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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento e a caracterizacdo de um sensor a partir da
modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com um nanocompo6sito constituido de
grafeno e nanoparticulas de ouro estabilizadas em heparina (AuNP-Hep-Gr) para a
determinagdo de esculetina (ESC). As AuNPs estabilizadas em heparina foram caracterizadas
por espectroscopia UV-Vis e microscopia eletronica de transmissao. As diferentes proporc¢oes
de grafeno (Gr) junto a suspensdo de AuNP-Hep foram avaliadas e os eletrodos modificados a
partir de cada proporcao foram caracterizados por espectroscopia de impedancia eletroquimica
e voltametria ciclica. O comportamento eletroquimico da ESC foi estudado na presenca das
diferentes arquiteturas eletrodicas contendo Gr e AuNP-Hep. Observou-se a oxidacao da ESC
em +0,61 V e reducdo em +0,58 V (vs. Ag/AgCl), a reagcdo de oxirreducdo ocorreu com a
transferéncia de dois mols de prétons e dois mols de elétrons por mol de ESC. Usando
parametros otimizados da voltametria de onda quadrada foi obtida a curva de calibragcdo com
faixa linear de 0,1 a 20,5 pmol L™ (R?>= 0,992), com limite de deteccdo e quantificacio de 46,0
e 140,0 nmol L', respectivamente. O eletrodo AuNP-Hep-Gr/GCE apresentou resultados
satisfatorios para a repetibilidade e estabilidade, ainda que interferéncias tenham sido
observadas na presenca de grandes concentracdes de acido ascorbico ou quercetina. Este sensor
foi aplicado com sucesso na determinagdo e recuperacdo de ESC em amostras de geleia de

amora e cha preparados a partir de p6 de folhas e cha comercial de amora branca.

Palavras-chave: Esculetina, nanoparticulas de ouro, grafeno, heparina, voltametria de onda

quadrada.



ABSTRACT

This work describes the development and characterization of a sensor based on the modification
of a glassy carbon electrode (GCE) with a nanocomposite consisting of graphene and gold
nanoparticles stabilized in heparin (AuNP-Hep-Gr) for the determination of esculetin (ESC).
AuNPs stabilized in heparin were characterized by UV-Vis spectroscopy and transmission
electron microscopy. The different proportions of graphene (Gr) decorated to AuNP-Hep were
evaluated and characterized by electrochemical impedance spectroscopy and cyclic
voltammetry. The electrochemical behavior of ESC was studied in the presence of different
electrode architectures containing Gr and AuNP-Hep. ESC oxidation was observed at +0.61 V
and reduction at +0.58 V (vs. Ag/AgCl), the redox reaction occurred with the transfer of two
moles of protons and two moles of electrons per mole of ESC. Using optimized parameters of
square wave voltammetry, a calibration curve was obtained with a linear range from 0.1 to 20.5
umol L™! (R? = 0.992), with a detection and quantification limit of 46.0 and 140.0 nmol L™,
respectively. The AuNP-Hep-Gr/GCE electrode showed satisfactory results for repeatability
and stability, although interferences were observed in the presence of high concentrations of
ascorbic acid or quercetin. This sensor was successfully applied in the determination and
recovery of ESC in samples of blackberry jam and tea prepared from white blackberry leaf

powder and commercial tea.

Keywords: Esculetin, gold nanoparticles, graphene, heparin, square wave voltammetry.
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1 INTRODUCAO

A esculetina (ESC) ¢ uma molécula derivada de cumarina encontrada em muitas
plantas e, assim como outras hidroxicumarinas (esculina, fraxina e fraxetina) tem despertado
cada vez mais atengdo devido aos seus efeitos terapéuticos, que incluem propriedades anti-
inflamatoérias e antioxidantes, e beneficios para o controle de diabetes, obesidade e disfuncao
renal, além de inibir o crescimento de células cancerosas e prevenir doengas neuroldgicas
(LIANG et al., 2017; JEONG et al., 2018).

Kwak e colaboradores (2021) e Jiao e colaboradores (2021), através de estudos
farmacocinéticos, analisaram o uso de ESC como agente terapéutico a partir de administragao
oral, ambos os estudos demonstraram alta capacidade de adsor¢do e distribuicao do agente no
organismo, apresentando biodisponibilidade de 19%. Li e colaboradores (2022) demonstram
que micelas de ESC sdo mais eficazes que ESC livre, apresentando biodisponibilidade trés
vezes maior e sendo mais efetivo no controle de doengas como hiperglicemia.

O consumo de ervas que contém esculetina ¢ mais comum na medicina tradicional
chinesa a partir da ingestdo de chas (ZUO et al., 2020). No entanto, os efeitos fitoterapicos
relacionados, principalmente, a esculetina, tém despertado interesse da industria farmacéutica
que vem adotando plantas comuns na medicina tradicional chinesa. Da mesma forma, aos
poucos, a industria alimenticia tem incorporado matéria-prima considerada funcional em
alimentos fortificados ou enriquecidos na obtencdo de nivel terapéutico (CHEN et al., 2021;
GARCIA-MARTINEZ et al., 2021; POLUMACKANYCZ; WESOLOWSKI; VIAPIANA,
2021).

