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RESUMO

Este trabalho relata a preparagdo, caracterizacdo e aplicacdo de dois novos
eletrodos modificados com nanoparticulas estabilizadas em polimeros de
silsesquioxano para a determinagdo eletroanalitica de anti-inflamatorios nao
esteroidais. O primeiro eletrodo proposto consiste na modificacdo de um eletrodo
de carbono vitreo (GCE) com um filme de nanoparticulas de paladio (PdNPs)
estabilizadas no polimero cloreto de 3-n-propil(4-metilpiridinio) silsesquioxano
(Si4Pic"™NO;") empregado para determinar nimesulida. A sintese das PdNPs foi
realizada utilizando como percursor acetato de paladio, como agente redutor
borohidreto de sddio e como estabilizante o polimero Si4Pic'NO;™. As PdNPs
foram caracterizadas pelas técnicas de UV-Vis, microscopia eletronica de
transmissao, espalhamento de raios X a baixo angulo e potencial zeta. Apos
modificada com a dispersdo de PdNPs, a superficie do GCE foi caracterizada
usando a técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica. Com o método
eletroanalitico otimizado utilizando solugio tampao fosfato de sédio 0,4 mol L™!
(pH 6,5) e voltametria de pulso diferencial, construiu-se as curvas de calibracdo
na faixa de 5 a 60,0 pmol L', obtendo o limite de detec¢iio no valor de 2,0 umol
L!. Ainda, com objetivo de realizar determina¢des em concentracdes mais
baixas, uma etapa de pré-concentracdo foi desenvolvida com faixa linear de 0,13
a 1,87 umol L™! e limite de deteccdo de 39 nmol L'. Além disso, o eletrodo
modificado demonstrou repetibilidade e sensibilidade adequada para ser aplicado
com sucesso na determinagao de nimesulida em amostras de soro simulado, urina
sintética e amostras de agua de rio. O novo sensor apresentou boa exatidao e
concordancia com resultados do método comparativo. O segundo eletrodo
modificado proposto neste trabalho foi um GCE modificado com nanoparticulas
de cobaltita de niquel e didxido de titanio (NiCo0204:TiO;) estabilizadas no
polimero de cloreto de 3-m-propil-4-(dimetilamino)piridinio silsesquioxano
(Si4DMAP'CI). As nanoparticulas de NiC0204:TiO, foram caracterizadas por
espectroscopia de infravermelho e difracdo de raios X. Este novo eletrodo
modificado teve sua superficie caracterizada por voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica. Em seguida, foi aplicado na
determinacdo de naproxeno. Apos a otimizagdo do método empregando
voltametria de pulso diferencial, a curva de calibragao foi construida na faixa de
0,3 a 4,5 umol L™, utilizando como eletrdlito suporte tampiao PBS 0,1 mol L'
(pH 4,0). O limite de deteccdo obtido foi de 0,11 pmol L™! e atingiu-se uma boa
repetibilidade entre as medidas. Por fim, a determinagdo de naproxeno foi
realizada também em amostras de urina sintética e amostras ambientais de dgua
de rio. Dessa maneira, verifica-se neste estudo o desenvolvimento de dois novos
métodos possiveis de serem empregados no monitoramento biolégico e ambiental
de dois diferentes anti-inflamatorios nao esteroidais.

Palavras-chave: Eletroanalitica. Eletrodo modificado. = Nanoparticulas.
Nimesulida. Naproxeno.



ABSTRACT

This study reports the preparation, characterization and application of two new
electrodes modified with nanoparticles stabilized in silsesquioxane polymers for
the electroanalytical determination of non-steroidal anti-inflammatory drugs. The
first proposed electrode consists of the modification of a glassy carbon electrode
(GCE) with a film of palladium nanoparticles (PdNPs) stabilized in the polymer
3-n-propyl(4-methylpyridinium) silsesquioxane chloride (Si4Pic'NO3") used to
determine nimesulide. The synthesis of PANPs was performed using palladium
acetate as precursor, sodium borohydride reducing agent and stabilizing agent
Si4Pic'™NO; ~ polymer. PdNPs were characterized by UV-Vis, transmission
electron microscopy, small angle x-ray scatteringand zeta potential. After
modified with the dispersion of PANPs, the surface of the GCE was characterized
using the electrochemical impedance spectroscopy technique. With the optimized
electroanalytical method using 0.4 mol L™! sodium phosphate buffer solution (pH
6.5) and differential pulse voltammetry, calibration curves were constructed in
the range from 5 to 60.0 pmol L', obtaining the limit of detection of 2.0 pmol
L!. Also, in order to determine lower concentrations, a pre-concentration step
was developed with a linear range from 0.13 to 1.87 pmol L™! and a detection
limit of 39 nmol L°'. Furthermore, the modified electrode demonstrated
repeatability and adequate sensitivity to be successfully applied in the
determination of nimesulide in simulated serum samples, synthetic urine and
river water samples. The new sensor showed good accuracy and agreement with
the results of the comparative method. The second modified electrode proposed
in this work was a GCE modified with titanium dioxide-doped nickel cobaltite
nanoparticles (NiC0204:TiO2) stabilized in 3-n-propyl-4-(dimethylamino)
pyridinium chloride polymer silsesquioxane (Si4DMAP'CI). NiC0204:TiO;
nanoparticles were characterized by infrared spectroscopy and X-ray diffraction.
This new modified electrode had its surface characterized by cyclic voltammetry
and electrochemical impedance spectroscopy. Then it was applied to the
determination of naproxen. After optimizing the method using differential pulse
voltammetry, the calibration curve was constructed in the range from 0.3 to 4.5
pmol L™!, using PBS 0.1 mol L™! (pH 4.0). The detection limit obtained was 0.11
umol L™! and a good repeatability between measurements was achieved. Finally,
the determination of naproxen was also performed on synthetic urine samples and
environmental samples of river water. Thus, in this study, the development of
two new methods that can be used in the biological and environmental
monitoring of two different non-steroidal anti-inflammatory drugs is
demonstrated.

Keywords: Electroanalytical. Modified electrode. Nanoparticles. Nimesulide.
Naproxen.
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APRESENTACAO

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (NSAIDs do inglés, Non-steroidal anti-
inflammatory drugs) sdo medicamentos geralmente usados para reduzir a dor e
inflamacao resultantes de diversos tipos de lesdes, pois possuem propriedades anti-
inflamatorias, analgésicas e antipiréticas. Alguns dos efeitos colaterais, devido ao mau
uso ou quantidades excessivas destas drogas, estdo relacionados com disturbios
gastrointestinais, ulceracao intestinal, disfuncdo renal, dentre outros. Além disso, o uso
e o descarte descontrolado desses medicamentos em esgotos levam ao aparecimento
generalizado de poluentes emergentes no meio ambiente. Neste contexto, torna-se
importante o desenvolvimento de métodos para determinacdo de NSAIDs em amostras
bioldgicas, bem como para monitorar aguas residuais e de superficie.

O uso de métodos baseados em técnicas eletroanaliticas ¢ consolidado para a
determinacdo dos mais diversos compostos organicos. No entanto, para melhorar as
propriedades como seletividade e sensibilidade, pode-se modificar superficies
eletrodicas com a incorporacdo de nanomateriais, onde ha um efeito atrelado ao
aumento da area superficial ativa, com aumento da velocidade de transferéncia de
carga. Ainda, a fim de prevenir o possivel processo de aglomeracdo das nanoparticulas,
faz-se necessaria a adicdo de estabilizantes em sua sintese. Polimeros do tipo
silsesquioxanos i0nicos sdo frequentemente utilizados na estabilizacdo de
nanoparticulas, devido a presenga de cargas em sua estrutura, além de possuirem
capacidade de formar filmes estaveis sobre a superficie de eletrodos. Em vista disso, o
objetivo deste trabalho ¢ construir eletrodos modificados com nanoparticulas metalicas,
estabilizadas em polimeros do tipo silsesquioxano para a determinacdo de farmacos da
classe dos NSAIDs — nimesulida e naproxeno — em amostras biologicas e ambientais.

Para fins de apresentacdo, esta tese foi dividida em cinco capitulos. O Capitulo 1
apresenta a revisdo bibliografica dos temas contemplados no trabalho. No Capitulo 2
apresenta-se o objetivo geral e os objetivos especificos desta pesquisa. J4 no Capitulo 3
sdo descritos os materiais e procedimentos empregados durante o trabalho. O Capitulo
4 apresenta os resultados e discussdo acerca dos experimentos realizados para
determinagdo de nimesulida. E por fim, no Capitulo 5 sdo descritos os resultados para

determinagdo de naproxeno.



CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (NSAIDs — do inglés, non-steroidal anti-
inflammatory drugs) constituem uma classe de farmacos de composi¢do quimica
diversa, geralmente acidos organicos fracos que consistem de um ou mais anéis
aromaticos ligados a um grupamento acido funcional [1]. Essa diversidade quimica dos
NSAIDs ¢ responsavel pela ampla variedade de caracteristicas farmacocinéticas. A
maior parte desses medicamentos € bem absorvida por via oral, e a sua
biodisponibilidade nao ¢ consideravelmente modificada pela presenca de alimentos [2].
Além disso, de forma geral, os NSAIDs possuem trés caracteristicas comuns:
propriedades farmacologicas basicas idénticas, mecanismos de agdo semelhantes e
efeitos colaterais similares [3].

Os NSAIDs apresentam propriedades anti-inflamatorias (que modificam a reacao
inflamatodria), analgésicas (que reduzem certos tipos de dores) e antipiréticas (que
reduzem a temperatura corpdrea elevada).Por isso sdo as drogas de primeira escolha no
tratamento da inflamagdo, dor e edema, como também nas osteoartrites, artrite
reumatoide e disturbios musculo-esqueléticos [4,5].

O mecanismo de agdo dos NSAIDs baseia-se na inibicdo de um grupo de enzimas,
as ciclooxigenases (COXs), reduzindo assim a sintese de prostaglandinas — que sao
mediadores pro-inflamatérios derivados do acido araquidonico — e diminuindo a
intensidade do processo inflamatério [6]. Dessa forma, as propriedades farmacologicas
dos NSAIDs provém de sua capacidade de inibir a COXs.

Além disso, os NSAIDs pertencem a um grupo de medicamentos amplamente
prescritos, que também estao disponiveis como medicamentos de venda livre [7]. No
entanto, seu uso pode envolver diversos efeitos colaterais como: toxicidades
gastrointestinais, riscos cardiovasculares, lesdes renais e hepatotoxicidade, bem como
hipertensao e outros disturbios menores [8].

De acordo com a estrutura molecular dos NSAIDs, eles podem ser divididos em
varias classes: derivados de 4cido salicilico, derivados de indol, acidos
heteroarilacéticos, 4acidos arilpropionicos, &acidos enolicos, dentre outros cujas

estruturas moleculares podem ser vistas no Quadro 1 [9].
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Quadro 1. Classes de alguns NSAIDs e suas estruturas quimicas.
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A ocorréncia de residuos de NSAIDs no meio ambiente tem chamado bastante
atengdo, uma vez que estes fAirmacos nao sdo totalmente eliminados nas estagdes de
tratamento de esgoto e assim, sdo posteriormente langados nos mananciais ambientais
em sua forma nativa ou como metabolitos [10].

Ainda, essa classe de farmacos sdo um dos grupos de micropoluentes mais
comumente relatados em 4guas superficiais [11]. De acordo com as pesquisas de
monitoramento recentes, a concentragdo de NSAIDs no ecossistema de agua doce esta
entre ngL ™! a mgL !, causando riscos potenciais para diferentes organismos aquaticos
[12,13]. Estudos comprovam que a presenca de NSAIDs em ambientes aquaticos tais
como rios e estacdo de tratamento de esgotos, ou solo, tem potencial para alterar a
diversidade, composicdo da biomassa, reagdes bioquimicas, atividade metabolica e
enzimatica da comunidade microbiologica [14].

Dentre os NSAIDs mais recorrentemente detectados no ambiente incluem
diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno e cetoprofeno, reconhecidos como potenciais
contaminantes emergentes [15], uma vez que observa-se nesses fArmacos uma grande
capacidade de difundir passivamente através de membranas bioldgicas, com elevada
persisténcia em ambientes aquaticos [16]. A ocorréncia desses NSAIDs em aguas
superficiais ja foi relatada em diferentes paises como Canada, China, Costa Rica,
Franca e Grécia [17-21]. Petrie et al. também relataram recentemente a presenca de
ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, entre outros farmacos, em aguas residuais e aguas
superficiais no Reino Unido, na faixa de 0,17 a 0,37 ugL ™' [22].

Eslami et al. analisaram anti-inflamatdrios ndo esteroidais em aguas superficiais,
agua potavel e aguas residuais do Ird. Uma extragdo em fase solida (SPE—do inglés,
solid phase extraction) seguida por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa foi usada na determinag¢ao dos produtos farmacéuticos: ibuprofeno, naproxeno,
diclofenaco e indometacina. O ibuprofeno foi encontrado na maioria das amostras e
apresentou a maior concentracdo. J4 as maiores concentracdes de NSAIDstotais (na
faixa de pgL™') foram encontradas naestacio de tratamento de 4gua municipal e
hospitalar. Além disso, todos os NSAIDsestudados foram detectados em amostras de
dgua da torneira, no entanto, a concentragdo encontrada foi muito baixa e os valores
maximos estdo na unidade de ngL ! [23].

No Brasil, Miranda et al. detectaram nimesulida em amostras de efluentes em

niveis de concentragdo variando na faixa de 101,7 a 385 ugL™'. Sendo essa a primeira
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evidéncia sobre ocorréncias de NIM em matrizes ambientais no entorno do reservatorio

do Lago de Itaipu [24].

NIMESULIDA

A nimesulida (NIM), denominada pela IUPAC como N-(4-nitro-2-
fenoxifenil)metanossulfonamida (Fig. 1),pertence a classe de anti-inflamatérios nao
esteroidas[25]. Apresenta-se na forma de um p6 amarelo palido, cristalino, levemente
untuoso ao tato, inodoro e ndo higroscopico. E um acido fraco, insolivel em agua,
pouco soluvel em etanol e facilmente solivel em acetona[26,27]. O valor de pKa da
NIM ¢ 6,46, o que ¢ muito importante para a tolerancia gastrica[28].

Assim como outros fArmacos pertencentes a classe dos NSAIDs, a NIM também
atua como um inibidor seletivo da enzima da sintese de prostaglandina, a COX. In vitro
e in vivo a nimesulida preferencialmente inibe a enzima COX-2, a qual ¢ liberada
durante a inflama¢ao, com menor atividade sobre a COX-1, a qual atua na manutengao
da mucosa gastrica[29,30]. Devido a essas agdes, os efeitos anti-inflamatorios,
analgésicos e antipiréticos sdo as principais propriedades da NIM, sendo usado para

tratar dor aguda, osteoartrite dolorosa e dismenorreia primaria[31,32].

Figura 1. Representacdo da estrutura quimica da nimesulida (N-(4-nitro-2-fenoxifenil)

metanossulfonamida)

O O

CH;

N\

a
%
HN

O

NO,
Fonte: O autor.

A NIM ¢ metabolizada no figado e o seu metabdlito principal, 4-hidroxi-
nimesulida, também ¢ farmacologicamente ativo e ¢ o unico metabolito encontrado no

plasma, apresentando-se quase que completamente conjugado. O intervalo para



27

aparecimento da hidroxinimesulida na circulagdo ¢ curto (cerca de 0,8 horas) mas a sua
constante de formag¢do ndo ¢ alta e ¢ consideravelmente menor que a constante de
absorcdo da nimesulida [26].0 efeito adverso mais relevante relacionado a nimesulida
¢ a hepatotoxicidade. Por isso, alguns paises europeus, como o Reino Unido e
Republica da Irlanda, proibiram o uso de NIM devido aos comprovados riscos
associados a insuficiéncia hepatica [33,34]. A excre¢do da NIM ocorre principalmente
na urina, mas apenas 1 a 3% ¢ excretado como composto inalterado e cerca de 30% da
dose ¢ excretada nas fezes ap6s o metabolismo [6].

H4 uma preocupacdo com a poluicdo ambiental relacionada a esse medicamento,
devido tanto a sua excre¢do por humanos como também ao descarte indevido pelas
industrias farmacéuticas, podendo se acumular no solo e principalmente nos recursos
hidricos [35-37]. Assim, o desenvolvimento de métodos rapidos e sensiveis para
detectar NIM em amostras bioldgicas, bem como, em amostras ambientais tornam-se
necessarios para auxiliar tanto em diagnosticos clinicos, como no monitoramento de
efluentes. Nos ultimos anos, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos neste sentido.

Vérios métodos utilizando as mais variadas técnicas ja foram relatados para a
determinagdo de NIM, incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — do
inglés, high performance liquid cromatography) com detector de arranjo de diodos
[38], eletroforese capilar (CE — do inglés, capillary electrophoresis) com detector UV
[39,40], fluorescéncia [41], espectrometria de infravermelho [42] e voltametria
empregando diferentes eletrodos de trabalho [43—45].

