio de vB6 de 0,4 a 1,2 mmol L™! em solugdo tampdo
Mcllvaine 0,1 mol L™! pH 4,0, empregando o eletrodo descartavel. (B) Curva de adi¢io de
padrao para a amostra de capsula.; f=80 Hz, a = 60 mV e AEs =5 mV.
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Os voltamogramas de onda quadrada de uma das replicatas para as amostras de
liquido sublingual podem ser observados na Figura 32A, contendo o branco (curva a), a
amostra (curva b) e a amostra somado a solu¢io padrio de vB6 (curvas c-e). E possivel
observar que a corrente de pico aumentou linearmente conforme aumentou a concentracao de

vB6. Dessa forma, a curva de adicdo de padrao pode ser construida e ¢ mostrada na Figura
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32B. Pela extrapolacdo da curva de adi¢do de padrdo ¢ possivel obter o valor de 0,59 mmol
L' de vB6 no eletrodo. Considerando a diluigdo feita na prepara¢io da amostra (Se¢do 4.4),

foi calculado o valor de 11,8 umol ou 1,99 mg de vB6 por mililitro.

Figura 32 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para: (a) branco, (b) amostra de liquido
sublingual, e (c-e) amostra somado a solucio padrdo de vB6 de 0,4 a 1,2 mmol L™! em
solugdo tampdo Mcllvaine 0,1 mol L™! pH 4,0, empregando o eletrodo descartavel. (B) Curva
de adig¢do de padrao para a amostra de liquido sublingual.; /=80 Hz, a = 60 mV e AEs =5

mV.
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A inclinagdes das curvas de adi¢do de padrdo (21,3 e 20,2 mmol L!) foram bem
similares aquela obtida pela curva de calibracdo (21,4 mmol L), indicando que ndo houve
interferéncia pelos componentes da matriz na determinac¢do de vB6 pelo método voltamétrico.

O método voltamétrico foi comparado a um segundo método com o objetivo de
averiguar sua exatiddo. Para a determinacdo das amostras foi usado o método da adicdo de
padrao.

Para a amostra de capsulas, os espectros de fluorescéncia e curva de adigdo de padrao
podem ser observados na Figura 33A. Pela extrapola¢do da curva de adi¢do de padrdo na
Figura 33B, foi encontrada uma concentragio de 8,00 pmol L' na aliquota. Levando em
consideragdo a diluigdo da amostra, foi calculado o valor de 8,75 pumol ou 1,48 mg por

capsula.
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Figura 33 — (A) Espectros de fluorescéncia para solugdo padrdo de vB6: (a) amostra de
capsula e (b-d) amostra somado a solucdo padrio de vB6 de 4,0 a 8,0 umol L' em 4gua

ultrapura. (B) Curva de adig¢@o padrao para a amostra de cépsula.
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Para a amostra de liquido sublingual, os espectros de fluorescéncia e a curva de

adi¢do de padrao podem ser observados na Figura 34A. Pela extrapolacdo da curva de adi¢ao

de padrio na Figura 34B, foi encontrada uma concentracio de 6,38 pumol L' na aliquota.

Considerando a diluigdo € possivel obter o valor de 12,9 umol ou 2,19 mg por cépsula.

Figura 34 — (A) Espectros de fluorescéncia para solu¢do padrao de vB6: (a) amostra de
liquido sublingual e (b-d) amostra somado a solugio padrdo de vB6 de 2,0 a 6,0 umol L™ em
agua ultrapura. (B) Curva de adi¢do de padrdo para a amostra de liquido sublingual. (n =3).
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Os resultados do método voltamétrico e espectrométrico foram sintetizados na

Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultados obtidos para quantificacdo de vB6 nas amostras de capsula e liquido
sublingual pelo método voltamétrico e pelo espectrométrico.

Amostra Capsula Liquido Sublingual
Valor rotulado 1,3 (mg/céapsula) 2,0 (mg/mL)

Técnica SWV Fluorescéncia SWV Fluorescéncia
Valor medido? 1,35 +0,194 1,43 +0,131 1,82 +0,124 2,19 +0,111

Er (%)° -5,59 -16,9

tealculado® 0,30 1,93

Fealculado? 2,19 1,24

an =3.P E, = erro relativo entre as técnicas. © feitico = 2,78. 9 Ferttico = 19,00.

O teste F foi usado para fazer a comparagao da precisdo entre os resultados obtidos
pelo método voltamétrico e o espectrométrico. Os valores de F calculado sdo exibidos na
Tabela 6. Para ambas as amostras, os valores de F calculado foram inferiores ao Feritico (19,00
para 2 graus de liberdade com 95% de confianga), indicando que ndo houve diferenga
significativa entre a precisao dos dados obtidos.

Para a comparagdo das médias fornecidas pelos métodos, foi aplicado o teste ¢ de
Student. Os valores de ¢ para as amostras sdo encontrados na Tabela 6. Todos os valores de
fealculado fOoram inferiores ao valor de feitico, indicando que ndo houve diferenca significativa

entre as médias obtidas pelos dois métodos.
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6 CONCLUSAO

Foi produzido um novo eletrodo descartavel a base de grafite em substrato de papel e
modificado com magnetita para a determinagdo das vitaminas B2 e B6 em amostras de
suplementos alimentares comerciais. Uma tinta foi desenvolvida com verniz e grafite para a
manufatura dos eletrodos descartaveis. A superficie dos eletrodos foi caracterizada por SEM,
EIS e CV, comprovando que a modificagdo com magnetita foi efetuada e ofereceu uma
vantagem analitica ao detector, tornando a anélise mais sensivel.

A metodologia para a quantificacdo de vitaminas B2 e B6 foi desenvolvida através
da técnica de voltametria de onda quadrada usando os seguintes parametros: f'= 30 Hz, a = 80
mV e AEs =2 mV para a vB2 em solugio tampio B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0) e f= 80 Hz, a =
60 mV e AEs = 5 mV para a vB6 em solucdo tampdo Mcllvaine 0,1 mol L' (pH 4,0).
Posteriormente, as curvas de calibragdao foram construidas na faixa de concentragdo de 2,0 até
20,0 pmol L™! (R? = 0,999) e LOD de 308 nmol L™! paraa vB2 € 0,2 a 2,0 mmol L™ (R? =
0,999) e LOD de 29,5 pmol L™! para a vB6.

Amostras de suplementagdo alimentar foram quantificadas quanto a concentragao de
vB2 e vB6 e os resultados foram comparados aqueles obtidos pelo método de espectrometria
de fluorescéncia. A comparacao entre os métodos foi feita usando as ferramentas estatisticas
teste ¢ de Student e teste F. Para ambas as amostras e as vitaminas, ndao houve diferenga
significativa em relacdo a precisdo e exatiddo entre os valores obtidos pelos dois métodos.

Os LODs obtidos para o eletrodo de papel se mostraram proximos aqueles obtidos
por outros autores para eletrodos populares. Levando em consideragcdo as caracteristicas do
eletrodo de papel como descartabilidade e alta portabilidade, o eletrodo ¢ qualificado como
um excelente sensor in situ.

Dessa forma, todos os objetivos estabelecidos foram cumpridos. A determinagdo de
vB2 e vB6 nas amostras selecionadas pelo eletrodo descartavel foi satisfatoria, colocando o

método como perspectiva para determinacao de novos analitos.
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