Dessa forma ¢ de suma importancia o desenvolvimento de métodos analiticos simples
e precisos para a determinacao de esculetina nos mais diversos itens consumiveis. Viavel pelo
tratamento simplificado de amostras e baixa produgdo de residuos, além de baixo custo e alta
sensibilidade, a voltametria se sobressai quando comparada a outras técnicas analiticas.

O desenvolvimento de uma metodologia utilizando técnicas voltamétricas se baseia,
muitas vezes, na modifica¢cdo de um eletrodo de trabalho, normalmente de carbono vitreo (GCE
— do inglés, glassy carbon electrode), visando maior seletividade e sensibilidade em relacdo a
um ou mais analitos. Devido ao tamanho nanométrico, as nanoparticulas de ouro (AuNP),
possuem propriedades cataliticas e eletronicas que contribuem como material modificador de
um sensor eletroquimico. Entretanto, ¢ de suma importancia assegurar-se da preservagao do

tamanho das nanoparticulas com o emprego de um agente estabilizante, como a heparina,
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durante a sintese, impedindo, assim, a coalescéncia através dos efeitos eletrostaticos e estéricos,
promovidos pela extensa cadeia do polissacarideo e pelas cargas negativas distribuidas ao longo
da cadeia. Propondo a formag¢ao de um nanocomposito carbonaceo, o grafeno se torna uma
opg¢ao vidvel por sua extensa area superficial e excelente condutividade elétrica, aumentando,
assim, a sensibilidade do sensor.

Dessa forma, o presente trabalho tem como proposta o desenvolvimento de uma
metodologia para determinagao de esculetina em amostras de cha e p6 de folhas de amora
branca (Morus Alba) e geleia de amora através da modificagao de um eletrodo de carbono vitreo
com nanocomposito constituido de grafeno e nanoparticulas de ouro estabilizadas em heparina

(AuNP-Hep-Gr/GCE).



19

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ESCULETINA

A ESC pertence ao grupo de compostos fendlicos conhecido como benzo-a-pironas e
possui dois grupos hidroxil nos carbonos 6 ¢ 7, como mostra a Figura 1, responsaveis pela
atividade antioxidante e fotoprotetora (ANTHONY et al., 2012; REHMAN et al., 2015). E
encontrada, principalmente, em cascas, folhas ou raizes de plantas como Citrus limonia,
Matricaria chamomilla, Morus Alba, Ipomea batatas, Ocimum basilicum, Anethum graveolens,
Radicula armoracia, Foeniculum vulgare, Plantago major, Aesculus hippocastanum e Salvia
officinalis, além de outras plantas associadas, principalmente, & medicina tradicional oriental
(KIM et al., 2014; MATOS et al., 2015; Ll et al., 2020; ALAM et al., 2022; KARNEWAR et
al., 2022; ZHANG; XIE; LI, 2022).

Figura 1 - Estrutura de esculetina (6,7-di-hidroxicumarina).

HO N

HO O O

Fonte: O autor.

Pesquisas apontam o potencial da ESC no tratamento de céancer (cervical, colon,
endométrio, gastrico, laringe, pancreas, pele, prostata, pulmao, renal e sangue) ao induzir
apoptose e inibir a metastase ou crescimento das células, no controle da diabetes ao promover
a degradagdo da glicose de forma mais acelerada e também inibir sua produgao, além de atenuar
possiveis perturbagdes cardiovasculares causadas pela doenca (YANG et al., 2010; JEON et
al., 2015; KIM et al., 2015; ARORA et al., 2017; WANG et al., 2017; TURKEKUL et al.,
2018; KIM et al., 2018; Ll et al., 2019; ZHANG et al., 2019; DUAN et al., 2020; PULLAIAH
etal.,2021; JIANG et al., 2021; REN et al., 2022; ALAM et al., 2022). E eficiente ao reduzir
a acumulacdo de lipideos, reestabelecer o nivel de lipoproteina de alta densidade (HDL — do

inglés high density lipoprotein) e inibir a oxidagdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL —
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do inglés low density lipoprotein), assim como, a proliferacdo e migracdo para as células do
musculo liso vascular, responsaveis pela regulacdo do tonus arterial, pressdo sanguinea e
vascularizagdo dos tecidos (ZHOU et al., 2018; ZHANG; XIE; LI, 2022). Tem efeito sobre o
sistema nervoso inibindo as enzimas AChE, BChE e BACE1 e o gene LRRK2, o qual a mutagao
implica no desenvolvimento de doenga de Parkinson, além de suprimir o estresse oxidativo e
traumas decorrentes de inflamagdes. A ESC pode também auxiliar no tratamento de doenga
hepatica gordurosa ndo alcodlica, de uricemia, osteoporose, trombose, inflamacao atopica na
pele, aterosclerose, fibromialgia e sindrome do olho seco (HU; LIU, 2017; JEONG et al., 2018;
JIANG; PARK; SINGH et al., 2020; LEE, 2021; KARNEWAR et al., 2022; WANG; QIN;
JIANG, 2022; ZHANG:; XIE; LI, 2022).