O desenvolvimento de diferentes tipos de sensores para analises farmacéuticas e
ambientais tornou-se uma area de pesquisa bastante ativa e robusta. Em comparacao
com outros métodos instrumentais, os que utilizam sensores eletroquimicos apresentam
algumas caracteristicas vantajosas uma vez que sao economicamente mais baratos,
faceis de operar e proporcionam alta sensibilidade e seletividade para analise[46].

Nesse caso, a determinagdo de nimesulida por voltametria pode ser realizada por se
tratar de uma molécula eletroativa, conforme mostrado na Figura 1, a NIM apresenta
um grupo nitro (-NO2) que pode sofrer processos de reducdo e um grupo -NH que pode
sofrer processos de oxidacao.

Miranda et al. aplicaram a voltametria de pulso diferencial com redissolugao
catddica para determinagdo de NIM em aguas do lago Itaipu. Para isso, utilizaram um

eletrodo de gota de merctrio pendente (HMDE — do inglés, hanging mercury drop



28

electrode), 60 s de tempo de pré-concentracdo e obtiveram valores de LOD e LOQ de
0,15 ugL'e 0,50 ugL !, respectivamente [24].

Também utilizando um eletrodo HMDE, Ribeiro et al. estudaram comportamento
eletroquimico e desenvolveram um método para detec¢do de nimesulida e ofloxacina
em formulagdes farmacéuticas — comprimidos, solu¢do oral e solugdo oftalmica —
empregando voltametria de onda quadrada (SWV — do inglés, square wave
voltammetry) [47].

A eletro-oxidacdo da NIM foi investigada por Malode et al. empregando
voltametria de pulso diferencial (DPV — do inglés, differential pulse voltammetry) e
voltametria ciclica (CV — do inglés, cyclic voltammetry) em diferentes valores de pH
no eletrodo de ouro. O processo de oxidagao foi irreversivel e exibiu um
comportamento controlado por difusdo, com um LOD de 1,11 x 10 mol L', Esse
método proposto foi aplicado para determinagdo quantitativa em produtos
farmacéuticos e também para a deteccao de nimesulida em,m urina como amostra real

[48].

NAPROXENO

O naproxeno (NPX), acido 2-(6-metoxinaftalen-2-il) propandico (Fig. 2), também
¢ um importante anti-inflamatério nao esteroidal que apresenta agdo analgésica,
antipirética e anti-inflamatéria[49]. E um medicamento amplamente prescrito para
proporcionar alivio da artrite reumatoide, alivio dos sintomas nas crises agudas de gota

e outras doengas reumaticas inflamatoérias [50].

Figura 2. Representagdo da estrutura quimica do naproxeno (4cido 2-(6-

metoxinaftalen-2-il) propandico)

CHs;
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Fonte: O autor.
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O NPX ¢ metabolizado no figado e eliminado na forma inalterada (10% da dose)
ou como metabolitos (60% da dose) pela urina e fezes [13]. A principal via de
metaboliza¢do do naproxeno ¢ a hidroxilagdo, resultando no O-desmetilnaproxeno, seu
principal metabolito [51].

As vantagens do NPX sdo sua rapida absor¢ao e longa duracao de agdo, que resulta
de seu longo tempo de meia-vida (aproximadamente 13h). E o medicamento
preferencial para o tratamento da osteoartrite em pacientes de alto risco cardiovascular,
pois, ao contrario de outros NSAIDs, inclusive os seletivos, quando usado em altas
doses apresenta menor risco [52,53]. Essas vantagens, juntamente com o fato que o
NPX pode ser adquirido sem receita médica, justificam sua popularidade no mercado
farmacéutico, uma vez que hd mais de 40 anos mantém uma posi¢ao forte em relagao a
outros NSAIDs [54,55]. Essa popularidade do NPX no tratamento da dor resultou em
sua ocorréncia no ambiente [54,56,57].

A nocividade da presenca do NPX no ambiente ¢ comumente associada ao seu
potencial efeito de desregulador endodcrino, onde o firmaco atua principalmente no
sistema tireoidiano quando o organismo foi submetido a uma longa exposi¢ao ao
farmaco, levando a bioacumula¢ao e declinio nos niveis dos hormonios triiodotironina
e tiroxina [58].

Um artigo de revisdao de 2016 mostrou que o NPX foi detectado em aguas
superficiais, subterraneas e/ou aguas de torneira ou potavel de 45 paises em todo o
mundo, com concentracgdes entre 0,050 ugL ! e 32 pgL ™! [59]. O NPX foi detectado em
dguas superficiais em concentra¢des de até 32 pgL™' no Paquistio, 4,5 mgL™! no
Canad4, 0,328 mgL ! na China e 0,24 mgL ! no Japdo [60—62].

Além disso, investigacdes das dguas da Unido Europeia indicaram que a
concentracdo de naproxeno em estagcdes de tratamento de dguas residuais e em aguas
superficiais excede a concentracdo recomendada pela Agéncia Europeia de
Medicamentos em 10 a 500 vezes [63].

Diversos métodos eletroanaliticos sdo relatados para a determinagdo de NPX em
amostras ambientais, bem como em formulagdes farmacéuticas. Hendawy et al
desenvolveram um método eletroanalitico para determinagdo de NPX em formulagdes
farmacéuticas e fluidos bioldgicos na presenga de seu produto de degradagdo. Para isso,
construiram eletrodos de pasta de carbono (CPE — do inglés, carbon paste electrode)
modificados com diferentes materiais nanométricos de carbono: carbono vitreo em po,

nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTs — do inglés, multi-walled
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carbon nanotubes), nanotubos de paredes simples (SWCNTs — do inglés, single-walled
carbon nanotubes), nanofolhas de grafeno e 6xido de grafeno. Dois picos de oxidacao
anodica foram registrados em +0,89 e +1,18 V, apesar da fotodegradagdo do NPX ter
resultado no desaparecimento do pico de oxidacdo em +1,18 V, foi possivel a
determinagdo de NPX na presen¢a de seu produto de degradagdo obtendo um LOD de
6,25 umol L™! [64].

Um sensor fotoeletroquimico foi fabricado com filme de vanadato de bismuto
modificado com o6xido de cobre, formando o nanocomposito BiVO4/CuO, para a
determinacdo de naproxeno em amostras de esgoto. A fotocorrente gerada foi
proporcional a concentragio de NPX na faixa de 20 nmol L™ a 480 nmolL™!. O limite
de detecgdo obtido foi de 5 nmol L™! e os percentuais de recuperagdo ficaram acima de
95 % [58].

A eletrooxidacdo do NPX foi estudada utilizando eletrodo de diamante dopado
com boro por voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial em meio ndo
aquoso por Suryanarayanan et al. Os resultados que os autores obtiveram foram
comparados com GCE nas mesmas condi¢des. O eletrodo de diamante dopado com
boro forneceu voltamogramas ciclicos bem resolvidos e altamente reprodutiveis
quando comparado ao GCE (do inglés Glassy Carbon Electrode). Além disso, a técnica
de DPV foi capaz de determinar as concentracdes de NPX na faixa de 0,5 a 50 mmol L~
! com limite de detecgdo de 30 nmol L™!. Por fim, os autores relataram que rapidez,
precisdo e boa seletividade também foram obtidas para a determinacdao de NPX em

formulagdes farmacéuticas [65].

ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Um eletrodo quimicamente modificado (CMEs — do inglés, chemically modified
electrode) pode ser definido como um material condutor ou semicondutor que foi
recoberto com uma espécie quimica monomolecular, multimolecular, idnica ou por
filmes poliméricos que alteram uma ou mais propriedades eletroquimicas, dpticas ou
outras propriedades da interface eletrodo-solugdo [66,67]. Nos ultimos anos, os CMEs
tém atraido atengdo devido as suas potenciais aplicagdes em vdrias andlises e sua

relativa facilidade de fabricacdo e regeneracao [68].
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O principal objetivo de modificar a superficie de eletrodos ¢ melhorar alguma(s)
propriedade(s) eletroquimica(s), a qual normalmente ndo ¢ possivel ou ¢ dificultada
quando utilizados eletrodos convencionais, como por exemplo, a eletrocatalise [69].
Como se trata de uma reacao (na superficie do eletrodo) envolvendo transferéncia de
elétrons, a eletrocatdlise reduz a energia de ativacao da reacdo, fazendo com que o
sistema redox seja capaz de realizar a troca de elétrons mais facilmente [70].

De maneira geral, superficies modificadas geralmente podem resultar em:

1. Transferéncia de propriedades fisico-quimicas do modificador para o eletrodo;
2. Atividade eletrocatalitica aprimorada devido ao uso de materiais com grande
area de superficie que, por sua vez, permite melhor sensibilidade;

3. Seletividade em relagdo ao analito devido a grupos funcionais imobilizados;

4. Cinética de difusdo rapida no caso de alguns materiais e

5. Extra¢do e acimulo de um analito no eletrodo[71].

Para a fabricagao de eletrodos quimicamente modificados, podem ser empregados

diversos substratos como os eletrodos metalicos e eletrodos a base de carbono. O
eletrodo de carbono vitreo (GCE — do inglés, glassy carbon electrode) tem sido
comumente usado como substrato para a fabricagdo de varios CMEs pois fornece uma
ampla janela de potencial com baixas correntes de fundo e ¢ quimicamente estavel[69].
Dentre os diversos métodos empregados para modificacao de eletrodos com
nanoparticulas metélicas, podem ser destacados as técnicas de drop coating,
eletrodeposicao e dipping.

A técnica drop coating ¢ um dos métodos mais utilizados, principalmente em
rotina de laboratdrio, para preparar a superficie de eletrodos quimicamente modificados
para posterior deteccdo quimica. Existem intimeros artigos de pesquisa relatando a
modificagdo de diferentes eletrodos com NPs usando este método. Um esquema
mostrando as etapas do processo ¢ exibido na Figura 3A. Durante esta técnica simples,
uma quantidade especifica de dispersao de NPs ¢ colocada na superficie do eletrodo e ¢
entdo deixada para secar em estufa. Este método oferece vantagens de curto tempo de
fabricacdo, nenhum dano de NPs e superficie do eletrodo, simplicidade e reutilizacao
[72,73].

Para a técnica de eletrodeposicdo (Figura 3B), o eletrodo ¢ mergulhado em uma
solucdo contendo um sal do metal desejado e entdo, um potencial fixo, corrente ou
mesmo voltametria ciclica ¢ aplicada ao eletrodo para reduzir os ions metalicos a metal

na superficie do eletrodo. Usando esta técnica para a sintese de NPs, nanoestruturas
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com tamanhos variaveis e composi¢cdo e morfologia bem definidas podem ser obtidas.
Porém, algumas desvantagens estdo associadas a esta técnica e incluem controle
deficiente sobre a distribui¢do de NPs e aglomeracao de NPs na superficie do eletrodo
[74].

O método de imersdo ou dipping também tem sido reconhecido como uma
abordagem simples para modificar eletrodos. Ele pode ser aplicado por imersao do
eletrodo em uma dispersao contendo as particulas de interesse, conforme ilustrado na
Figura 3C. A espessura do filme que revestird o eletrodo pode ser controlada pelo
tempo de imersdo, agitagdo e concentracdo de particulas na suspensdo. Embora este
método seja barato, simples e tenha um baixo desperdicio de material, uma
desvantagem do revestimento por imersdo ¢ que o processo € lento e muitas vezes

produz um revestimento parcial ou ndo homogéneo do substrato [75,76].

Figura 3. Ilustracdo esquematica das varias etapas de modificacdo do eletrodo com

NPs usando (A) drop coating, (B) eletrodeposicao e (C) dipping.
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O material utilizado na modificagdo do eletrodo pode desempenhar um papel
crucial na construcao de sensores eletroquimicos de alto desempenho. Os avancos em
nanociéncia e nanotecnologia incentivaram os pesquisadores a integrar diferentes
nanomateriais na fabricagdo de eletrodos para obter superficies mais sensiveis e com
seletividade mais aprimorada [77]. Este fato é evidente a partir do grande nimero de
publicacdes que surgiram nos ultimos anos relatando o uso de nanomateriais como
modificadores de eletrodos para sensoriamento eletroquimico.

Dentre os nanomateriais empregados na modificacao de sensores eletroquimicos,
destacam-se a incorporacdo de nanoparticulas metalicas a superficie do eletrodo. Os
processos de transferéncias de elétrons podem ser facilitados com a introdugdo de
certas nanoparticulas metalicas na interface de sensores eletroquimicos. Nesse caso, ha
um efeito adicional atrelado ao aumento da area superficial ativa, com aumento da

velocidade de transferéncia de elétrons, promovendo aumento de sensibilidade [78].

NANOPARTICULAS METALICAS NA ELETROANALISE

Em escala nanométrica, particulas metalicas podem apresentar propriedades fisicas
e quimicas distintas do metal de origem com dimensdes maiores que a nanoescala
(bulk), como por exemplo, propriedades Opticas, magnéticas e cataliticas[79].Em vista
disso, nanoparticulas metalicas (MNPs — do ingl€s, metal nanoparticles)apresentam
diversas utilidades, como agentes antibacterianos [80] em terapias de cancer [81] e
catalisadores de reagdes organicas [82], por exemplo.

Existem dois principais métodos pelas quais as MNPs podem ser preparadas,
esquematizados na Figura 4. O primeiro deles, chamado de método fisico (top down),
consiste na subdivisdo de metais, ou seja, as particulas sdo “quebradas” para formar
particulas menores até ficarem na escala nanométrica. Ja o segundo método, chamado
de método quimico (botton up), a formagdo de nanoparticulas ocorre com o
crescimento de particulas atdmicas obtidas a partir de precursores metalicos idGnicos ou

moleculares [83].
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Figura 4. Ilustracdo dos métodos fisico (top down) e quimico (botton up) de sintese de

MNPs.
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Fonte: Adaptado de VAZQUEZ, 2015, Elsevier, Nano-and Microwires.

As MNPs preparadas pelo método quimico, de modo geral, apresentam tamanho
menor e sao mais monodispersas que as obtidas com o método fisico. Sua etapa mais
importante € evitar que o crescimento prossiga, sendo entdo essencial, € necessario para
sintese, o controle da agregacdo dessas nanoparticulas [84].

Dentre os métodos quimicos para sintese de MNPs, esta a reducdo de sais
precursores de metais de transi¢ao, que ¢ um dos métodos mais classicos, desenvolvido
por Michael Faraday em 1857 [85]. O método se resume na adigdo de um agente
redutor ao precursor metalico, na presenga de um agente estabilizante. Nesse caso, o
tamanho final das MNPs depende de diversos fatores, por exemplo, concentracao,
temperatura e tempo de reacao, além do tipo de estabilizante, do sal metalico e do
agente redutor [86]. Podem ser utilizados diversos tipos de redutores, como borohidreto
de sddio, acido galico, citrato de sodio, entre outros.

Quando dispersas em solventes, nanoparticulas metédlicas formam suspensdes
coloidais, uma vez que a faixa de tamanho dessas particulas estd compreendida entre 1
nm e 1 pm. Acredita-se que uma das consequéncias mais importantes do tamanho
reduzido das MNPs, principalmente para catdlise, ¢ a maximizagdo da area superficial
pois os atomos da superficie normalmente exibem mais reatividade em comparacio
com os atomos do interior. Logo, a grande area de superficie significa que mais 4&tomos
sdo expostos para as interacdes [87]. Além disso, a utilizagdo de nanoparticulas
metalicas na fabricacdo de eletrodos pode melhorar a transferéncia de carga e, ao

mesmo tempo, pode atuar como eletrocatalisadores na determinacdo dos analitos [88].
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Para MNPs esféricas, o raio ¢ inversamente proporcional a razdo
superficie/volume. Desse modo, quanto menor a particula, maior a porcentagem de

atomos na superficie, conforme ilustrado pela Figura 5 [89].

Figura 5. Ilustragdo da diminui¢do percentual de 4&tomos na superficie com o aumento

do raio.
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Fonte: Adaptado de AIKEN et al., 1999. Copyright, 2022, Elsevier.

Além de novas propriedades adquiridas, as MNPs atraem interesse do ponto de
vista econdmico, pois custos podem ser reduzidos em comparagdo a eletrodos bare,
visto que apenas uma fracdo de material bulk ¢ necessaria para o preparo de
nanoparticulas metalicas.

Em relacao a determinacdao de NIM utilizando NPs na modificacao de eletrodos,
alguns trabalhos ja foram publicados, como o de Ghavami e Navaee que sintetizaram
nanoparticulas de carbeto de silicio (SiC) para modificar a superficie de um GCE e
investigar as propriedades eletroquimicas do farmaco NIM via voltametria e
cronoamperometria. A NIM sofreu redug¢do em pH 2 com um potencial que ¢
deslocado de —-526 mV (no GCE) para -387 mV no eletrodo modificado.
Simultaneamente, a sensibilidade ¢ aumentada por um fator de 5,8 ¢ o LOD foi de 30
nmol L~!. Esse novo sensor foi aplicado para a determinacio de NIM em amostras de
soro humano [45].

Um GCE modificado com NPs de 6xido de zinco dopado com bario foi usado para
estudar o comportamento eletroquimico da NIM e posteriormente aplicado para sua
determinacdo em comprimidos e urina. Nesse trabalho, Bukkitgar et al., constataram

que o processo que ocorre na superficie do eletrodo foi controlado por difusdao, em pH

7, e o LOD obtido foi de 1,79 nmol L' [44].
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Os mesmos autores, Bukkitgar et al., também sintetizaram nanoparticulas de TiO2
para modificar a superficie do eletrodo de GCE para investigar o comportamento de
oxidagdo da NIM utilizando CV e a técnica de DPV. Os LOD e LOQ obtidos foram de
3,37 nmol L™! e 11,2 nmol L™!, respectivamente. Além disso, eles observaram que dois
protons e dois elétrons estavam envolvidos no mecanismo de reacdo irreversivel e que
o0 processo era controlado por difusdo em pH 2 [43].

Ha poucos relatos na literatura para determinacdo de NPX empregando
nanoparticulas metalicas ou de 6xidos de metais.

Tashkhourian et al. desenvolveram um CPE que foi modificado com
nanoparticulas de ZnO e MWCNTs para a investigagdo da oxidagdo eletroquimica do
naproxeno em pH biologico. O estudo foi realizado por meio das técnicas de CV,
cronoamperometria € SWV. Naproxeno foi detectado em uma faixa de concentracio
linear de 1,0 x 10 mol L' a 2,0 x 10* mol L™! por SWV. O LOD obtido foi de 2,3
10"mol L™! e o eletrodo modificado mostrou boa seletividade em relagio ao naproxeno
na presenca de alguns cations inorganicos e agucares [90].

Um sensor eletroquimico modificado com nanoparticulas de ouro para analise da
composi¢do enantiomérica de NPX foi relatado por Afkhami et al. O método ¢ baseado
na diferenga entre as interacdes dos enantidmeros do NPX sobre uma superficie de
eletrodo de ouro modificado com nanoparticulas de ouro e monocamadas
automontadas (SAMs) de L-cisteina. SEM, CV e EIS foram utilizadas para estudar a
interagao enantiosseletiva entre a superficie quiral e os enantiomeros do NPX. Os
autores relataram que os resultados mostraram que o eletrodo modificado ¢ mais
estereosseletivo para S-NPX do que para R-NPX. Assim, a nova interface quiral foi
empregada para determinar os enantidmeros NPX dentro de misturas, medindo a
mudanca na corrente de pico com diferentes composi¢cdes de mistura. Por fim, os
resultados sugeriram que o biossensor quiral proposto com alta sensibilidade e
seletividade pode ser utilizado para o reconhecimento de enantidmeros do NPX [91].

A elevada d4rea superficial das nanoparticulas faz com que elas sejam
termodinamicamente instaveis em solug¢do, pois hd uma alta energia associada a sua
superficie. Como resposta, as mesmas tendem a formar aglomerados, atingindo um
estado energético mais favorecido [92]. Essa aglomeragdo ndo ¢ desejavel, pois pode
culminar na perda das novas propriedades apresentadas pelos materiais quando estes se

encontram em escala nanométrica. Com o objetivo de prevenir o processo de
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aglomeracdo, faz-se necessaria a adigdo de estabilizantes na sintese de nanoparticulas,
que atuam via trés mecanismos distintos, mostrados na Figura 6.

A. Estabilizagdo estérica: ocorre na presenca de macromoléculas organicas
ou polimeros volumosos adsorvidos na superficie das nanoparticulas;

B. Estabilizagdo eletrostatica: resultante da repulsdo couldmbica de uma
dupla camada de anions e cations que interagem com a superficie das
nanoparticulas;

C. Estabilizagdo eletroestérica: ao que se refere a combinagdo das outras
duas formas de estabilizacdo citadas acima, sendo utilizados como por

exemplo, polimeros que possuam cargas em sua estrutura [93].

Figura 6. Tipos de estabilizagdao de nanoparticulas, (A) estérica, (B) eletrostatica e (C)

eletroestérica.

e = s — i
B Aaal e “aa® a8
FLm B Lo ¢ __"\_
I_i' - +++ e - ‘._ ._|I" e q.+- .- \_.
e f B lle®f 362}
- ¥ o & -
'—, b g e J Fpat = .:
= o Bf VWOg a8f
oo o o Eete e
e 8 \"--._'.- -
Ci
4 4 - I -
= & 5 = =
."‘I - - :";\." et -
o - #
o +-1- Bl il +-'}- ++ » o
& T - - + -
= ,r," BEa B -f-r _ﬁ' B s
i e = Bpgt I E
- - -
Baal Tk & Al el S h
o T mLF

Fonte: Adaptado de SEHLLEIER et al., 2014. Copyright, 2022, Springer.



38

Portanto, existe a necessidade que haja uma estabilizacdo adequada para evitar o
processo de aglomeragdo, o que € possivel fazendo-se uso de agentes estabilizantes. A
escolha do estabilizante ¢ de fundamental importancia, pois no caso desse estar
associado fracamente ao metal, a estabilizacdo podera ser ineficiente e poderd ocorrer
agregacdo [94]. A eficacia desta estabilizacdo ocorre pela compensagdo das forgas
atrativas de van der Waals, forgas repulsivas e/ou eletrostaticas entre ions e contra ions
associados [93].

Dentre os estabilizantes existentes e reportados na literatura, podem-se citar
polimeros, tais como polivinilpirrolidona (PVP) [95],polietilenoimina (PEI) [96],
polietilenoglicol (PEG) [97], liquidos 10nicos[98], materiais derivados de grafeno [99]
e silsesquioxanos i0nicos [100]. Polimeros do tipo silsesquioxano podem estabilizar
nanoparticulas metalicas, com a capacidade de formar filmes estaveis em substratos
solidos, além de possuirem muitas aplicagdes como, por exemplo, na fabricacdo de

eletrodos modificados aplicados para fins eletroanaliticos.

SILSESQUIOXANO COMO ESTABILIZANTE DE NANOPARTICULAS
METALICAS

Materiais de silica se mostram suportes adequados para nanoparticulas metalicas,
por apresentarem caracteristicas proprias, tais como rigidez mecanica, inércia quimica,
estabilidade térmica, transparéncia dptica, entre outros [100].

Os silsesquioxanos sao uma classe de materiais hibridos organico-inorganico que
contém a estrutura repetida RSiO; 5 onde R ¢ um grupo orgénico ou H. Sdo compostos
por uma matriz inorganica baseada em silica e grupos pendentes orginicos que
permitem muitas funcionalidades, estdo estruturalmente representados na Figura 7

[101].
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Figura 7. Estrutura representativa de silsesquioxanos. Estrutura representativa de

silsesquioxanos.
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Fonte: Adaptado de KANEKO, 2018. Copyright, 2022, Elsevier.

Esses polimeros destacam-se na ciéncia dos materiais por suas multiplas
funcionalidades em diversas areas, como adsorcao [102], catalise [103] e eletroquimica
[104-106].

Também ja foi relatado que silsesquioxanos i6nicos podem ser usados como
estabilizadores de nanoparticulas metalicas [100]. Devido ao fato que esses materiais
hibridos contam com a presenca de um grupo organico iOnico, eles apresentam
significativa solubilidade em 4gua [107]. Portanto, da mesma forma que os liquidos
i06nicos, podem ser utilizados como estabilizadores de nanoparticulas metalicas [108].
Porém, em comparagdo com os liquidos 1i0nicos, o0s sistemas nanoparticula
metalica/silsesquioxano idnico apresentam vantagens, pois os solventes podem ser
evaporados, o material transformado em forma sélida, armazenados e completamente
redispersos em agua, sem alteragdes nas propriedades Opticas e morfologicas das
nanoparticulas metalicas [109]. Dessa maneira, esses sistemas abrem a possibilidade de
utiliza-los em conjunto de nanoparticulas metalicas na preparagdo de novos materiais.

Adicionalmente, os silsesquioxanos idnicos possuem também o componente de
silica inorgénica, que contém grupos silanol polimerizaveis, permitindo a obtencao de
materiais hibridos com conteudo organico/inorganico variado [110,111]. Assim sendo,
possibilitam a obten¢do de filmes de silsesquioxano ligados covalentemente sobre
silica ou outras superficies de matrizes inorganicas [107,108]. Em vista disso, com

essas caracteristicas combinadas, os silsesquioxanos i0nicos, contendo nanoparticulas
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metalicas, tornaram-se promissores para a preparacao de filmes fortemente aderidos
sobre superficies inorganicas, para serem aplicados na area de sensores eletroquimicos.
Um material hibrido organico-inorganico denominado nitrato de 3-n-propil (4-
metilpiridinio)silsesquioxano (Si4Pic"™NO;") foi utilizado como agente estabilizador de
nanoparticulas de prata. O material resultante foi aplicado como sensor eletroquimico
para determinagdo de 4-nitrofenol em amostras de agua de rio [112]. Além da
capacidade de estabilizar nanoparticulas metalicas, o Si4Pic"NOs™ é um material
atraente para modificacdo de superficie de eletrodos devido as propriedades de
formacao de filme deste material em substratos sélidos.

Gerent et al. também utilizaram um material silsesquioxano Si4Pic’Cl™ como
estabilizantes de nanoparticulas de magnetita e platina para a detecg¢do eletroquimica
individual e simultanea de isomeros de nitrofenol em amostras de agua de chuva e
urina humana [113].

Outro polimerohibrido S4DMAP'CI, designado como cloreto de 3-n-propil-4-
(dimetilamino)piridinio silsesquioxano, foi sintetizado e utilizado como suporte para o
complexo tetrassulfonado de cobalto(Il) (CoTsPc), empregado na modificagdao
deumGCE. O sensor eletroquimicoGCE/CoTsPc-Si4DMAP'CI™ foi aplicado para
determinacao de nifedipina e seu metabolito (dehidronifedipina) [114].

Dentre as nanoparticulas metalicas estabilizadas por materiais do tipo
silsesquioxano estdo Fe3OsNPs [115], AgNPs [112], AuNPs [116,117], entretanto,
pouco se ¢ conhecido da exploracdo de outras nanoparticulas metalicas com estes

materiais hibridos de silsesquioxano.

NANOPARTICULAS DE PALADIO

Nanoparticulas de metais nobres podem ser usadas como catalisadores ou para
modificar as superficies de materiais semicondutores visando melhorar o desempenho
de deteccdo de sensores eletroquimicos. Entre as nanoparticulas de metais nobres, as
nanoparticulas de paladdio (PdNPs) tém custos relativamente baixos em relacdo as
nanoparticulas de ouro e platina [118].

As PdNPs tem sido amplamente utilizadas em diversas areas da quimica, como
catalisadores homogéneos e heterogéneos de compostos nitroaromaticos em quimica

organica [119-121], em células a combustivel [122], no campo da biomedicina
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[123,124] e na determinagdo de diversos analitos [125—127]. Além disso, devido a alta
estabilidade térmica,estabilidade quimica, propriedades eletronicas e propriedades
opticas, as PdNPs s3o amplamente utilizadas no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos [128].

Uma aplicagdo bastante explorada das PANPs em sensores ¢ na detecgdo de glicose.
Niu et al. sintetizaram com sucesso novas nanofolhas de Pt-Pd (Pt-PdNFs) com uma
grande superficie ativa em substratos de eletrodo de filme de ouro impresso em tela
(SPGFE) por eletrodeposi¢do. Os resultados revelaram que a nanoestrutura de Pt-Pd
proposta pode fornecer atividade eletrocatalitica preeminente e excelente seletividade
para deteccdo de glicose livre de enzimas em condigdes fisiologicas simuladas,
principalmente devido a sua estrutura atrativa, grande superficie ativa e potencial
aplicado apropriado. O Pt-PANFs/SPGFE resultante ofereceu respostas lineares de
corrente para glicose com o limite superior de concentragdo de 16 mmol L™! [129].

Um material nanoestruturado baseado em PdNPs suportadas sobre grafeno reduzido
foi sintetizado, caracterizado e aplicado na analise de sensibilidade de antidepressivos
em amostras de urina por Cincotto et al..A voltametria de pulso diferencial, em solucao
tampao fosfato a pH 7,0 permitiu o desenvolvimento de um método para determinar os
niveis de desipramina no faixa de 0,3-2,5 pmol L', com limite de detec¢io (LOD)
estimado em 1,04 nmol L', Por fim, os autores relataram que o sistema foi adequado
na detec¢ao de desipramina em amostras de urina [130].

Wu et al. propuseram um GCE modificado com nanoparticulas de palddio e
grafeno funcionalizadas com poli (cloreto de dialildimetilamoénio) (PDDA-Gr/PdNPs-
GCE) para determinagao de triclosan. A resposta eletroquimica do triclosan no PDDA-
Gr/PANP-GCE foi bastante aprimorada em comparacdo com o PDDA-Gr/GCE ou o
GCE nu. O LOD foi estimado em 3,5 nmolL"!. Além disso, o sensor eletroquimico
apresentou reprodutibilidade superior, excelente desempenho quanto a seletividade e
estabilidade a longo prazo. Além disso, os autores relataram que o método ¢ promissor

para a determinagdo de tragos de triclosan em amostras de dgua [131].
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NANOPARTICULAS DE COBALTITA DE NIQUEL

Novos dispositivos baseados em nanoparticulas de 6xidos metalicos (MO NPs — do
inglés, metal oxide nanoparticles) estio sendo amplamente explorados para o
sensoriamento eletroquimico [132—136]. Essas MONPs exibem diversas propriedades
elétricas e fotoquimicas devido ao seu tamanho, estabilidade e alta area superficial. As
principais funcdes dessas nanoparticulas metalicas em eletroanalise envolvem a
robustez da interface condutora, as propriedades cataliticas das NPs permitindo sua
expansdao com metais [137].

Algumas desvantagens da utilizacdo das MO NPs sdo que elas tém amplo band
gap que as torna semicondutores ou mesmo isolantes, cinética de transporte i0Onico
diminuida e a possivel pulverizacdo do filme do eletrodo, resultante da expansdo e
contragao de volume pronunciada durante os processos de carga/descarga [138,139].
Entretanto, essas dificuldades podem ser facilmente superadas utilizando hibridizagao

com materiais carbondceos e polimeros (Figura 8).

Figura 8. Representacdo esquematica de nanoparticulas de 6xido metalico em

sensoriamento eletroquimico.
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Fonte: Adaptado de GEORGE, 2018.Copyright, 2022, Springer.

O acoplamento de duas espécies metalicas pode conferir as MO NPs melhor

condutividade eletronica e as tornarem vantajosas para aplicagdes eletroquimicas [140].
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Por isso, diversas pesquisas estdo focadas no extraordinario desempenho eletroquimico
de 6xidos metalicos mistos com estrutura espinélio como materiais de armazenamento
de energia. Em particular, os 6xidos de espinélio metalico a base de cobalto MCo0,04
(M = Nj, Cu, Zn, Mn, etc.) sdo de grande interesse tecnoldgico [88].

A cobaltita de niquel, NiCo0204,¢ considerada um material de destaque em virtude
de seus atributos como baixo custo, baixa toxicidade e capacidade de se manifestar em
diferentes nanoestruturas com propriedades eletroquimicas aprimoradas [141]. Uma
vez que possui sitios eletroativos ricos, boa condutividade elétrica, estrutura espinélio
estavel e condutividade elétrica mais alta que as nanoparticulas de NiO e Co304. A
condutividade elétrica tem a seguinte ordem: NiCo0204>NiO>Co0304. Além disso, a
estrutura mesoporosa dessas nanoparticulas NiCo,04 que fornece alta porosidade e
sitios eletroativos mais disponiveis para moléculas alvo [142].

Nanoparticulas de NiCo0,04 ja foram fabricadas com varias morfologias, incluindo
nanoflores [143], em forma de ourico [144], nanofolhas [145], nanoagulhas [146],
nanobastdes [ 147], tipo dente-de-ledo [148] e nanoesferas [149].

Em vista dessas diversas propriedades, as nanoparticulas de NiCo0204 sdo
amplamente empregadas na fabricagdo de sensores eletroquimicos. Nanoparticulas de
NiCo0,04 foram preparadas por Huang et al. ¢ mostraram ter uma nanoestrutura esférica
oca e porosa. Os autores relataram que essa excelente estrutura permite que o material
tenha uma grande area de superficie e uma forte capacidade de transferéncia de
elétrons. Assim, as nanoparticulas de NiCo204 foram utilizadas na modificagao de uma
GCE e aplicadas para determinagdo de glicose. O novo sensor de glicose nao
enzimatico mostrou ter uma boa faixa linear de 0,01 mmol L' a 2,24 mmol L', e LOD
de 0,6 pmol L™ [150].