Em aplicagdes cutdneas a ESC apresentou efeito positivos sobre lesdes como
melanoma, inflamacao atdpica e psoriase (JEON et al., 2015; CHEN et al., 2018; JEONG et
al., 2018). Del Rio Sancho et al. (2013), ainda destacaram a possibilidade do potencial
farmacoldgico a partir da absor¢do transdermal da substincia. Para avaliar a viabilidade
farmacolégica da ESC foram realizados estudos farmacocinéticos quanto a administragao
intravenosa e oral em ratos. Kwak et al. (2021) e Jiao et al. (2021), reportam que mesmo
administrando quantidades diferentes, foram obtidos um valor médio de 19% de
biodisponibilidade via oral. Li et al. (2022) produziram e administraram micelas de ESC, desta
forma, observou-se maior biodisponibilidade para a ocorréncia de efeitos terapéuticos. Estudos
de Zhang, Xie e Li (2022) apontaram que mecanismos farmacologicos, tanto in vitro quanto in

vivo, sdo efetivados quando as doses administradas sdo de aproximadamente 20 mg/kg.

O conhecimento que se tem sobre a adsor¢do e distribuicdo da ESC no organismo
humano ainda ¢ bastante limitado. Sabe-se que apods sua rapida absor¢do no sistema
gastrointestinal enzimas localizadas nos intestinos, UGT1A9 (5’-difosfo-glicuronosiltranferase
1-9), e figado, UGT1A6 (5’-difosfo-glicuronosiltranferase 1-6), sdo responsaveis pela via
metabolica da ESC, transformando-a em esculetina-7-O-glicuronideo e sendo eliminada junto
a urina (KIM et al., 2014; REHMAN et al., 2015; ZHANG; XIE; LI, 2022), como pode ser

observado na Figura 2.
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Figura 2 - Esquema simplificado da esculetina no metabolismo.
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Fonte: Adaptado de Zhang, Xie e Li (2022).

Em 2006, a Comissdao Europeia (EC — do inglés, European Commission) através da
autoridade europeia para a seguranga alimentar (EFSA — do inglés, European Food Safety
Authority) limitou a quantidade de polifendis em 6leo de oliva (PETRUCCI et al., 2022). Desde
a implementac¢do da norma n® 1924/2006 da Unido Europeia (EU — do inglés, European Union),
que estabelece uma regulamentagdo sobre a identificagdo de nutrientes e substancias
adicionados a alimentos, foram registradas patentes a partir de plantas do género Morus Alba,
por exemplo, na fabricacdo de produtos alimenticios e cosméticos (JAN et al., 2021).

A partir do interesse das propriedades fitoterapicas da ESC, estudos tém sido
realizados acerca da producdo de alimentos funcionais ou suplementos, cremes € medicamentos
a partir de plantas como: Cortex fraxini, Morus Alba, Morus nigra, Moringa oleifera,
Cichorium intybus e Vitis vinifera (EYDURAN et al., 2015; AHMAD EL-SOHAIMY et al.,
2015; NWAFOR; SHALE; ACHILONU, 2017; CHEN et al., 2021; GARCIA-MARTINEZ et
al., 2021; POLUMACKANYCZ; WESOLOWSKI; VIAPIANA, 2021).

2.2 METODOS DE DETERMINACAO DE ESCULETINA

A administragdo de matéria-prima pelas industrias de alimentos, farmacos ou
cosméticas, contendo ESC faz com que se torne essencial o desenvolvimento de metodologias
analiticas eficazes e cada vez mais precisas na sua determina¢do. Dentre as técnicas mais
comuns na determinagdo de ESC, encontram-se as técnicas de cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC — do inglés, high performance liquid chromatography) associada a
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espectrometro de massas, voltametria e eletroforese capilar, sendo esta ultima um exemplo de
técnica que tem mostrado limites de deteccdo entre 4,6 pmol L™ e 0,3 umol L™!, por isso, ndo
muito usada em amostras onde a ESC encontra-se em baixas concentragoes (GAN et al., 2012;

PRZYBYLSKA et al., 2021).

Na Tabela 1 sao comparados limites de detec¢do obtidos através do emprego da
voltametria de pulso diferencial (DPV — do inglés, differential pulse voltammetry) e
cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de massas (HPLC-MS/MS). As técnicas que
fazem uso de HPLC necessitam de um arduo preparo de amostra, além de equipamentos de alto
custo, fazendo com que apresentem custo beneficio inferior as técnicas voltamétricas
(VUCKOVIC, 2012; TARTAGLIA et al., 2022). Além disso, por meio de técnicas
voltamétricas ¢ possivel ndo sé quantificar determinado analito em nivel trago, mas também
estabelecer a dindmica envolvida com o eletrodo de trabalho, além de detectar a presenca de
diferentes espécies em solugdo e niumero de elétrons envolvidos em rea¢des de oxirreducao

(SCHOLZ, 2015).