Ainda, Cui et al. relataram que um GCE modificado com ¢6xido de grafeno
reduzido decorado com NiCo0204 mesoporoso (NiCo204/rGO) foi aplicado pela
primeira vez para a determinacdo eletroquimica de rutina. Segundo os autores, 0 sensor
ndo apenas mostrou uma faixa linear satisfatoria (0,1-150 u mol L") e limite de
deteccio (0,01 p mol L'), mas também exibiu seletividade, baixo prego, alta

estabilidade, bem como precisdo e exatiddo adequada [151].
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e aplicar novos eletrodos quimicamente modificados com
nanoparticulas de paladio e cobaltita de niquel, estabilizados em materiais de silsesquioxano,
para serem empregados na determinagao de dois fArmacos da classe dos NSAIDs, nimesulida

€ naproxeno, em amostras ambientais de 4gua e amostras simuladas de urina e soro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintese e caracterizag¢do dos eletrodos modificados com Pd-Si4Pic*'NO;3 e

NiC0:04:TiO- Si4DMAPCl

e Sintetizar nanoparticulas de paladio, estabilizadas em Si4Pic'NO;™, utilizando

como precursor o sal acetato de paladio;

e Sintetizar as nanoparticulas NiC0,04:TiO, e estabilizar no polimero de
silsesquioxano Si4DMAP'CT;

e (aracterizar morfologicamente as nanoparticulas sintetizadas e estabilizadas
nos polimeros de silsesquioxano empregando microscopia eletronica de
transmissao, UV-Vis, potencial zeta, infravermelho e DRX;

e Preparar eletrodos modificados com filmes de Pd-Si4Pic'NO;™ e NiC0204:TiO»-
Si4DMAP'CI;

® Realizar caracterizagdes eletroquimicas da superficie dos GCE modificado com
Pd-Si4Pic'NO;™ € NiC0204:TiO2-Si4DMAP'CI através da voltametria ciclica e

espectroscopia de impedancia eletroquimica.
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Determinagdo de nimesulida utilizando o eletrodo GCE/Pd-Si4Pic"NO3;~

® Avaliar o comportamento eletroquimico da NIM sobre a superficie do eletrodo
modificado GCE/Pd-Si4Pic'NOs;

e Otimizar os parametros experimentais como pH, eletrdlito suporte e técnica
voltamétrica a fim de obter o melhor compromisso entre perfil e intensidade da
resposta eletroanalitica;

e Obter a curva de calibragdo para determinagdo da NIM, a faixa linear e seus
valores de LOD e LOQ;

® (Quantificar NIM em amostras ambientais de agua e em amostras de urina
sintética e soro simulado;

e Avaliar a exatidao dos resultados obtidos utilizando o novo eletrodo modificado

através de método comparativo.

Determinagdo de naproxeno utilizando o eletrodo GCE/NiCo:04:TiO:>-
Si4dDMAP'Cl

e Avaliar o comportamento eletroquimico do NPX sobre a superficie do eletrodo
modificado GCE/NiC0,04:TiO>2-Si4DMAP'CT;

e Otimizar os parametros experimentais como pH, eletrdlito suporte e técnica
voltamétrica a fim de obter o melhor compromisso entre perfil e intensidade da

resposta eletroanalitica;

e Obter a curva de calibragcdo para determinacao do NPX, a faixa linear e seus
valores de LOD e LOQ);

® Quantificar NPX em amostras ambientais de dgua e em amostras de urina
sintética;

® Avaliar a exatiddo dos resultados obtidos utilizando o novo eletrodo modificado

através de testes de recuperagao.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico e utilizados sem prévia
purificacdo. As solugdes aquosas foram todas preparadas com agua ultrapura, obtidas em um
sistema Milli-Q (Millipore, EUA) com resistividade de 18,2 MQ cm. Solugdes estoque de
nimesulida e naproxeno na concentracio de 5 mmol L™! foram preparadas em etanol para a
realizagdo dos experimentos. No Quadro 2 estdo descritos os reagentes utilizados durante o

trabalho.

Quadro 2. Reagentes utilizados nos processos de sintese e aplicagao.

Reagente e solventes Férmula Procedéncia Pureza
Alcool etilico C2HsOH Vetec >99,5%
Acido cloridrico HCl Synth 37,0%%*
Hidroxido de sodio NaOH Vetec 99%
Borohidreto de sddio NaBH4 Vetec >98.,0%
Nitrato de prata AgNO; Nuclear 99.,8%
Acido bérico H3;BOs3 Ecibra 99,5%
Acido acético CH3;COOH Vetec 99,7%
Acido fosforico H3POq4 F. Maia 85%
Fosfato de s6dio monobasico NaH;PO4 Merck 99,0 —102,0%
Fosfato de so6dio dibasico NaHPO4 Merck >99,0%
Pipes CsHi1sN206S2 Sigma-Aldrich >99,0%
Formiato de amodnio NH>HCO; Merck >99,99%
Acido etanossulfonico CoHeOsS Vetec 99,5%
Ferricianeto de potassio K3(FeCN)6 Sigma-Aldrich 98.,5%
Ferrocianeto de potassio K4(FeCN)6 Sigma-Aldrich 99%
Acetato de paladio C4HsO4Pd Sigma-Aldrich 99,98%
Acetonitrila CHsN Vetec >99,5%
Nimesulida Ci3H12N20sS Sigma-Aldrich
Naproxeno C14H1403 Sigma-Aldrich

*Teor em adgua
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MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Todas as medidas de pH foram realizadas usando um pHmetro da marca Ohaus, modelo
Starter 3100. Um ultrassom UNIQUE (UNIQUE, Sao Paulo, Brasil) modelo Ultra Cleaner
800 foi utilizado no preparo de algumas solugdes, para auxiliar na solubilizacdo dos
reagentes.

A espectrometria UV-Vis foi utilizada como método comparativo para fornecer dados
para a avaliacdo da exatidao na determinagdo de nimesulida. As andlises foram realizadas em
um espectrofotometro UV-1800 da marca Shimadzu e controlados por um computador com o
software UVProbe (versdo 2.50). Foi utilizada uma cubeta de quartzo de caminho 6&tico de
1,0 cm e a absorbancia foi determinada a 390 nm para NIM [152] através do método de
adicado do padrao. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas em temperatura
ambiente.

As analises de microscopia foram obtidas no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica da UFSC, em um microscopio eletronico de transmissdo JEOL JEM-1011
operando a 100 kV. O preparo das amostras foi realizado com o gotejamento das dispersoes
sobre um grid de cobre recoberto com carbono (300 mesh) e mantida a temperatura ambiente
até total evaporagdo de solventes. O tamanho das nanoparticulas (didmetro) foi determinado
pela média de contagem manual de varias imagens utilizando o software Imagel.

Experimentos de SAXS (espalhamento de raios X a baixo angulo) foram realizados na
linha de luz SAXS1 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas, SP.
As suspensdes de PANP foram inseridas na célula assim que preparadas, iniciando-se as
leituras. A célula € composta por duas janelas de mica, separadas por 1 mm, perpendicular ao
feixe, sob vacuo e temperatura controlada.

Medidas de potencial-{ para PANPs foram realizadas em um espectrometro Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments, UK) em temperatura constante de 25+1 °C.

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi realizado em
espectrofotometro infravermelho Bruker, modelo Alpha, utilizando pastilha KBr.

As andlises de raios X foram realizadas em um Xpert PRO MPD (Multi-Purpos e
Diffractometer) com radiagdo Cu Ko a uma velocidade de varredura de 0.1° s™' 20 = 10-
100°.

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato Palm
Sens® (Palm Instruments BV, The Netherlands), interfaceado a um computador com o

software PSTrace versdo 5.2 para a aquisicdo e processamento de dados. Utilizou-se uma
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célula eletroquimica convencional de trés eletrodos, sendo o eletrodo de Ag/AgCl saturado
em KCI como eletrodo de referéncia; fio de platina (Pt) como contra eletrodo, e os eletrodos
de trabalho denominados como GCE, GCE/Si4Pic'NO ;- ¢ GCE/Pd-Si4Pic'NO;~ (para
determinagdo de NIM); GCE, GCE/Si4DMAP'CI" ¢ GCE/NiC0,04:TiO>2-Si4DMAP (para
determinagdo de NPX).

Para espectroscopia de impedancia eletroquimica foi utilizada a sonda
K3Fe(CN)e/KsFe(CN)s 5,0 mmol L' em KCl 0,1 mol L' e medidas foram realizadas
utilizando potenciostato/galvanostatoPalm Sens® (Palm Instruments BV, The Netherlands),

interfaceado a um computador com o software PS Trace 5.2.

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Sintese e caracterizagdo de PANP estabilizadas em Si4Pic"NO;z

A sintese e caracterizagdo do polimero, utilizado como estabilizante, cloreto de 3-n-
propil(4-metilpiridinio) silsesquioxano (Si4Pic"NOs") é conhecida e estudada por Crocomo et
al. [112].

A sintese das Pd-Si4Pic'NO;™ foi realizada a partir de 5,0 mL de uma solu¢do aquosa
contendo 100 mg do silsesquioxano, a qual foi misturada com 1,0 mL de uma solugao 4x
10 mol L' de acetato de palddio Pd(OAc), e mantida sob agitagdo por 10 minutos a
temperatura ambiente. Foram entdo adicionados 5 mL de uma solugdo 0,02 mol L' de
borohidreto de sddio (NaBH4) e a solucdo mantida em agitagdo por mais alguns minutos.
Verificou-se a formagdo de nanoparticulas de paladio através da mudanga de coloracdo da
solucdo, de transparente para marrom claro. A suspensao final foi armazenada a 4 °C.

Essa suspensdo final foi caracterizada por UV-Vis, microscopia eletronica de

transmissao (TEM), espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS) e potencial-zeta ().

Sintese e caracterizagio de NiCo:04:TiO; estabilizadas em Si4DMAP*Cl

A sintese e caracterizagdo do cloreto de 3-n-propil-4-(dimetilamino)piridinio
silsesquioxano  (SYDMAP'CIl"), polimero utilizado como estabilizante para essas

nanoparticulas, ¢ conhecida e reportada na literatura por Winiarski et al. [114].
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Nanoparticulas de cobaltita de niquel foram sintetizadas pelo método de combustio
usando ureia como combustivel. Em um cadinho uma quantidade estequiométrica (1:2) de
nitrato de niquel hexahidratado e nitrato de cobalto hexahidratado foram dissolvidos em 5
mL de dgua. A mistura foi agitada e foi adicionada ureia (4 eq.), apdés a homogeneizagao a
mistura foi aquecida até o ponto de igni¢do, obtendo-se um sé6lido preto que se apresentou
magnético

Ap0s, procedeu-se com a sintese das nanoparticulas de Ni1Co204:Ti0O, utilizadas nesse
trabalho. Em um cadinho 135,3 mg de NiCo,04 foram dispersas em 5,50 mL de metanol,
posteriormente, adicionou-se 3,70 mL de etilenoglicol, 3,21 g de acido citrico (16,7 mmol) e
500 mL de TIP (1,69 mmol). Apo6s a homogeneizacdo, a mistura foi aquecida (110°C —
120°C) até a formagao do gel que levou 12 h para ser formado. Entdo, macerou-se o gel e o
material resultante foi calcinado a 350°C por 5 h.

As nanoparticulas de NiCo0204:TiO; foram caracterizadas por microscopia eletronica de
transmissao (TEM), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e

difragdo de raio X (DRX).

Preparagao de eletrodos de carbono vitreo modificados

Inicialmente, a superficie do GCE foi cuidadosamente polida com uma suspensao de
alumina 0,05 pum, lavada e sonicada com agua destilada por 5 minutos. Em seguida, os
eletrodos modificados foram preparados pelo método drop coating, utilizando uma aliquota
de 3 pL da suspensdo de Pd-Si4Pic'NOs ou NiC0204:TiO2-Si4DMAP CI™ sobre o GCE.
Apo6s, o solvente foi evaporado em estufa a 30°C por aproximadamente 10 minutos. Os
eletrodos modificados foram entdo designados como GCE/Pd-Si4Pic'NOs;~ e
GCE/NiC0,04:TiO>-Si4DMAP'CI". A Figura 9 ilustra o processo de modificagdo do
eletrodo de carbono vitreo com (a) Pd-Si4Pic'NOs™ e (b) NiC0204:TiO»-Si4DMAPCI .
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Figura 9. Esquema da preparacdo de eletrodos de carbono vitreo modificados com (A) Pd-

Si4Pic'NO; e (B) NiC0,04:TiO2- S4DMAP'CI .

Fonte: O autor.

Eletroquimica da NIM e do NPX em diferentes arquiteturas de eletrodos

Medidas  voltamétricas foram realizadas com os eletrodos modificados
(GCE/Si4Pic'NOs™ ¢ GCE/Pd-Si4Pic'NO;3") na presenga de nimesulida (concentragdo de 50
umol L), e nos eletrodos modificados (GCE/Si4DMAP'CI" e GCE/NiC0204:TiO»-
Si4DMAP*CI) na presenga de naproxeno (concentracio de 50 umol L™!). Todos os ensaios
foram realizados em uma célula contendo 10,0 mL de eletrdlito suporte (inicialmente uma
solucdo tampdo Britton-Robinson), na faixa de pH compreendida entre 2,0 e 10,0 a
temperatura ambiente (23+1 °C). Também foram conduzidas medidas comparativas em um

eletrodo sem modificacdo (GCE). A fim de evitar a interferéncia de oxigénio molecular nas
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andlises (para redu¢do de NIM), N> gasoso foi borbulhado durante 7 minutos. Apds, foram
realizados estudos de velocidade de varredura, efeito de pH, influéncia do eletrélito suporte e
diferentes técnicas voltamétricas. Os parametros da técnica voltamétrica escolhida foram
otimizados e o método de adicdo padrao foi usado para construgdo das curvas de calibragao.
Por fim, foi realizada a determinagdo de nimesulida e de naproxeno em amostras ambientais

e biologicas.

Preparo das amostras

As amostras ambientais de dgua foram coletadas préximo ao municipio de Santa Cruz do
Sul — Linha Andreas (-29.69123,-52.49724), no estado do Rio Grande do Sul. As amostras
foram filtradas para remover qualquer matéria s6lida e armazenadas a 4°C.

As amostras de soro sanguineo simulado foram preparadas de acordo com o método ja
descrito na literatura [153]. Para isso, foram adicionados os reagentes a seguir em um baldo
volumétrico de 250 mL: NaCl (1,3 g), NaHCO3(0,16 g), glicina (2,3 mg), triptofano (3,5
mg), tirosina (3,7 mg), serina (3,2 mg), fenilalanina (6,6 mg), lisina (9,1 mg), histidina (6,3
mg), acido aspartico (0,029 g), arginina (10 mg), alanina (9,1 mg) e cisteina (7,0 mg).

A urina sintética Surine™ é um material de referéncia certificado, adquirido da Sigma-
Aldrich.

Todas as amostras foram fortificadas com NIM ou NPX com uma concentracao
conhecida dos analitos e uma aliquota foi adicionada a célula eletroquimica ja contendo 10

mL do eletrolito suporte, conforme relatos anteriores [154].
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO DA DETERMINACAO DE
NIMESULIDA UTILIZANDO UM ELETRODO MODIFICADO COM
NANOPARTICULAS DE PALADIO

Publicado em: Journal of Electroanalytical Chemistry 920 (2022) 116622.

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados do método eletroanalitico
desenvolvido para a determinagdo de nimesulida em amostras ambientais de agua e amostras de

fluidos biologicos simulados empregando o eletrodo modificado GCE/Pd-Si4Pic'NO; .

4.1. CARACTERIZACAO DAS PDNPS

A sintese e caracterizagdo do cloreto de 3-n-propil(4-metilpiridinio) (Si4Pic"CI"), aplicado
como estabilizantes de nanoparticulas de ouro [155] e platina [113], j4 € bem estabelecida na
literatura. A estratégia inicial deste trabalho era preparar PANPs usando Si4Pic’CI™ e PdCl, como
precursores. A sintese das PANPs foi alcangada, porém, as nanoparticulas eram instaveis e duas
horas apos o procedimento de sintese das PANPs com Si4Pic"Cl™ a dispersdo apresentou coloragio
alaranjada (caracteristica do sal de paladio), indicando que a reducdo do Pd ndo foi efetiva. Esse
resultado pode ser explicado pela constante de estabilidade do complexo [PdCls]*~ (logP4 = 11,54)
[156], como o cloreto € o contra-ion na solugdo de Si4Pic’Cl, o CI presente desloca o equilibrio
para a formagao de tetracloropaladato, tornando a dispersao das nanoparticulas instavel.

Como alternativa, a troca i6nica de CI" para NO; foi proposta, conforme ja descrito por
Crocomo et al [112], a fim de evitar esse deslocamento de equilibrio e outro precursor de sal de
paladio foi escolhido para a nova sintese. Assim, foram utilizados Pd(OAc), e Si4Pic"'NOs~ como
materiais de partida para a sintese das PANPs.

Ao adicionar o agente redutor, NaBH4, sobre a solucdo de Pd(OAc)> j& em contato com a
solu¢do do polimero Si4Pic'NOs~, observou-se uma mudanga na coloragdo de amarelo claro para a
marrom (Figura 10), sendo esse o primeiro indicio da formac¢do de nanoparticulas, indicando a

reducdo de Pd*" para Pd’, formando PANPs estabilizados em Si4Pic"NOs~ (Pd-Si4Pic'NO;3").



56

Figura 10. Coloragdes da solugdo do material Si4Pic*NOs e da suspensdo de Pd-Si4Pic'NO75 .

Fonte: O autor.

A caracterizagdo por espectrofotometria no UV-Vis foi utilizada como técnica primaria para
verificar a formag¢do das PdNPs (Figura 11). Os grupamentos organicos presentes no material
Si4Pic'NO;™ possuem cromoforos que apresentam absor¢do na regido do ultravioleta-visivel. Duas
bandas na regido ultravioleta podem ser observadas para o espectro de Si4Pic'NOs3~, uma de menor
energia em 256 nm, referente a transicao n-n* do anel piridinico e outra de maior energia em 225
nm, atribuida a transicdo do tipo m-stacking dos diversos grupamentos piridinicos presentes no
material [157]. Essas mesmas bandas estdo presentes também no espectro para as PdNPs
estabilizadas em Si4Pic'NOj; confirmando a estabilizagdio das PdANPs pelo material de
silsesquioxano.

Além disso, o espectro de Pd(OAc): possui uma banda de absorbancia na regido de 360 nm que
¢ atribuida a transferéncia de carga do ligante acetato para o ion metalico Pd*" [158]. Logo, o
desaparecimento dessa banda de absor¢dao apos a reagdo com NaBHs (curva de absorbancia em
rosa) sugere a reducdo dos ions Pd*" para Pd° [159], além da mudanca de coloragdo da suspensio ja

observada.
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Figura 11. Espectro de absorgdo na regido de UV-Vis do material Si4Pic"NOs™, do sal Pd(OAc): e

das nanoparticulas de paladio estabilizadas no silsesquioxano Pd-Si4Pic"NOs".
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A caracterizagdo de Pd-Si4Pic'NO;™ também foi realizada por andlise de TEM. A Figura 12A
mostra a imagem de TEM para Pd-Si4Pic'NO;™, onde pode ser observado que as nanoparticulas de
paladio sintetizadas tém formato esférico e encontram-se dispersas no silsesquioxano. O tamanho
médio das particulas de 1,4 nm foi estimado através do histograma de distribui¢do de tamanho de
nanoparticulas (Figura 12B) obtido pela medida do didmetro de aproximadamente 100
nanoparticulas de diferentes imagens. Além disso, as PANPs apresentaram excelente estabilidade
em Si4Pic'NOs™ apos dois anos, as imagens de TEM da mesma dispersdo foram obtidas e a forma
(Figura 12C) e o tamanho (Figura 12D) das PdNPs permaneceram os mesmos, indicando a 6tima

estabiliza¢ao das PANPs pelo polimero de silsesquioxano.
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Figura 12. (A) Imagem de TEM e (B) distribuicdo do tamanho das PANPs estabilizadas em
Si4Pic*NO;~, (C) imagem de TEM de Pd-Si4Pic'NO;~ ap6s dois anos com mesma forma e (D)

tamanho.
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A técnica de espalhamento de raios X a baixos angulos, SAXS, ¢ utilizada para o estudo das

caracteristicas estruturais e fisicas de materiais na faixa de tamanho correspondente a coldides, por

meio da caracterizagdo da forma e tamanho médio das particulas. Qualquer forma de espalhamento

¢ definida por uma lei de reciprocidade, que fornece uma relacdo inversa entre o angulo de

espalhamento e o tamanho da particula [160]. O ajuste dos dados experimentais da andlise por

SAXS mostrou concordancia com o modelo esférico e levou a valores de 1,3 nm para o didmetro

médio das nanoparticulas (Figura 13), que corrobora com os dados extraidos da analise por TEM.
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Figura 13. Curva de espalhamento ajustada pela contribuicdo dos modelos de Esfera e Beaucage.
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O potencial-C mostra detalhes sobre as cargas superficiais e a estabilidade de nanoparticulas e,
por isso, pode ser empregado para estimar o tipo de estabilizacdo que ocorre entre as nanoparticulas
e o agente estabilizante. Além disso, ¢ geralmente utilizado como um indice da magnitude da
interagdo eletrostatica entre particulas coloidais [161]. O potencial-{ foi medido para a dispersao de
Pd-Si4Pic'NO;™ e valor obtido foi de +30,2 mV, indicando que as nanoparticulas estdo com cargas
positivas em sua superficie.

Os valores de potencial-( acima de 25 mV referem-se a particulas que apresentam superficies
altamente carregadas, entretanto, somente valores acima de 40 mV podem ser considerados
estabilizacdo totalmente eletrostatica [162]. Como a suspensdo obtida apresentou um valor de
potencial-C abaixo deste valor, pode-se inferir que a estabilizacdo estérica também contribui
evitando a agregacdo das nanoparticulas. Sendo assim, pode-se considerar que o material
Si4Pic'NOs™ atua como estabilizante eletroestérico das PANP. Este tipo de estabilizagdo ja havia
sido observado por Winiarski et al. que utilizaram o material silsesquioxano Si4Pic’Cl™ como
estabilizante de AuNP. Como o tipo de estabilizagdo ¢ andlogo, o esquema apresentado na Figura
14 ¢ referente a estrutura do Si4Pic'NOs™ e a estabilizagdo do tipo eletrostatica e estérica oferecida

pela cadeia do silsesquioxano para as nanoparticulas de paladio [155].
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Figura 14. Esquema representativo da estabilizagdo de PANP utilizando o material Si4Pic"NO3

como agente estabilizante.
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CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS — do inglés Electrochemical impedance
spectroscopy) foi empregada para caracterizar as propriedades interfaciais dos eletrodos
modificados. A resisténcia a transferéncia de carga (Rct) obtida da EIS fornece informagdes sobre a
cinética do processo de transferéncia de elétrons na interface do eletrodo associado a sonda redox
hexacianoferrato. O diagrama obtido ¢ denominado diagrama de Nyquist e o didmetro do
semicirculo evidencia a resisténcia a transferéncia de carga, Rct, logo, quanto menor o semicirculo,
mais rapida a transferéncia eletronica [163].

Sendo assim, a Figura 15A mostra os graficos de Nyquist (-Z" vs. Z') para (a) GCE, (b)
GCE/Si4Pic'NO;3™ e (¢) GCE/Pd-Si4Pic'NOs ™. Observa-se que o GCE apresentou o maior valor de
Rct (740Q), entretanto, apds a incorporacao do silsesquioxano, a resisténcia a transferéncia de carga
diminui (Rct= 280€2), o que pode estar associado as cargas positivas presentes no material, tornando
o eletrodo mais condutor [112]. Notavelmente, a presenca de PANPs diminui mais ainda o Rect,

tornando o eletrodo menos resistivo (Rct= 140€2). Com base na literatura, esse comportamento pode
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ser atribuido as propriedades condutoras das PANPs, que facilitam a transferéncia de elétrons na
interface eletrodo-solucdo e diminuem a resisténcia de carga do eletrodo modificado [164].

Ainda, Zeng et al. j4 haviam observado a influéncia de nanoparticulas de paladio na resisténcia
do eletrodo. O eletrodo contendo nanotubos de carbono e nanofolhas de grafite (CNTs-GNSs)
apresentou-se menos resistivo quando comparado ao eletrodo sem modificagdo. Porém, quando se
adiciona as PdNPs, tem-se um decréscimo ainda maior na Rct. Os autores relataram que essa
melhoria € principalmente atribuida ao efeito sinérgico do PdNFs, que facilita a transferéncia de
elétrons na supertficie do eletrodo e diminui a resisténcia de carga do eletrodo modificado [165].

A partir dos valores de Rct, plota-se um circuito elétrico equivalente (circuito de Randlees) que
melhor se ajusta ao perfil dos diagramas de Nyquist. A Figural5B mostra o circuito obtido para
esses dados, onde o resistor R1 representa a resisténcia da solucdo, R2 ¢ a resisténcia de
transferéncia de carga, C1 ¢ a capacitancia de dupla camada devido ao rearranjo de carga na
interface eletrodo-solugcdo e W1 ¢ a impedancia para transferéncia de massa, também chamada de

impedancia de Warburg [166].

Figura 15. Espectro de impedancia eletroquimica para (A) GCE; (B) GCE/Si4Pic:NO;™ e (C)
GCE/Pd-Si4Pic'NOs~ em solugdo de 0,1 mol L'KCI contendo 5,0 mmol L![Fe(CN)¢]**~. O
potencial aplicado foi de + 0,245 V vs Ag/AgCl. (B) Circuito equivalente obtido para os dados.
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COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DA NIMESULIDA SOBRE SUPERFICIES

ELETRODICAS

O comportamento eletroquimico do analito foi avaliado por CV na presenca de 50 umol L' de
NIM (tampdo B-R 0,1 mol L™!, pH 7,0). Os dados foram coletados usando o0 GCE sem modifica¢do
e as novas plataformas eletroquimicas, GCE/Si4Pic"NOs;~ e GCE/Pd-Si4Pic'NO; .

E importante destacar que a NIM apresenta dois centros redox, um deles é a por¢io —NH
(amina) que ¢ oxidada em potenciais mais positivos. Nesse caso, o processo de oxidacdo da NIM ja
¢ bem estabelecido na literatura [167,168] e sdo sugeridos mecanismos de eletro-oxidagao
envolvendo dois mols de elétrons e dois mols de protons para esse processo [169,170]. O outro
centro redox € o grupo —NO» (nitro) que pode sofrer processos de redugdao em potenciais mais
negativos. Esta diretiva oferece vantagens sobre os procedimentos comumente relatados em relacao
a seletividade uma vez que avaliar o processo de reducdo do NIM minimiza a potencial
interferéncia da matriz em aguas naturais, o que ¢ indispensavel para aplicacdes como analises
ambientais e clinicas.Em vista disso, no presente trabalho, a reducao de —NO, foi escolhida para a
coleta de dados.

Conforme mostrado na Figura 16, voltamogramas ciclicos foram obtidos na faixa de 0,0 a —1,0
V, seguidos por um retorno até 0,0 V a 50,0 mV s !. Verifica-se que um processo irreversivel
ocorre com um unico pico de redugdo para todos os eletrodos de trabalho investigados nesta janela
de potencial. Ainda, pode-se observar um pico de redugdo em cerca de —0,65 V com uma
intensidade de corrente de —2,17 pA para o GCE sem modifica¢do. Usando o GCE/Si4Pic'NOj",
um aumento na corrente de pico (—5,79 pA) ¢ observado em —0,68 V. J& com a adigdo das
nanoparticulas na modificagdo, um pico mais definido ¢ obtido, devido ao transporte de massa mais
rapido, com intensidade de corrente mais pronunciada (—8,46 pA). Assim, a intensidade de corrente
de pico para a investigagdo da reducdo do NIM foi cerca de quatro vezes maior usando o GCE/Pd-
Si4Pic"NOs comparado ao eletrodo ndo modificado. O aumento da corrente de pico catddico esta
associado a maior darea eletroativa do eletrodo de trabalho modificado com o material
nanoestruturado, o que aumenta o nimero de sitios redox disponiveis e maior condutividade
proporcionada pelo composto de nanopaladio-silsesquioxano [78]. Desta forma, a plataforma

eletroquimica GCE/Pd-Si4Pic'NO; foi escolhida para futuras investigagdes.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos para 50 umol L™ de NIM (pH 7,0), v = 50 mVs . GCE sem
modificagdo (preto); GCE modificado com o polimero Si4Pic'NO;~ (azul) e GCE modificado com
Pd-SidPic'NOs~ (vermelho).
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ESTUDO DO PH, NATUREZA E CONCENTRACAO DO ELETROLITO SUPORTE

A influéncia do pH e a natureza do eletrolito suporte sobre a resposta eletroquimica da NIM
foram estudados. A voltametria ciclica foi utilizada para avaliar o comportamento eletroquimico do
analito em diferentes condi¢cdes de pH e os dados foram coletados em solu¢ao tampao B-R 0,2 mol
L' (faixa de pH de 2,0-12,0) para 50,0 umol L™! de NIM. Como mostram as Figuras 17A e 17B, a
redug¢do do grupo nitro ocorre variando o pH de 2,0 a 12,0 ¢ uma mudanga para valores de
potenciais mais negativos ¢ observada com o aumento dos valores de pH, que ¢ justificado pelo
envolvimento de prétons no processo eletroquimico. Além disso, a reducdo da NIM apresenta um
comportamento independente do pH em meio fortemente alcalino (pH 11,0-12,0). Segundo
Ghavami et al., em tais condi¢des, a primeira transferéncia eletronica ¢ caracterizada como a etapa
mais lenta do processo de redugdo, sem etapas de protonagdo antes dessa transferéncia eletronica
[45].

O grafico de barras (Figura 17C) destaca como as intensidades da corrente de pico variam em
funcdo do valor de pH do eletrolito suporte. Observa-se que os valores de corrente aumentam do pH
2,0 ao 7,0 e, acima destes valores, a corrente decresce. Além disso, um compromisso entre a

intensidade da corrente de pico e a forma do pico para NIM foi obtido em valores de pH 6,0 e 7,0;
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assim, esses valores foram selecionados para futuras investigagdes considerando a natureza do
eletrélito de suporte.

A Figura 17D mostra uma relagdo linear dentro da faixa de pH 2,0-10,0, representada pela
equagido E (V) = —0,25 —0,054 pH (R?> = 0,994). A inclinacio de —54 mV é caracteristica de
processos envolvendo o mesmo nimero de mols de prétons e elétrons (59,2 mV) [171], o que
sugere um processo com n protons e n elétrons ocorrendo para reducdo da NIM, mecanismo similar

ao ja reportado na literatura por Ribeiro et al. [47].

Figura 17. Voltamogramas ciclicos para 50 pmol L™! de NIM em GCE/Pd-Si4Pic"NOs~ em tamp3o
B-R 0,2 mol L' em diferentes valores de pH: (A) de 5,0 a 12,0 e (B) de 2,0 a 4,0, (C) corrente de
pico em fungado do valor de pH e (D) potencial de pico em fungdo do valor de pH.
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A natureza do eletrdlito de suporte desempenha um papel essencial no comportamento de
substancias eletroquimicamente ativas. Portanto, tanto o tipo quanto a concentragao do eletrdlito de

suporte foram investigados quanto a resposta eletroquimica da NIM com o eletrodo GCE/Pd-
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Si4Pic*NOs . Para esse fim, diferentes solugdes tampdo foram estudadas, B-R, PBS ¢ PIPES (na
concentracio fixa de 0,20 mol L™'). Os dados foram coletados para pH 6,0 (Fig. 18A), 6,5 (Fig.
18B) e 7,0 (Fig. 18C), sendo a maior intensidade de corrente e melhor defini¢do do pico obtida

usando tampao PBS como eletrélito de suporte em pH 6,5.

Figura 18. Voltamogramas ciclicos para 50 umol L' de NIM em GCE/Pd-Si4Pic'NO;™ em
diferentes solugdes tampao (A) pH 6,0, (B) pH 6,5 e (C) pH 7,0.
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Apos a fixagdo do tampao PBS como eletrolito suporte, foi realizado um estudo variando a
concentracio da solugdo tampdo de 0,05 a 0,60 mol L', conforme mostrado na Figura 19. Na
concentragdo de 0,40 mol L', uma resposta eletroquimica mais pronunciada é observada com um
perfil voltamétrico definido para o analito. Pode ser observado também que a resposta da corrente

diminui & medida que a concentragdo aumenta apds 0,40 mol L™!. Esse fato pode estar associado a
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alteracdo da viscosidade da solu¢do aquosa e do raio da propria molécula (admitindo uma forma
esférica para o analito), uma vez que esses fatores afetam o coeficiente de difusdo das espécies
segundo o modelo de Stokes-Einstein [172] e, consequentemente, a intensidade da corrente. Assim,

o eletrélito suporte foi fixado como tampio PBS 0,40 mol L™!.