Tabela 1 - Técnicas para a determinagao de esculetina e limites de detecgao.

Técnica LOD (nmol L) Referéncia
1,2 YAO et al., 2016
1,0 SHENG et al., 2020
Voltametria — DPV

2,3 YAN et al, 2022
3,6 BAO et al., 2022

LC-MS/MS? 0,10 YUN et al., 2012

HPLC-MS/MS 0,024 FU et al, 2014

2 Espectrometria de massa em tandem.

Para a determina¢do de ESC com o uso de HPLC, segundo a literatura, pode-se citar
as frutas: uva (4diren grape), morango (Fragaria L.), kiwi (Actinidia L.), amora (Morus L.),
cereja selvagem (Prunus avium L.), framboesa (Rubus ideaeus L.) e mirtilo (Vaccinium
corymbosum, Vaccinium myrtillus L. e Vaccinium uliginosum); derivados de frutas: vinhos e
sucos de uva; plantas medicinais: Puerariae L., Phellodendri L., Cirsii L., Aucklandiae L.,

Glycyrrhizae L., Aurantii L., Kalopanacis L., Atractylodes L., Cyperi L., beladona de frutas
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amarelas (Solanum virginianum L.), Viola yedoensis maniko, Arabidopsis thaliana, Cortex
fraxini, Lonicera L., Artemisia L., Acanthopanax L., Angelicae gigantis, Angelicae dahuricae,
Agastache rugosa, Carthami L., Akebia kinata, Forsythiae L., Magnolia L. e Ulmi pumilae,
Eucommiae L.; outros: castanha-da-india (desculus hippocatanum), orelha-de-Judas
(Auricularia auricula-judae) e chicoria (Chicorium intybus) (YUN et al., 2012; ANCILLOTTI
et al., 2016; DRESLER et al., 2018; WANG et al., 2018; SUBBIAH et al., 2020; GARCIA-
MARTINEZ et al., 2021; PERKOWSKA et al., 2021; HU et al., 2021; MAI et al., 2022;
WANG et al., 2022; TARTAGLIA et al., 2022; CUI et al, 2022; USMAN et al., 2022,
CVETKOVIC et al., 2022; AKSIC et al., 2022; ALY ¢ GORECKI, 2022). Em relacdo as
técnicas voltamétricas sdo observados trabalhos na determinacdo de ESC em Cortex fraxini,
Viola yedoensis maniko, cha-preto (Camellia sinensis), urina e soro sanguineo (ZAPP et al,,

2011; Ll et al., 2016; YAN et al., 2022; BAO et al., 2022)

2.3 SENSORES ELETROQUIMICOS

Na literatura, foi reportado metodologia para determinagdo de ESC através de técnicas
voltamétricas na andlise de ervas da medicina tradicional chinesa, tais como, Cortex fraxini e
Viola yedoensis Makino, plantas conhecidas pela alta concentragcdo de ESC (YAO et al., 2016).
Os eletrodos modificados para determinacdo de ESC, como apresentados na Tabela 2, em
grande parte, se baseiam na adi¢ao de formas alotropicas do carbono como grafeno, nanotubos
e grafidino, os quais possuem liga¢des m conjugadas capazes de fornecer alta condutividade,
contribuindo para a eletrocatalise de reacdes, além da possibilidade de alteragdo da superficie
com agrupamentos ou nanoparticulas imobilizadas (MONDAL; JANA, 2014; YAN et al.,
2022). Combinadas a essas estruturas, podem ser empregadas nanoparticulas
metalicas/0xidos/sulfetos, como 6xido de titanio (TiO2), cadmio, monossulfeto de cobre (CuS),
platina e ouro ou até mesmo a combinacao de duas espécies metalicas, no entanto, muitas vezes,
sdo adicionados polimeros para promover maior estabilidade e/ou modificar a morfologia das

nanoparticulas (MOMENI et al., 2022).
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Tabela 2 - Modificagdes empregadas em sensores para determinagdo de esculetina em
amostras.

LOD

(nmol/L") Referéncia

Técnica Sensor Amostra

SWV  CPE/LI/Au-NP/MMT/PPO?* Camellia sinensis 129,0 ZAPP et al., 2011

CdSG-PDDA-G/GCEb 4,0 LU et al., 2011
WANG et al.,

GCE 26,0 2012

53.0 ZHAO et al,,

CuS/GN/GCE* ’ 2013
DPV 1.0 SHENG et al.,

Poly(L-lanthionine)/GCE*® ’ 2020
Ti0,-PDDA-Gr® 4,0 Lletal, 2016

Viola yedoensis
makino
LSV ERGO/GCE" 20,0 Ll et al., 2015
DPV PtNPS/AuNPs/CFME! Urina ¢ soro 3,6 BAO et al., 2022

sanguineo

2 Eletrodo de pasta de carbono modificado com nanoparticulas de ouro dispersas em liquido i6nico 1-butil-3-
metilimidazolio e polifenol oxidase;

b Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de cddmio e selénio com poli-(cloreto de
dialildimetilamdnio) funcionalizado em filme de grafeno;

¢ Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de monossulfeto de cobre depositados em grafeno;

¢ Eletrodo de carbono vitreo modificado com monocamada de nanotubos de carbono com nanoparticulas de
ouro em Nafion;

¢ Eletrodo de carbono vitreo modificado a partir da eletropolimerizagdo de L-lantionina;

' Eletrodo de pasta de carbono com liquido modificado com grafidino ultrafino dopado com atomos de
nitrogénio com hibridizacao sp;

¢ Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de dioxido de titdnio com poli(cloreto de
dialildimetilamoénio) funcionalizados em grafeno;

" Eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido;

i Microeletrodo de fibra de carbono modificado com nanoparticulas de platina e ouro;

A utilizacdo de grafeno na composicdo de nanocompédsito metalico em GCE foi

empregado em alguns trabalhos para determinagdo de ESC. Lu e colaboradores (2011), por
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exemplo, usaram nanoparticulas de cadmio e selénio e foi obtido um limite de detec¢ao de 4,0
nmol L', enquanto Zhao e colaboradores (2013) empregaram nanoparticulas de monossulfeto
de cobre e foi obtido um LOD de 58 nmol L™!. Sheng e colaboradores (2020), destacaram a
formacgao de filme de L-lantionina na superficie de um GCE a partir da eletropolimerizacao por
CV, assim, foi possivel obter LOD de 1,0 nmol L™! para ESC.

Dentre os trabalhos apresentados, destacam-se os LODs de eletrodos modificados com
nanoparticulas metélicas, principalmente de ouro, ¢ daqueles que fazem uso de formas

alotrépicas de carbono.

2.4 NANOPARTICULAS DE OURO

Nanoparticulas pertencem a classe de materiais nanométricos (1-1000 nm) que
manifestam propriedades diferentes daquelas apresentadas quando em maior escala, e, por isso,
encontram aplica¢do em eletronica, Optica, catalise, sensores e biomedicina (GUO; YAN, 2008;
TORRES-FERRER et al., 2022). Muitas dessas aplicagdes se deram com a utilizagdo de
nanoparticulas de ouro, logo, o controle sobre o formato e tamanho, além da estabilidade das
nanoparticulas sintetizadas, passam a serem fatores importantes de acordo a aplicacdo (JIANG;
WANG; CHEN, 2007).

A sintese de AuNP geralmente tem como molécula precursora NaAuCls ou HAuCly
que sofre a reducdo de agentes como borohidreto de sddio ou citrato de sodio, ou, ainda, por
extratos vegetais, dependendo destes agentes redutores, que podem ou ndo agir como
estabilizantes, podemos observar a formacdo de diferentes morfologias, como mostra a Figura
3 (ANIK ef al., 2021). A estratégia usada para evitar a coalescéncia impacta diretamente no
tamanho das nanoparticulas, onde sdo utilizados agentes estabilizantes, como liquidos 16nicos,
surfactantes ou polimeros capazes de promover repulsdo eletrostatica e/ou efeito estérico
(SOKOLSKY-PAPKOV e KABANOV, 2019; TSENG et al., 2020).

A partir da utilizagdo de grafeno, por exemplo, ¢ possivel observar uma melhor
distribuicao espacial de nanoparticulas metélicas, além do aumento de sensibilidade em
sensores eletroquimicos, devido ao aumento de area superficial e eficiéncia na transferéncia de
elétrons (MENG et al., 2022; CHEN et al., 2022; MANIKANDAN et al., 2022). No entanto,
quanto a estabilidade das AuNP ¢ de suma importancia o uso de estabilizantes para administrar
tamanho e formato das nanoparticulas e impedir a coalescéncia, seja ela através de repulsdes

eletrostaticas e/ou estéricas (ANIK, 2022).
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Figura 3 - Imagens de TEM de AuNP com diferentes morfologias: (A) esférica, (B) cubica,

Fonte: ANIK, 2022.

2.5 HEPARINA

A heparina (Hep) ¢ um polissacarideo sulfatado de cadeia linear carregado
negativamente que pertence a familia de glicosaminoglicanos. A cadeia de heparina ¢
caracterizada pela repeticdo do dissacarideo formado por acido L-idurdnico 2-O-sulfato e por
6-O-sulfato N-sulfoglucosamina (Figura 4). A presenga de outros dissacarideos ¢ menos
comum e a biossintese ocorre a partir da atividade de enzimas no Complexo de Golgi de
mastocitos do tecido conjuntivo. Durante a sintese, a cadeia de heparina pode se desenvolver
de forma incompleta, fornecendo maior heterogeneidade na porgio de sacarideos (ALAEZ-
VERSON; LANTERO; FERNANDEZ-BUSQUETS, 2017).

Sua aplicacdo, inicialmente, se deu como anticoagulante e antitrombotico, atualmente
ja se tem conhecimento do seu potencial no tratamento de doengas como cancer, fibrose cistica
e Alzheimer. No entanto, a heparina passou a ser utilizada junto a nanoparticulas metalicas,
como ouro, prata e Oxidos metdlicos por sua capacidade de estabiliza-las e por sua
biocompatibilidade (SUN et al., 2009; KEMP et al., 2009; RODRIGUEZ-TORRES; ACOSTA-
TORRES; DIAZ-TORRES, 2018).
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Figura 4 - Representagdo do dissacarideo majoritario da heparina.
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Fonte: ALAEZ-VERSON, LANTERO, FERNANDEZ-BUSQUETS, 2017.