Figura 19. (A) Voltamogramas ciclicos para 50 pmol L' de NIM em GCE/Pd-Si4Pic'NOs em
diferentes concentragdes de solucdo tampao PBS pH 6,5 e (B) correlagdo da corrente de pico e

concentracao de PBS.
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EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

Experimentos de velocidade de varredura foram realizados para o conhecimento do
processo determinante da transferéncia eletronica para reducdo de NIM. Os voltamogramas
correspondentes sdo mostrados na Figura 20A, onde pode ser observado que os valores da
corrente de pico de redugdo aumentam linearmente com a velocidade de varredura na faixa
de 10 — 200 mV'. A partir dos dados obtidos, foi plotado um grafico do logaritmo da
corrente de pico (log I) versus o logaritmo da velocidade de varredura (log v) (Fig. 20B) e
observa-se uma relacio linear com a equacgdo log I = 1,54 + 0,73 log v (R?> = 0,9996). A
inclinacdo obtida no valor de 0,73 estd entre 0,5 e 1,0, o que confirma que ocorre um
processo controlado por difusdo com contribuicdo adsortiva envolvendo o analito e a
interface eletrodo-solucao [170]. Um comportamento similar para redugdo do grupo nitro ja

foi observado e relatado por Gerent et al. [173].
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Figura 20. (A) Voltamogramas ciclicos da NIM no GCE/Pd-Si4Pic'NOs; com diferentes
velocidades de varredura, (B) o logaritmo da corrente de pico (log I) versus o logaritmo da
velocidade de varredura (log v), R? = 0,9996 e (C) relagdo entre o potencial de pico de

reducdo (Ep) e o logaritmo neperiano da velocidade de varredura.
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Além disso, o potencial de pico para a redu¢ao de nimesulida também foi dependente da
velocidade de varredura. O potencial de pico mudou para valores mais negativos ao aumentar
a velocidade de varredura, o que confirma a irreversibilidade do processo de redugdo. A
Figura 20C mostra a relacdo entre o potencial de pico de redugdo (Ep) e o logaritmo
neperiano da velocidade de varredura. E;, deslocou linearmente com In v, e de acordo com a
equacdo de Laviron [171] para uma reagdo eletroquimica irreversivel, a relacdo entre E, e In

v pode ser expressa pela Equagao (1):
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RT)1 (RT ko RT
E, = E0+ n + Inv E do 1
P (cmF anF ) (cmF ) quagao

Onde, E° é o potencial formal redox, k° é a constante de velocidade padrio da reacdo; o é
o coeficiente de transferéncia de elétrons, n ¢ o numero de elétrons envolvidos na etapa
determinante da velocidade e R, T e F sio notagdes padrio (R = 8,314 I mol! K'!, T = 296K,
F = 96485 C mol ™).

De acordo com a correlacdo de Ep vs. In v (Figura 20C), o coeficiente angular (—
0,01357) desta regressao linear ¢ igual a RT/anF. Desta maneira pdde-se determinar o
namero de elétrons (n) envolvidos na semi-reacdo de reducao da NIM, sendo # igual a 3,8, o
qual se pode considerar um valor muito proximo a 4. Logo, estima-se que 4 elétrons estdo
envolvidos na semi-reacao de redugao da NIM.

Portanto, o pico de redugdo estd relacionado a reducdo do grupo nitro por meio de um
processo de redugdo eletroquimica irreversivel e envolve a participagdo de 4 elétrons e 4

protons, 4 ¢ /4 H' [24], obtendo hidroxilamina como produto, como mostrado no Esquema 1.

Esquema 1. Processo de reducdo proposto da NIM sobre 0 GCE/Pd-Si4Pic'NO; .
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SELECAO DA TECNICA VOLTAMETRICA E OTIMIZACAO DOS PARAMETROS

EXPERIMENTAIS

Com a finalidade de desenvolver um método mais sensivel para determinacdo de NIM,
foram investigadas duas técnicas eletroanaliticas diferentes, a voltametria de onda quadrada

(do inglés, square wave voltammetry — SWV) e voltametria de pulso diferencial (do inglés,
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differential pulse voltammetry — DPV). Estas técnicas foram investigadas em trés velocidades
de varredura, conforme ilustrado na Figura 21, e observou-se que a SWV gera um sinal
voltamétrico menos pronunciado quando comparada a DPV, tanto em velocidades mais
baixas quanto em velocidades mais altas. Consequentemente, a DPV permitiu o melhor
resultado, considerando a intensidade da corrente e a forma do pico, assim, a determinagao

de NIM usando GCE/Pd-Si4Pic'NOj; foi realizada por DPV.

Figura 21. Voltamogramas para NIM (50 pmol L") em 0,40 mol L™! de tampdo PBS (pH
6,5) usando as técnicas DPV e SWV, em diferentes velocidades de varredura (A) 10 mV s,

(B)40mV s!, e (C) 200 mV s

A
B
24
54
4]
<« i 0
3 09 ~
— —
— g ; -154 I
1 10mVs 40 mvs
—swv Swy
M —— DPV
10l —DP 204
08 0.6 0,4 202 08 0.6 04 0.2
Evs. Ag/AgCl /V Evs. AgAgCl IV
C
0<
-5
-104
<
=
Nt
=
201 200mVs'
—sWV
——DPV
254
0,8 .d,o -d,4 -0,2

Evs. Ag/lAgCl_ /V

(sat.)

Na sequéncia, os parametros experimentais da DPV foram otimizados para melhorar a
resposta analitica quanto a sensibilidade. A voltametria de pulso diferencial ¢ definida pela
aplicacdo de potenciais de mesma intensidade (mesma amplitude) sobrepostos a uma rampa
linear de potencial, medindo a corrente antes e apds a aplicacdo do pulso. Estas correntes sdo
subtraidas, o que resulta em uma minimizagao da participacdo da corrente capacitiva no sinal

obtido, tornando a DPV uma técnica mais sensivel que a LSV por exemplo. Para a
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otimizagdo da técnica, os parametros experimentais avaliados foram: velocidade de varredura
de potencial (v), amplitude de pulso de potencial (Epuiso) € tempo de duracdo do pulso (tpuiso)
[174]. Os intervalos estudados foram v =10 — 100 mV s}, Epuso= 10 — 100 mV e tpuso= 2 —
20 ms. A Figura 22apresenta os voltamogramas e as dependéncias das correntes de pico
resultantes de acordo com as variagdes dos parametros experimentais da DPV. Os valores
selecionados (v =50 mV s, Epuso= 70 mV e tpuso = 2 ms) apresentaram melhor resposta de

corrente eforam usados em todas as investigagdes posteriores.

Figura 22. Voltamogramas de pulso diferencial com a variagdo dos parametros
experimentais € dependéncia da corrente resultante com a variagdo da velocidade de

varredura (A, B), amplitude (C, D) e tempo de pulso (E, F).
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CURVA DE CALIBRACAO E CARACTERISTICAS ANALITICAS

Sob condigdes otimizadas de DPV, construiu-se uma curva de calibragdo mediante
adigdes de aliquotas de solugdo padrao de NIM ao eletrolito suporte. Conforme a Figura 23,
um pico bem definido foi observado em cerca de —0,58 V vs. Ag/AgCl, e é evidente que a
corrente aumenta com o aumento das concentragdes de NIM. A linearidade foi observada em
duas faixas, de 5 a 25 pmol L' e 25 a 60 umol L™!, conforme ilustrado na inser¢do da Figura
23. Esse comportamento esta frequentemente relacionado a uma mudanga no processo de
transferéncia de massa, governado por difusdo com uma contribuicdo de adsorcao [171,175].
As equagdes que expressam as curvas de calibragdo sdo: I/ pA = 0,183 [NIM] — 6,69 x 10~
(R2=0,991) (n=5); a segunda, como I / pA = 0,486 [NIM] + 8,32 x 107% (R2 = 0,997) (n=5),
onde I é a corrente de pico catddica e [NIM] é a concentracdo de NIM em pumol L.

Os limites de detec¢ao (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram calculados para a primeira
regido de acordo com as recomendagdes da IUPAC [176], LOD = (3 SD)/a e LOQ = (10
SD)/a, onde SD ¢ o desvio padrao do coeficiente linear da equagdo e a ¢ a inclinacdo da

regressdo linear. Os valores obtidos foram LOD = 2,00 pmol L' e LOQ = 5,08 umol L.

Figura 23. Voltamogramas de pulso diferencial com diferentes concentragcdes de NIM, de 5
a 60,0 pmol L'. Condi¢des: 0,40 mol L' PBS (pH 6,5), DPV. Inser¢do: Curvas de

calibragao para NIM (n = 5) com as duas faixas lineares.
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Com o objetivo de aumentar a sensibilidade do GCE/Pd-Si4Pic'NO;™ para detecgdo de
NIM, foi proposta uma etapa de pré-concentragdo precedente a medida eletroquimica. Nesta
etapa, o eletrodo ¢ deixado imerso por determinado tempo na solugdo da célula eletroquimica
que contém o eletrdlito suporte e o analito. Ao longo desse tempo, uma quantidade maior de
moléculas do analito adsorve na superficie do eletrodo e, por isso, ocorre aumento na
resposta analitica e consequente melhoria na sensibilidade do detector.

O efeito do potencial de deposicdo (Eq) e do tempo de deposicdo (tq) na resposta da
corrente de pico foi estudado por DPV, conforme mostrado nas Figuras 24A e 24B. Observa-
se que a corrente de pico muda alterando as condi¢gdes de potencial de —0,2 para —0,9 V e
entdo atinge um maximo no potencial de —0,4 V. Assim, o potencial de acumulagdao de —0,4
V foi utilizado para fins eletroanaliticos.

Conforme mostrado na Figura 24B, a corrente de pico aumentou com o aumento do
tempo de deposicao de 10 a 120 s, o que induziu a rapida adsor¢dao do analito na superficie
do eletrodo. Ainda, a corrente de pico atingiu um maximo apos 80 s, e entdo um plato foi
observado. Estes resultados estdo de acordo com ja relatado anteriormente na literatura [177]
e indicam a saturagdo da superficie do eletrodo. Assim, o tempo de deposicdo de 80 s foi

escolhido para determinagao de NIM quanto a deteccao de baixas concentragdes do analito.

Figura 24. Efeito do (A) potencial de deposi¢ao (Eq) e (B) tempo de deposi¢cdo (ts) na
resposta de corrente de pico da NIM usando GCE/Pd-Si4Pic'NO3 e DPV.
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Apds otimizar o potencial e o tempo de deposicdo da etapa de pré-concentragdo, as
curvas de calibracdo foram construidas a partir de um grafico da corrente resultante vs.
concentragdes NIM (n=5) (Fig. 25). Com a etapa de pré-concentragdo, observou-se
linearidade nas faixas de 0,132 a 1,87 umol L! (Fig. 25, inser¢io). Os valores calculados de

LOD e LOQ nestas condi¢des foram 39 nmol L™! e 0,132 pmol L ™!, respectivamente.

Figura 25. DPVs com diferentes concentragdes de NIM, de 0,13 a 1,87 pmol L.
Condicdes: PBS 0,40 mol L™! (pH 6,5), Ea=—0,4 V, ta= 80 s. Inser¢do: Curvas de calibragio

para NIM (n = 5) com duas faixas lineares.
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As caracteristicas analiticas extraidas da curva de calibracao sao mostradas e
comparadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas analiticas obtidas a partir da curva de calibracdo com etapa de pré
concentragdo para determinacdo de NIM empregando o eletrodo modificado GCE/Pd-

Si4Pic'NOs5 .

Parametro Valor
Eletrolito suporte / pH PBS /6,5
Potencial do pico / V -0,58
Faixa linear /umol L™! 0,13 -1,87
Coeficiente de determinagao (R?) 0,9979
Desvio padrio do coeficiente angular /uA L mol™ 0,031
Coeficiente linear /pA -0,1319
Desvio padrao do coeficiente linear /uA —-0,01293
LOD / umol L™! 0,039
LOQ /umol L"! 0,132

O eletrodo modificado proposto apresenta bom desempenho em compara¢ao com outras
arquiteturas de eletrodos, além de apresentar uma faixa linear abrangente, conforme
resumido na Tabela 2. Além disso, as condi¢des otimizadas do meio sdo desejaveis para
procedimentos de analise direta de amostras em aplicagcdes clinicas e ambientais, pois a
natureza do eletrolito de suporte foi fixada como tampao PBS, pH 6,5.

Este ¢ o primeiro relato de sensoriamento de NIM em amostras de d4gua de rio usando o
processo de redugdo. Ainda, considerando a sensibilidade e o processo de reducdo do analito,
um dos limites de deteccdo mais baixos ¢ alcancado com a modificacdo simples do eletrodo
em uma etapa. E fundamental destacar que avaliar o processo de reducio da NIM minimiza a
potencial interferéncia da matriz em aguas naturais, o que ¢ indispensavel para aplica¢des
como andlises ambientais e clinicas. O foco na oxida¢do acarreta interferéncia em aplicacdes
ambientais considerando a presenca de matéria organica dissolvida que pode sofrer processos

de oxidagao no eletrodo [178].
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Tabela 2.Comparagdo do desempenho de diferentes eletrodos para determinacao de NIM.

Eletrodo Amostra F/f‘ﬁ’l‘ﬁoli'i?ﬁi” Processo (ulﬁl((),P[{—l ) Ref.
GCE/TiO; Farmacéutica ¢ urina 40 — 100 oXI 0,0034 [43]
fortificada
Farmacéutica e urina
GCE/Ba-ZnO 0,1-10 OXI 0,0018 [44]
fortificada
GCE/CB-ppp  Urina fortificada, dgua 35 5 ) OXI 0.016 [154]
de lago e de torneira
CPE/NC Farmaceutica e urina 1 35 OXI 0,0010 [169]
fortificada
GO/CPE Farmacéutica e urina 0.3 —0,0001 OXI 0.0112 [179]
&rGO/CPE fortificada
NS/CPE Farmaceutica ¢ urina 30 -0,1 OXI 0,0014 [170]
fortificada
BNC/CPE Farmacéutica e urina 1 55 OoXI 0,011 [180]
fortificada
GCE /rGO- Farmaceéutica e agua 0,08—1.9 OXI 0,0024 [181]
PEDOT: PSS de rio fortificada
CD-GrOPUE Agua de rio 0,62-7,3 OXI 0,083 [182]
GCE/SiC-NPs Soro fortificado 0,09 — 8,7 RED 0,03 [45]
HMDE Farmacéutica 0,05 -0,57 RED 0,004 [47]
GCE/MWCNTs Farmacéutica 0,32 — 65 RED 0,16 [177]
Soro simulado, urina
GCE/Pd- P L . Este
Si4Pic'NO5 sintética e agua de rio 0,13 -60 RED 0,039 trabalho.

fortificada

GCE/TiO2 — Eletrodo de carbono vitreo modificado com TiO2;
GCE/Ba-ZnO — Eletrodo de carbono vitreo modificado com 5% de nanoparticulas de 6xido de zinco dopadas
com bario; GCE/CB-DHP — Eletrodo de carbono vitreo modificado com negro de fumo imobilizado em filme

de dihexadecilfosfato; CPE/NC — Eletrodo de pasta de carbono com mistura de nanoargila;

GO/CPE&rGO/CPE — Eletrodo de pasta de carbono utilizando modificadores 6xido de grafeno e forma
reduzida de 6xido de grafeno modificado;

NS/CPE — Eletrodo de pasta de carbono modificada com nanossilica;
BNC/CPE — Eletrodo de pasta de carbono modificada com argila bentonitica;

GCE/rGO-PEDOT:PSS — Eletrodo de carbono vitreo modificado com éxido de grafeno reduzido e poli(3,4-
etilenodioxitiofeno)-poli(estirenossulfonato);

CD-GrOPUE - Eletrodo de 6xido de grafite-poliuretano modificado com B-ciclodextrina;

GCE/SiC-NPs — Eeletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de carbeto de silicio;

HMDE — Eletrodo de gota de mercurio suspenso;
GCE/MWNTs — Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas.
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SELETIVIDADE, ESTABILIDADE E REPRODUTIBILIDADE

A seletividade ¢ um parametro significativo ao avaliar o desempenho de um sensor
eletroquimico. Desta forma, a seletividade do GCE/Pd-Si4Pic'NO;~ para NIM foi estimada
via condi¢des otimizadas de DPV em tampdo PBS (pH 6,5) 0,4 mol L!. Neste estudo, uma
quantidade de 4,0 umol L™! de NIM com a adi¢do subsequente de potenciais interferentes
(molécula organica e ions inorganicos) em concentragoes 10 e 100 vezes maiores foi
adicionado individualmente na célula contendo o eletrolito suporte. Os interferentes
avaliados incluem K*, Ca**, Cd**, NH4", Zn**, Pb**, Cu?*, SO4*", PO,* e 4cido hiimico (HA),
representando a contribuicdo da matéria organica em fontes de agua de rio. As Figuras 26A e
26B mostram os dados. Os resultados indicam que todas as respostas foram alteradas em
menos de 8% para todos os cations e anions € menos de 18% para o dcido hiimico, sugerindo
uma seletividade aceitavel (Fig. 26C). Portanto, os resultados comprovam que o sensor
eletroquimico proposto GCE/Pd-Si4Pic'NO;™ possui excelente seletividade na detec¢do de
NIM em amostras reais complexas.

Cinco diferentes eletrodos modificados foram preparados para investigar a estabilidade
do filme Pd-Si4Pic"NO;™ no substrato. Foi realizada a varredura continua por vinte ciclos no
eletrolito de suporte e os dados foram coletados. A porcentagem de degradagdo foi

determinada usando a Equacao 2 [183].

I
Degradacio% = Iﬂ‘ x 100 Equacio 2
pl

In € Ip1 sdo correntes de pico catddicas n” e I*, respectivamente. A porcentagem de
degradagdo foi de 5,04%, indicando que o GCE/Pd-Si4Pic'NO;~ apresenta boa estabilidade
na solucdo eletrolitica suporte.