Em estudo sobre a influéncia da concentracao de Hep como estabilizante de AuNPs,
Guo e Yan (2008) demonstraram que a administragdo de altas concentracdes do estabilizante
produz AuNPs com didmetros menores, podendo variar entre 12 ¢ 19 nm. Rodriguez-Torres e
colaboradores (2020), utilizando a mesma metodologia obtiveram AuNPs com didmetros ainda
menores, entre 1,5 ¢ 7,5 nm.

As nanoparticulas metalicas estabilizadas em heparina, tais como, platina, 6smio, ouro
e Oxidos metdlicos (Fe3Os, NiO e Co304) sdo comumente usadas no desenvolvimento de
sensores colorimétricos (VISMARA et al., 2013; RODRIGUEZ-TORRES; ACOSTA-
TORRES; DIAZ-TORRES, 2018; RAJ e ALEX, 2021). Como exemplo em voltametria,
encontram-se os trabalhos de Talamini e colaboradores (2018) que desenvolveram um
imunossensor para deteccao de PSA (antigeno prostatico especifico) utilizando um eletrodo de
ouro contendo filme de cristal liquido (brometo de (E)-1-decil-4-((4-
(deciloxi)fenil)diazenil)piridinio) como sonda redox, nanoparticulas de ouro estabilizadas em
heparina para imobilizagdo do anticorpo e Nafion® para fixa¢io do filme na superficie do sensor
(AuE/Br-Py/AuNP-Hep-Nafion/ab-PSA/Gly). Zanato e colaboradores (2017) desenvolveram
um imunossensor eletroquimico para detec¢do de troponina cardiaca T em plasma sanguineo,
a partir da modificacdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo com filme de
nanoparticulas de ouro estabilizadas em heparina contendo nanoplaquetas de grafite, anticorpo

e Nafion® (GCE/Nafion/AuNP-Hep-xGnP).
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2.6 GRAFENO

O grafeno ¢ uma estrutura planar composta por 4&tomos de carbono que apresentam
hibridizagdo do tipo sp?, o que confere ao material elasticidade, alta condutibilidade elétrica e
térmica e 4rea superficial superior a 2000 m? g !, tais propriedades fazem com que esta seja
uma das espécies mais utilizadas de carbono (FAHMY et al., 2022; REDDY et al., 2022).
Tratando-se de um material hidrofobico, ¢ comum a oxidagdo para obtencao de grafeno oxidado
(GO, do inglés graphene oxide), no entanto, algumas propriedades originais do grafeno sdo

comprometidas no processo, limitando bastante seu uso (MONDAL e JANA, 2014).

A combinacdo de grafeno com nanoparticulas metélicas, 6xidos metalicos ou pontos
quanticos sdo comuns em sensores, sejam eles eletroquimicos ou Opticos. Em geral, a
performance obtida partir da combinacdo destes materiais ¢ mais seletiva e sensivel em
comparagdo a nanocompositos de nanotubos ou fulereno, por exemplo (BOLLELLA ef al.,
2017; GOMMA et al., 2022; RAMYA et al., 2022; LI et al., 2022). Este “ancoramento” de
nanoparticulas as folhas de grafeno somente ¢ possivel pelo estabelecimento de interagdes
covalentes ou ndo covalentes, que incluem interagdes m-m ou aprisionamento em ondulagdes da
superficie da folha, essa deposicdo serve até mesmo para evitar a coalescéncia das

nanoparticulas (XIAO et al., 2020; REDDY et al., 2022; WALTERS et al., 2022).

Como mostra a Tabela 3, o desenvolvimento de sensores com AuNP e Gr ou derivados
destaca-se na deteccdo de pesticidas, biomarcadores, metais e produtos farmacéuticos, em
amostras de solo, alimentos e dguas (MOMENI et al., 2022; FU et al., 2022). Os sensores
modificados com esses materiais apresentam, além da facilidade de confecgdo, boa
repetibilidade e alta capacidade na detec¢c@o de biomoléculas, principalmente com grupamentos
fenol, e obtengdo de limites de detec¢do proximos aos obtidos em técnicas cromatograficas
(BOLLELLA et al., 2017, PETRUCCI et al., 2022). O desenvolvimento de metodologias e
incrementos na modificagdo devem servir para o acompanhamento de moléculas de interesse

(MENG et al., 2022; SIVARANJANEE et al., 2022).
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Tabela 3 - Sensores voltamétricos contendo AuNP e materiais carbonaceos.