Além disso, cinco eletrodos foram preparados e utilizados em medigdes sucessivas no
mesmo dia e medigdes consecutivas por cinco dias. A Figura 27 mostra os voltamogramas. O
desvio padrao relativo (RSD) de medi¢des subsequentes para repetibilidade intradia foi de
4,63% (n=5). Ja para a repetibilidade interdia, o RSD foi calculado como 6,55% (n=5),

indicando uma ligeira variagdo usando a nova plataforma eletroquimica.
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Figura 26. Voltamogramas de pulso diferencial com 4,0 pmol L' NIM com (A)

concentragdes 10 vezes maiores de potenciais interferentes e (B) concentragdes 100 vezes

maiores de cada interferente. (C) Resposta de corrente relativa de cada potencial interferente
estudado. Condi¢des: PBS 0,40 mol L! (pH 6,5). (--- NIM, —K'; —Ca*"; — Cd*", — NH4",
—Zn*", —Pb*, — Cu**, SO4*, POs and —HA).
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Figura 27. Voltamogramas de pulso diferencial com 30 umol L' NIM em tampdo PBS 0,40

mol L™! (pH 6,5) para (A) estudos de repetibilidade intradia e (B) interdia.
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DETERMINACAO DE NIM EM AMOSTRAS DE URINA, SORO E AGUA DE RIO

A aplicabilidade do novo sensor proposto foi investigada em amostras soro simulado,
urina sintética e agua de rio para determinagdo de NIM. Para a determinagdo eletroanalitica
de NIM foi utilizado o método de adi¢do de padrao, comumente empregado para minimizar o
efeito de matriz. Os resultados de uma das replicatas para cada amostra investigada sio
representados na Figura 28.

A Figura 28A mostra os voltamogramas de pulso diferencial para amostra de urina
sintética fortificada com NIM (primeira curva), e adigdes sucessivas de solugdo padrdao de
NIM. Para a curva com a amostra, o voltamograma exibiu um pico de reducao da NIM em
—0,58 V com as correntes de pico aumentando linearmente com as adigdes de solugdo padrao
na célula eletroquimica. Nesta replicata, pela extrapolagao da curva de adicdo do padrao,
encontrou-se o valor de 10,7 umol L™ de NIM na célula eletroquimica. Do mesmo modo foi
realizada para amostra de soro simulado fortificado com NIM, pela extrapolacdo da curva foi
encontrado um valor de 10,9 pmol L' de NIM e, por fim, para amostra de 4gua de rio,
também fortificada com NIM, foi encontrado um valor de 19,7 umol L™! de NIM na célula

eletroquimica.
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Figura 28. Voltamogramas de pulso diferencial para NIM usando GCE/Pd-Si4Pic'NO;~ em

0,4 mol L™! de tampio PBS em amostras de (A) urina sintética, (B) soro simulado e (C) 4gua

do rio (n=3) e sucessivas adi¢do de padrdo de NIM.
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A Tabela 3 mostra os dados obtidos por DPV e espectrometria de absor¢do molecular, a
escolha de cada nivel de concentracdo foi condicionada a sensibilidade da espectrometria de

absor¢do molecular dentro das faixas lineares correspondentes.

Tabela 3. Dados comparativos para a determinagdo de NIM em amostras de urina sintética,
soro simulado e agua de rio usando DPV e espectrometria de absor¢do molecular (n = 3,

Feritico = 19, teritico™ 8,61)

Amostra Teste
DPV UV-Vis Teste t

Adicionado Encontrado RSD Encontrado RSD

pumol L' pumol L' % pumol L' %
Urina 11,5 10,7 2,3 9,50 2,1 3,29 4,77
Soro 9,80 10,9 4,6 10,6 1,8 8,49 4,74
Agua de
17,7 19,7 3,9 — — — —
rio

Como pode ser visto, os teores de NIM determinados por DPV estdo em boa
correspondéncia com os verificados pelo método comparativo empregado. Além disso, o
tratamento estatistico aplicado aos dados demonstra confiabilidade em termos de exatidao
(teste 1) e precisdo (teste F) com nivel de confianca de 99%. Portanto, esses resultados
confirmam o excelente desempenho do novo método proposto em relacao as aplicagdes em
amostras biologicas e ambientais. Ainda, em relagdo as finalidades ambientais de anti-
inflamatérios ndo esteroidais e contaminantes emergentes, a determinagdo de NIM em
amostras de adgua de rio foi vidvel apenas com a abordagem eletroanalitica. A seletividade
obtida com o método desenvolvido nesta matriz complexa pode estar relacionada ao agente
estabilizador empregado e ao material cationico de silsesquioxano. Este resultado também

destaca a relevancia da estratégia eletroquimica proposta para fins ambientais.
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CAPITULO 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO DA
DETERMINACAO DE NAPROXENO UTILIZANDO UM ELETRODO
MODIFICADO COM NANOPARTICULAS DE COBALTITA DE NIQUEL

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados do método eletroanalitico
desenvolvido para a determinagdo de naproxeno em amostras ambientais de 4gua e amostras
de fluidos biologicos simulados empregando o eletrodo modificado GCE/NiC0,04:TiO>-
Si4DMAP'CI.

CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS NICO,04 E NICO204/TIO>

A caracterizagdo das nanoparticulas de cobaltita de niquel (NiCo2Os4-NPs) e das
nanoparticulas de cobaltita de niquel incorporadas na matriz de didxido de titanio
(NiC0204:Ti07) foi realizada utilizando as técnicas de difracdo de raios-X, FTIR ¢ TEM.
Observa-se na Figura 29A os picos de difragdo que aparecem em valores de 26 de 18,1°,
31,1°, 36,6°, 38,4°, 44,6°, 55,4°, 59° e 64,9°. Esses picos estdo bem indexados aos planos
cristalinos (111), (220), (311), (222), (400), (422), (511) e (440) (JCPDS n° 20-
0781)[184,185]. Pode-se observar que ndo foram detectadas impurezas no padrao de difracao
nas nanoparticulas de NiCo0204, tais como os picos de NiO ou CoOs3, verificando que o
material ndo sofreu processos de deterioracdo/oxida¢ao. Além disso, a natureza das
nanoparticulas de NiCo204 ndo perdeu sua identidade quando incorporadas a matriz de TiO»,
como pode ser verificado no difratograma presente na Figura 29B. Observa-se que aparecem
os planos cristalinos do TiO; (Anatase — JCPDS n°21 — 1272) caracterizando o sucesso da
incorporacdo das NiCo204-NPs no material semicondutor [186].

O tamanho do cristalito de NPs de NiCo0204 ¢ NiC0204:TiO; foi estimado usando a
equacao de Debye-Scherrer [187].

0892
[ cos @

Equagao3

onde D representa o tamanho do cristalito, A ¢ o comprimento de onda da radiagao de raios X

(1,542 A), 0 corresponde ao angulo de difragdo de Bragg e B ¢ o valor da largura do pico a
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meia altura (FWHM — do inglés, Full Widthat Half Maximum) [188]. O tamanho médio de
cristalito de NiCo0;04 foi calculado em 38 nm, assim como o tamanho das NPs de

NiC0204:TiO> foi de 36 nm para a NiC0204 ¢ 8 nm para TiO».

Figura 29. (A) Difratograma das nanoparticulas de cobaltita de niquel e (B) nanoparticulas

de cobaltita de niquel dopadas com TiOx.
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A Figura 30 mostra os espectros de IR registrados para as amostras (A) NiCo204 e (B)
NiC0,04:TiO2. O espectro (A) mostra as bandas em 567 e 646 cm ™!, atribuidos as vibragdes
de estiramento Ni-O e Co-O correspondem aos sitios tetraédricos e octaédricos da NiCo020s4,
respectivamente [189,190]. A banda presente em 1382 cm™! é devida ao modo de vibragdo H-
O-H. Em (A) 2341 e 2364 cm! e (B) 2343 e 2366 cm™! é atribuido a presenca de CO> na
andlise. Para a banda em (A) 3417 cm™' e (B) 3446 cm™!' observou-se moléculas de H>O
adsorvidas fisicamente - vibragdo de estiramento de grupos hidroxila (H-OH). Para a
amostra (B) observou-se a presenga das bandas referentes aos estiramentos Ni-O e Co-O e
um ombro em torno de 450 cm™! sdo para a ligagdo O-Ti-O na morfologia da anatase [191].
As bandas em 2922 e 2850 cm ! podem estar relacionadas a presenca de material organico

que ndo ¢ completamente removido durante o processo de calcinagao.
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Figura 30. (A) FTIR das nanoparticulas de cobaltita de niquel e (B) nanoparticulas de

cobaltita de niquel incorporadas em TiO> em KBr usando modo transmitancia.
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A imagem obtida por TEM do nanomaterial de NiC0204:TiO> ¢ mostrada na Figura 31.
As particulas mais escuras representam a NiCo204 com formato esférico/hexagonal e as
nanoparticulas mais claras ¢ a matriz de TiO» onde as NiCo204 estdo incorporadas. Verifica-
se uma dispersdo uniforme das nanoparticulas de cobaltita de niquel sob o TiO2, com poucos
aglomerados, mostrando que a sintese do material hibrido foi obtida com sucesso. As

particulas tém um tamanho médio de 40 nm e 8 nm NiCo0,04 e TiO2, respectivamente.
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Figura 31. Imagem de TEM das nanoparticulas de cobaltita de niquel incorporadas na matriz

de nanoparticulas de dioxido de titanio.
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CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

As técnicas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) e voltametria ciclica
(CV) foram empregadas com o par redox Ks[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] nos diferentes eletrodos
estudado spara avaliar o quao promissor podem ser estes para aplicacdes eletroanaliticas.A
Figura 32A mostra os diagramas de Nyquist (-2’ vs. Z’) para (a) GCE, (b) GCE/NiC020s-
Si4DMAP'Cle (¢) GCE/NiC0204:TiO2-Si4DMAP'CI™ utilizando K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s
como sonda redox. Para a investigacdo empregando o GCE (curva azul), um semicirculo foi
obtido correspondendo a Re= 640 €, sendo a maior resisténcia a transferéncia de carga
registrada neste estudo. A Rt teve um decréscimo quando utilizado o GCE modificado como
filme das nanoparticulas de cobaltita de niquel estabilizadas no polimero de silsesquioxano
(GCE/NiC0,04-Si4DMAP'CI"), curva em preto, sendo Re= 320 Q.Nesse caso, a diminuigio
da R pode estar relacionada a alta condutividade elétrica das nanoparticulas de NiCo0204,
além da estrutura mesoporosa dessas nanoparticulas que fornece alta porosidade e sitios
eletroativos mais disponiveis para moléculas alvo [141,142]. J& quando foi analisado o
eletrodo modificado com o filme das nanoparticulas de cobaltita de niquel dopadas com

dioxido de titanio e estabilizadas no polimero de silsesquioxano (GCE/NiC0204:TiO:-
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Si4DMAP'CI), curva em rosa, os valores de impedancia diminuiram para Rct = 200 Q,
resultado que pode ser atribuido ao efeito sinérgico causado pela presenca das nanoparticulas
de TiO2, uma vez que essas nanomaterial contribui para uma maior area superficial e alta
condutividade do sensor eletroquimico [192].

Corroborando com os resultados obtidos com a EIS, voltamogramas ciclicos para
K4[Fe(CN)s] 5,0 pmol L' em KC1 0,1 mol L™ sobre os diferentes eletrodos sdo apresentados
na Figura 32B. As menores intensidades de correntes de pico foram obtidas com eletrodo
sem modificagdo GCE (Iya = 0,70 pA e Ipe = —0,71 pA) (curva azul). Apos a primeira
modificagdo, para o eletrodo GCE/NiC0,04-Si4DMAP'CI (curva em preto), observa-se que
as intensidades das correntes aumentaram para Ip. = 1,42 pA e Ipc = —1,44 pA. J& usando o
eletrodo modificado GCE/NiC0,04:TiO,-Si4DMAP'CI™ (curva em rosa), foram obtidas as
correntes Ipa= 1,94 pA e Ipc=—1,97 pA, aproximadamente trés vezes superiores as correntes
obtidas pelo GCE.

Fornecendo menor resisténcia a transferéncia de carga e também maior intensidade de
corrente, o eletrodo modificado GCE/NiC0204:TiO2-Si4DMAP'CI"  apresentou-se o

dispositivo mais promissor para as futuras aplicacdes eletroanaliticas.

Figura 32. (A) Espectro de impedancia eletroquimica para (a) GCE; (b) GCE/NiC0204-
Si4DMAP'CI” e (¢) GCE/NiC0,04:Ti0,-Si4DMAP'CI™ em solugdo de 0,1 mol L' KCI
contendo 5,0 mmol L' [Fe(CN)s]*”*". (B) Voltamogramas ciclicos para [Fe(CN)¢]*"* 5,0

mmol L' em KC10,1 mol L™ (v=50 mV s') em diferentes eletrodos.
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COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO NAPROXENO SOBRE SUPERFICIES
ELETRODICAS

O comportamento eletroquimico do NPX foi investigado através de voltamétrica ciclica.
Com uma concentragdo de NPX de 74 umol L™! em solu¢do tampdo B-R (pH 7,0) sobre a
superficie das diferentes plataformas eletroquimicas construidas: (a) GCE; (b)
GCE/NiC0204-Si4DMAP'CI e (¢) GCE/NiC0204:TiO>-Si4DMAP'CI™ com uma velocidade
de varredura de 50 mV s’!, os voltamogramas obtidos para as diferentes arquiteturas de
eletrodos sdo apresentados na Figura 33. Na faixa de potencial entreO0 V e + 1,2 V verifica-se
um processo irreversivel com um pico de oxidagdo em + 0,96 V para o GCE. Ao modificar o
eletrodo com o filme das nanoparticulas de cobaltita de niquel estabilizadas no polimero de
silsesquioxano (GCE/NiC0,04-Si4DMAP'CI"), observa-se 0 mesmo pico de oxidagdo com
um aumento na resposta da corrente, em um potencial mais positivo (+1,00 V). J4 a partir da
modificagdo com o filme das nanoparticulas de cobaltita de niquel e dioxido de titanio
estabilizadas no polimero de silsesquioxano (GCE/NiC0204:TiO2-Si4DMAP'CI") verifica-se
um pico de oxidagdo com um sinal de corrente mais pronunciado no potencial de + 1,04 V
mostrando que as nanoparticulas de NiCo0,0s4 e TiO> em conjunto com o material
Si4DMAP'CI", presentes na superficie do GCE, aumentam a intensidade do sinal
voltamétrico para o NPX.Como pode ser observado, a incorporagdo do TiO» potencializa a
resposta eletroquimica para a NPX, conforme ja observado anteriormente com dados do EIS

e CV.

Figura 33. Voltamogramas ciclicos para 74 umol L™! de NPX (pH 7,0), v=50 mV s™'. GCE
sem modificagdo (curva azul); GCE modificado com o NiC0204-Si4DMAP'CI™ (curva em

preto e (¢) GE modificado com 0 NiC0,04:TiO2-Si4DMAPCI™ (curva rosa).
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ESTUDO DO PH E NATUREZA DO ELETROLITO SUPORTE

A influéncia da natureza e do pH do eletrolito suporte sobre a resposta eletroquimica do
NPX também foi investigada. Primeiramente, as respostas de corrente e potencial de pico
foram avaliadas no intervalo de pH de 1,0 a 10,0, utilizando solugdo tampao B-R 0,2 mol
L', com pH ajustado previamente. Os voltamogramas obtidos para o NPX25,0 pmol L™
sobre 0 GCE/NiC0,04:TiO>-Si4DMAP'CI” em cada um dos valores de pH sdo apresentados
na Figura 34A e 34B.