LOD
Eletrodo Analito Referéncia
(nmol L)
PDDA-rGO/Au-Al,03/GCE? 6,0 Lletal, 2016
AuPd/GN-GNTs-IL/GCE® Acetaminofeno 50,0 YANG et al., 2021
300,0
Acido urico 20,0
Fe;04@Au-S/Fe-GS-Chitosan/GCE® ] LIU et al., 2013
Acido ascorbico 1,0
50,0
Au@Pd-rGO/GCE! Dopamina 2,0 JIANG; DU, 2014
2,8
Au/N-GOQDs/NiS2/BC/MIP/GCE* LU et al., 2020
Clorpromazina 0,25
MIP/Au/rGO/GCE'f Carbofuran 0,033 TIAN et al., 2022
MIP/AuNU-GO/SPCE® Oxacilina 0,2 MOGHADAM et al., 2019
AuNP-PEDOT/PB-rGO" a-fetoproteina 0,03 YANG et al., 2017
Au@Pt/GO/MWCNTs! Glucose 42,0 WANG et al., 2022
AuNPs/RGO/GCE’ Nitrazepam 166,0 FRITEA et al., 2018
GR/Au-Tyr-CS/GCE* Bisfenol A 1,0 PAN et al., 2015
GQDs/GNPs/GCE! Luteonina 1,0 TANG et al., 2019
Au@Fe;04@RGO-MIPs™ Ractopamina 0,02 Lletal., 2018

2 Sensor com filme de nanoparticulas de ouro ¢ 6xido de aluminio em grafeno funcionalizado com poli-(cloreto

de dialildimetilamonio);

b Liquido i6nico funcionalizado com nanotubos de grafeno com nanoparticulas de ouro e paladio;

¢ Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocompdsitos 6xido de ferro e nanoparticulas de ouro
estabilizados com tiolato de ferroceno em folha de grafeno com quitosana;

4 Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocompésitos de paladio e ouro em 6xido de grafeno;

¢ Sensor impresso com nanoparticulas de ouro e nitrogénio dopado em pontos quanticos de 6xido de grafeno

com NiSy;

' Polimeros molecularmente impressos com nanoparticulas de ouro e 6xido de grafeno reduzido;

¢ Polimeros molecularmente impressos de polianilina com nanoparticulas de ouro e 6xido de grafeno;
" Oxido de grafeno com compositos de nanoparticulas de ouro e poli(3,4-etilenodioxitiofeno);

I Nanoparticulas de ouro e platina em 6xido de grafeno e nanotubos de carbono;
i Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro em 6xido de grafeno reduzido;

kK Eletrodo de carbono vitreo modificado com grafeno funcionalizado com nanoparticulas de ouro, quitosana e

tirosinase;

I Eletrodo de carbono vitreo modificado com pontos quanticos de grafeno com nanocompdsitos de ouro.
™ Polimeros molecularmente impressos com 6xido de ferro e grafeno modificados com ouro.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo utilizar nanoparticulas de ouro estabilizadas em
heparina e ancoradas em grafeno para modificar um eletrodo de carbono vitreo, que apos
parametros experimentais otimizados, sera utilizado na determinagdo de esculetina em geleia

de amora, cha e p6 de amora branca (Morus Alba L.).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar nanoparticulas de ouro estabilizadas em heparina (AuNP-Hep) e caracteriza-las
por espectroscopia UV-Vis e microscopia eletronica de transmissdo (TEM — do inglés,
transmission electron microscopy);

o Estudar as diferentes proporcdes de grafeno e AuNP-Hep na constru¢cdo do sensor (AuNP-
Hep-Gr/GCE);

e Comparar a resposta eletroquimica do eletrodo de carbono vitreo sem modificagdo e do
sensor proposto (AuNP-Hep-Gr/GCE), através da voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica;

e Otimizar os parametros experimentais (pH e eletrolito de suporte) e os parametros da
técnica de voltametria de onda quadrada (frequéncia, amplitude e incremento) sobre a
resposta de corrente de esculetina usando o sensor proposto;

o Construir a curva de calibracdo para a esculetina utilizando o sensor e determinar os limites
de deteccdo e quantificacdo do método;

o Realizar estudos de repetibilidade e estabilidade do sensor;

e Aplicar o sensor desenvolvido na determinagdo de esculetina em amostra comercial e

verificar a exatiddo do método proposto através de testes de adicdo e recuperacgdo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES, SOLUCOES E MATERIAIS

Os reagentes utilizados no preparo das solu¢des foram adquiridos comercialmente em
grau analitico e sem purificacao adicional. Todas as solugdes foram preparadas diariamente
utilizando agua ultrapura purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Estados Unidos) com
resistividade de 18,2 MQ cm. A solugdo estoque de esculetina foi preparada na concentracao
1,0 mmol L™! utilizando acetona (Vetec) 100%. A solugdo de Fe(CN)s>* de concentracio
equimolar 5 mmol L' foi preparada a partir da dissolugdo de ferricianeto de potassio
(K3[Fe(CN)s]) e ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)e]) (Sigma Aldrich) em KCI1 0,1 mol L.