A partir dos voltamogramas apresentados na Figura 34A, observa-se um deslocamento
do potencial de pico da oxidagdo do NPX para valores mais negativos quando se aumenta o
valor de pH. A Figura 34B mostra os voltamogramas para valores de pH de 8,0 a 10,0 e pode
ser observado a auséncia de sinal de oxida¢do para o NPX, possivelmente porque hd uma
possibilidade de quebra da rede de silica do SYDMAP CI em valores de pH acima de 8,0.
Com a Figura 34C, a partir do grafico de barras, pode ser melhor observado a obtencdo de
uma resposta mais acentuada de corrente em valores de pH 4,0, portanto, os proximos
estudos foram realizados em pH 4,0. No grafico que relaciona potencial e valor de pH,
mostrado na Figura 34D, verifica-se uma relacao linear para valores de pH entre 2,0 e 5,0,
representada pela equagdo da reta E (V) = 1,184 —0,052 pH (R? = 0,995). Observa-se um
valor de coeficiente angular (52 mV) préoximo ao caracteristico de processos que envolvam o
mesmo numero de prétons e elétrons (59,2 mV), sugerindo entdo um processo com n protons

e n elétrons [171], corroborando com demais trabalhos publicados na literatura [193,194].
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Figura 34. Voltamogramas ciclicos para 25 pmol L' de NPX sobre 0 GCE/NiC0204:TiO>-
Si4DMAP'CI” em tampdo B-R 0,2 mol L™! em diferentes valores de pH: (A) de 2,0 a 7,0, (B)
de 8,0 a 10,00. (C) Corrente de pico em fun¢do do valor de pH e (D) Variacdo dos potenciais
de pico de oxidagdo do NPX em fungdo do pH do eletrolito.
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Na sequéncia, diferentes solugdes tampao foram testadas como eletrolitos de suporte no
valor de pH 4,0, conforme apresenta a Figura 35. A escolha de cada eletrdlito testado foi
baseada na faixa tamponante de cada uma das solucdes. Foram testadas as seguintes solugdes
tampdo: PBS, B-R e formiato de amodnio, sendo todas as solugdes preparadas na
concentracdo de 0,1 mol L™!. A maior intensidade de corrente foi obtida ao utilizar a solucdo
tampao PBS em pH 4,0, por esse motivo, essa solugdo foi selecionada para analises

posteriores.
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Figura 35. Voltamogramas ciclicos para NPX 50 pumol L' sobre 0 GCE/NiC0,04:TiO>-
Si4DMAP'CI em diferentes solu¢des tampdo em pH 4,0.
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EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

O comportamento eletroquimico do NPX sobre a superficie do eletrodo modificado foi
estudado por CV em velocidades de varredura variando na faixa de 10 a 150 mV s™!, em
tampao PBS 0,1 mol L' (pH 4,0), com concentragdo fixa de 50 pmol L™' de NPX. Os
voltamogramas correspondentes sdo apresentados na Figura 36A, onde pode ser observado
que as intensidades de correntes de pico de oxidacdo aumentaram com a variagdo da
velocidade de varredura.

Com estes resultados, construiu-se um grafico do logaritmo da corrente de pico (log I)
versus o logaritmo da velocidade de varredura (log v), Figura 36B, onde ¢ apresentado um
comportamento linear para o analito, com equagdo da reta equagdo sendo log I = 0,89 + 0,54
log v (R? = 0,9997). De acordo com a literatura, um coeficiente angular igual ou proximo ao
valor de 0,5 sugere que o processo redox ¢ controlado por difusdo [195]. Assim, como o
valor obtido para o coeficiente angular foi de 0,54, conclui-se que ocorre um processo

difusional do analito NPX para superficie do eletrodo proposto.
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Figura 36. (A) Voltamogramas ciclicos do NPX no GCE/NiC0,04:TiO2-Si4DMAP'CI” com
diferentes velocidades de varredura, (B) o logaritmo da corrente de pico (log I) versus o
logaritmo da velocidade de varredura (log v), R? = 0,9996 e (C) relacdo entre o potencial de

pico de oxidacdo (Ep) e o logaritmo da velocidade de varredura (log v).
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Além disso, a relacdo entre o potencial de pico (Ep) e o logaritmo da velocidade (log v) ¢
apresentada na Figura 36C. Percebe-se um deslocamento linear (R = 0,998) dos valores de
E, com relacdo ao log v, obtendo-se a equagdo Ep,= 1,12 + 0,105 log v. De acordo com a
equacdo de Laviron (Equacdo 4) para uma reacdo eletroquimica irreversivel, a relagdo entre o

Epo € log v pode ser expressa como se segue [196]:

— [0 0 2,303RT 5
E EY + 2,303RT) log RTk ) + ( ) log v Equagdo 4

pr azF azF azF



92

Onde: E° ¢ o potencial padrao; k° ¢ a constante de velocidade heterogénea da reagdo; a €
o coeficiente de transferéncia de elétrons; z ¢ o nimero de elétrons transferidos no processo;
R, T e F sdo as notagdes usuais (R = 8,314 I mol ' K'!, T =298 K, F = 96485 C mol ).
Conforme a regressdo linear de E, versus log v, mencionado acima, o coeficiente angular de
+ 0,105 ¢ igual a 2,303 RT/azF. Comumente, atribui-se a o o valor de 0,5 para processos
irreversiveis[171], desta maneira pdde-se determinar o nimero de elétrons (z) envolvidos na
semirrea¢do de oxidagdo do NPX sobre a superficie do GCE/NiC0204:TiO2-Si4DMAP CI
como sendo z =1,12, um valor muito préximo a 1. Assim, considera-se que 1 elétron esta
envolvido na semirreagdo de oxidagao do NPX, resultado que esta de acordo com outros ja
descritos na literatura [90,197]. Como os resultados obtidos na Secao 5.4 mostraram que o
mesmo numero de protons e elétrons estdo envolvidos na reagdo de oxidacao do NPX, pode-
se afirmar que as reagdes envolveram um mol de prétons e um mol de elétrons para cada mol
de substancia, como ja relatado na literatura [193,194]. O Esquema 2 representa o

mecanismo de oxidacao do NPX.

Esquema 2. Processo de oxidagao proposto do NPX sobre o GCE/NiCo0204:TiO>-
Si4DMAP'CI.
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SELECAO DA TECNICA VOLTAMETRICA E OTIMIZACAO DOS PARAMETROS

EXPERIMENTAIS

Foram investigadas diferentes técnicas eletroanaliticas com o objetivo de avaliar a
magnitude do sinal da oxidagdo do NPX sobre o eletrodo modificado. Para isso, avaliou-se as
respostas da voltametria linear (LSV), de onda quadrada (SWV) e de pulso diferencial
(DPV). Os parametros de cada técnica foram ajustados de modo a se obter a mesma
velocidade de varredura durante todas as medidas. A Figura 37 apresenta os resultados
obtidos utilizando as trés técnicas em diferentes velocidades. As respostas de corrente de pico

sdo mais intensas em DPV e SWV. Isto é coerente com o fato de que tais modos minimizam



93

a contribuicdo da corrente capacitiva ao registrar a corrente em dois momentos da aplicacao
do pulso, oferecendo uma maior sensibilidade as medidas. No entanto, observa-se que, tanto
em velocidades de varredura mais baixas quanto em velocidades mais altas, a DPV forneceu
melhor resposta, uma vez que apresenta maior valor de corrente de pico para uma mesma
concentragdo de NPX quando comparada as outras duas técnicas. Logo, buscando uma
melhor sensibilidade ao método estudado, selecionou-se a técnica de DPV para estudos

posteriores.

Figura 37. Voltamogramas para NPX (20 umol L") em 0,10 mol L 'de tampio PBS (pH
4,0) usando as técnicas LSV, SWV e DPV, em diferentes velocidades de varredura (A) 10
mV s, (B) 100 mVs',e(C)200 mV s,
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Com a técnica de DPV escolhida para a determinacdo de NPX, otimizou-se os
pardmetros experimentais, sendo eles: velocidade de varredura (v: 10 — 100 mV s),
amplitude de potencial de pulso (Epuise: 10 — 100 mV) e tempo de aplica¢do do pulso (tp = 5—

20 ms). O efeito dos parametros foi investigado utilizando 20 pmol L™ de NPX, em tampao
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PBS 0,1 mol L™! (pH 4,0). Como podem ser observados na Figura 38, considerando o perfil
do sinal voltamétrico e a intensidade da corrente de pico, os melhores sinais voltamétricos
foram obtidos em velocidade de varredura de 60 mV s!, amplitude de 70 mV e tempo de

pulso de 5 ms, sendo estes fixados para os proximos estudos.

Figura 38. Voltamogramas de pulso diferencial com a variagdo dos pardmetros
experimentais e dependéncia da corrente resultante com a variacdo da (A) velocidade de

varredura, (B) amplitude e (C) tempo de pulso.
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CURVA DE CALIBRACAO E CARACTERISTICAS ANALITICAS

Apds a otimiza¢dao dos parametros, foi construida uma curva de calibragdo com adigdes
sucessivas de NPX na célula empregando o GCE/NiC0,04:TiO>-Si4DMAP'CI". A Figura 39
apresenta os voltamogramas obtidos por DPV para varias concentragdes de NPX no eletrolito
de suporte PBS 0,1 mol L !(pH 4,0).0Observa-se um sinal bem definido em +0,94 V
correspondente a oxidacdo do NPX, onde a corrente aumenta proporcionalmente com o
aumento da concentragdo do analito no intervalo de 0,3 a 4,5 umol L™'. Na inser¢do da
Figura 39 encontra-se a curva de calibracdo para o NPX e a equacdo que relaciona a
concentragio do analito e a corrente de pico é dada por I/ pA =2,89 [NPX] +0,22 x 10°° (R2
= 0,998) (n=3), onde I ¢ a corrente de pico anddico e [NPX] ¢ a concentracio de NPX em
pumol L', Considerando o limite de detecgdo (LOD) como trés vezes o desvio padrio do
intercepto/inclinacao e o limite de quantificacao (LOQ) como dez vezes o desvio padrao do
intercepto/inclinacao [198], os valores de LOD e LOQ foram calculados para determinagao

de NPX como sendo 0,11 e 0,37 umol L™! respectivamente.

Figura 39. Voltamogramas de pulso diferencial em 0,10 mol L' PBS (pH 4,0), com
diferentes concentra¢des de NPX, de 0,3 a 4,5 pmol L', Inser¢o: Curva de calibragiio para

NPX (n = 3).
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O novo eletrodo proposto para determinacdo de NPX se mostra satisfatorio em

comparac¢ao com outros eletrodos modificados ja descritos na literatura para determinagdo do

mesmo analito, como pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4. Comparacdo do desempenho de diferentes eletrodos para determinacao de NPX.

Faixa linear LOD/
Eletrodo Amostra Ref.
/(umol L) (umol L)
Pt Farmacéutica 4,03-108 1,04 [197]
MWCNTs-Gr-
Plasma sanguineo 1-100 0,125 [193]
IL/GCE
Farmacéutica e
SWCNTs/CPE 4,35-65,5 6,255 [64]
plasma sanguineo
MWCNTSs/GCE Farmacéutica 10-100 0,60 [199]
ZnO/MWCNTs/CPE Farmacéutica 0,1-200 0,23 [90]
NiO-CNTs-IL/CPE ~ Farmacéutica e urina 0,75 -80 0,12 [200]
BDD Farmacéutica 0,5-0,50 0,30 [65]
PLS/GCE Ambiental de aguas 4,3 - 65 0,69 [201]
Soro simulado, urina
GCE/NiC0,04:TiO»- ) )
sintética e agua de 0,3-4,5 0,11 Este trabalho.
Si4DMAP CI

rio fortificada

Pt — Eletrodo de platina;

MWCNTs-Gr-IL/GCE — Eletrodo hibrido carbono modificado com nanotubos de carbono de parede multipla,
grafeno e filme de nanocomposito de liquido i6nico;
SWCNTs/CPE — Eletrodo de pasta de carbono modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas;
MWCNTs/GCE — Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes simples;
ZnO/MWCNTSs/CPE — Eletrodo de pasta de carbono modificado com nanoparticulas de ZnO e nanotubos de

carbono de paredes multiplas;NiO-CNTs-IL/CPE — Eletrodo de pasta de carbono modificado com

nanocomposito ¢ NiO com nanotubos de carbono e liquido i6nico;
BDD - Eletrodo de diamante dopado com boro;
PLS/GCE - Eletrodo de carbono vitreo modificado com poli(L-serina);

A repetibilidade das respostas de corrente obtidas com o GCE/NiC0204:TiO:-
Si4DMAPCI foi estimada em solugdo tampdo PBS 0,1 mol L' (pH 4,0) contendo NPX 10

umol L™, empregando as condigdes otimizadas. Os valores de RSD (n = 5) das correntes

resultantes para a repetibilidade intra dia e inter dia foram de 3,5% e 4,9%, respectivamente.

Portanto, os valores obtidos indicaram que a determinacdo de NPX, utilizando o novo

eletrodo modificado, apresenta uma boa repetibilidade no mesmo dia e em dias distintos.
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Para avaliar a seletividade fornecida pelo eletrodo GCE/NiC0204:TiO2-Si4DMAP'CI e
a possivel interferéncia de moléculas organicas e ions inorganicos nos ensaios, aplicou-se a
DPV em solu¢io tampio PBS 0,1 mol L' (pH 4,0) contendo NPX 10 pumol L' A
concentragdo empregada de compostos organicos e ions inorganicos foi 50 vezes maior que
as concentragdes do analito. O 4cido himico foi avaliado simulando a matéria organica
encontrada em agua de rio e a diminui¢do nas intensidades de corrente de oxidagdo do NPX
foi menor que 10% na presenca desse composto. Ja para os interferentes inorganicos
estudados (K*, Ca?*, Cd**, NH,", Zn**, Pb**, Cu**, SO,>, PO,*"), as respostas de corrente
foram alteradas em torno de 6%. Logo, frente a esses resultados, pode-se afirmar que o
eletrodo modificado aplicado nessa pesquisa possui seletividade aceitavel na determinagdo de
NPX em amostras reais. As caracteristicas analiticas obtidas com o método proposto estao

resumidas na Tabela 5.

Tabela S. Caracteristicas analiticas obtidas a partir da curva de calibracio com para
determinacdo de NPX empregando o eletrodo modificado GCE/NiCo0204:TiO>-
Si4DMAP'CI.

Parametro Valor
Potencial de pico + 0,94
Faixa linear /umol L™! 0,3-4,5

Coeficiente de determinagao (R?) 0,998

Desvio padrdo do coeficiente angular /uA L mol™! 0,037

Coeficiente linear /pA 0,216

Desvio padrao do coeficiente linear /uA 0,107
LOD / pmol L! 0,11

LOQ /umol L™! 0,37
Repetibilidade intra-dia / RSD % 3,5

Repetibilidade inter-dia / RSD % 4,9
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DETERMINACAO DE NPX EM AMOSTRAS DE URINAE AGUA DE RIO

Amostras de urina sintética e amostras de agua de rio enriquecidas com NPX foram
analisadas para validar o procedimento proposto por meio de adi¢do padrdo (diluidas 100 x).
Assim, foram adicionadas diferentes concentragdes de NPX (em trés niveis), conforme a
Tabela 6. As correntes de pico de oxidagdo foram medidas por DPV nas condi¢des
otimizadas e os dados foram obtidos em triplicata utilizando o eletrodo modificado. Foram
realizados testes de recuperagdo para estudo de exatiddo e o percentual variou de 98 a

107%,demonstrando resultados satisfatorios de acordo com o diagrama de Horwitz [202].

Tabela 6. Determinagdo de NPX em urina e dgua de rio fortificada, empregando o eletrodo

modificado GCE/NiC0,04:Ti0>-Si4DMAP CI .

Amostra NPX /umol L! Recuperacao %
Adicionado Encontrado
0,80 0,86+0,12 107,5
Urina 1,25 1,23+0,05 98,4
2,48 2,50+0,03 100,8
0,80 0,83+0,09 103,7
Agua de rio 1,25 1,3120,06 104,8

2,48 2,46+0,06 99,2
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi apresentado o desenvolvimento de dois eletrodos modificados a base
de nanoparticulas metalicas estabilizadas em polimeros de silsesquioxano, os quais foram
avaliados e aplicados na determinacdo de anti-inflamatérios ndo esteroidais em amostras
biologicas simuladas e amostras ambientais de d4gua. A combinac¢do das nanoparticulas ¢ os
polimeros de silsesquioxano garantiram sensibilidade suficiente aos eletrodos, possibilitando
uma quantificacdo satisfatoria. Além disso, o polimero de silsesquioxano foi fundamental
nesse processo, ndo apenas na fungdo de estabilizar as nanoparticulas, mas também no papel
da formagao de um filme estavel sobre o substrato de carbono vitreo.

O primeiro eletrodo foi modificado com nanoparticulas de palddio, estabilizado no
polimero cloreto de 3-n-propil(4-metilpiridinio) silsesquioxano (Si4Pic'NOs") e foi
empregado para determinacdo de nimesulida em amostras de urina sintética, soro simulado e
agua de rio. J& o segundo eletrodo proposto foi modificado com nanoparticulas de cobaltita
de niquel e didéxido de titdnio estabilizadas no polimero de cloreto de 3-n-propil-4-
(dimetilamino)piridinio silsesquioxano (Si4DMAPCI") sendo empregado para determinagdo
de naproxeno em amostras de urina sintética e agua de rio.

Ainda, dada a pequena quantidade de material utilizada na modificagdo dos eletrodos,
pode-se considerar que foram desenvolvidos sensores eletroquimicos de baixo custo, além do
seu simples preparo, os quais podem ser adequadamente empregados em analises de rotina.
Ambos os eletrodos apresentaram boa seletividade, repetibilidade e sensibilidade para as
analises. A quantificagdo dos dois analitos foi realizada com éxito em amostras reais,
resultando em valores de precisao e exatidao satisfatorios. Por fim, considerando o preparo
simples dos eletrodos e a portabilidade do sistema utilizado nas medidas eletroanaliticas,
pode-se destacar que os dois novos sensores modificados, além de mostraram-se ferramentas
analiticas adequadas na determinacdo dos fArmacos estudados, podem ser empregados para

andlises de campo.
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