Solugdes tampio B-R (0,1 mol L™!; pH 2 a 4,5) foram preparadas a partir da mistura
dos acidos acético (Vetec), fosforico (Vetec) e borico (Sigma Aldrich). Solugdo tampao fosfato
(0,1 mol L™!; pH 2) foi preparada a partir da mistura de 4cido fosforico e fosfato de sédio
monobisico (Synth). A preparacdo da solucdo tampdo Clark-Lubs (0,1 mol L™!; pH 2) foi
realizada a partir da mistura de acido cloridrico (Vetec) e cloreto de potassio (Synth). Todas as
solugdes tampao preparadas tiveram, quando necessario, o pH ajustado com hidroxido de sodio
(40%) ou acido cloridrico (37,5%) (LAFAN).

Para a sintese das nanoparticulas foram preparadas as solugdes: 0,5% heparina
(Bioiberica) com 4cido acético (0,05%), 0,12 mol L™! de 4cido tetraclorodurico (HAuCls)
(Sigma Aldrich) e 20 mmol L™! de borohidreto de sédio (NaBH4) (Sigma-Aldrich). Para outros
ensaios, foram adicionadas massas pré-selecionadas de Gr (2DM) a volumes de 500 pL da
suspensdo produzida de AuNP-Hep.

As amostras de ché de amora branca e geleia de amora foram obtidas em mercado local

de Florianopolis, Santa Catarina, Brasil.

4.2 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO ESTABILIZADAS EM HEPARINA

O procedimento da sintese de nanoparticulas de ouro estabilizadas em heparina
(AuNP-Hep) foi realizado conforme Talamini (2018). Inicialmente, em 100 pL da solucdo de
HAuCls (0,12 mol L™!) e 10,0 mL da solugio de heparina (0,5 %, m/v) foram adicionados 200
uL de NaBH4 (20 mmol L!) e mantidos em agitagdo por 30 minutos. A adigdo do agente redutor

resultou na mudanga de coloracdo da solugdo, como mostra o esquema da Figura 5. A
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caracterizacdo de AuNP-Hep foi realizada através de espectroscopia UV-Vis e microscopia

eletronica de transmissao

Figura 5 - Esquema da preparagao das nanoparticulas de ouro utilizando heparina como
estabilizante e borohidreto de s6dio como agente redutor.
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Fonte: Autor.

4.3 PREPARO DE SUSPENSAO DE NANOCOMPOSITO CONSTITUIDO DE GRAFENO
E NANOPARTICULAS DE OURO ESTABILIZADAS EM HEPARINA

Com a sintese completa das nanoparticulas, em quatro eppendorfs foram adicionados
volumes de 500 pL da dispersio AuNP-Hep e adicionados, a cada um deles, massas pré-
estabelecidas de grafeno (0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg). Para uniformizacdo, as misturas foram
mantidas em banho de ultrassom por 5 minutos. Maiores propor¢des de Gr ndo foram adotadas

visto a lixiviagdo ocorrida durante as medidas voltamétricas.

4.4 PREPARACAO DO SENSOR ELETROQUIMICO

Inicialmente foi realizada a limpeza do eletrodo de carbono vitreo, sobre uma base de
feltro com suspensdo de alumina (0,05 um), efetuados movimentos de friccdo com movimentos
em forma de “oito” por dois minutos. Para a remocao de particulas de alumina foi necessario
lavagem com agua deionizada e permanéncia em banho de ultrassom com agua deionizada por

3 minutos.
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Ap6s a limpeza e secagem do GCE, uma aliquota de 2 pL. de solugcdo de AuNP-Hep-
Gr foi gotejada sobre a superficie do GCE limpo, em seguida o mesmo foi conduzido a estufa
(41° + 2° C) por 7,5 minutos para que o solvente evaporasse completamente, assim, obteve-se

um filme fino e solido sobre o eletrodo.

45  CARACTERIZACAO  MORFOLOGICA E  ELETROQUIMICA  DE
NANOPARTICULAS DE OURO ESTABILIZADAS EM HEPARINA E GRAFENO

A analise de espectroscopia para identificacio de AuNP foi realizada em
espectrofotometro Agilent Technologies modelo Cary 60 e cubeta de quartzo (caminho optico
de 1,0 cm). Imagens de AuNP-Hep, de grafeno e AuNP-Hep-Gr foram registradas por meio do
emprego da técnica de TEM fazendo uso de microscopio eletronico de transmissdo modelo
JEM-1011 operado a 100 kV, assim, sobre uma rede milimétrica de cobre recoberta de carbono
foram gotejadas 5 uL de suspensdo do material desejado, manteve-se a temperatura ambiente
para a completa evaporagdo de solvente. A partir das imagens obtidas determinou-se o diametro
aproximado das nanoparticulas utilizando software ImageJ, no qual foram selecionadas
particulas aleatérias em numero a depender da quantidade capturada.

As medidas de voltametria ciclica (CV — do inglés, Cyclic Voltammetry) e voltametria
de onda quadrada (SWV — do inglés, Square Wave Voltammetry) foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 101 (Metrohm Autolab, Holanda) conectado a um
computador contendo o sofiware de processamento de dados (NOVA 1.10). Medidas de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS — do inglés, electrochemical impedance
spectroscopy) foram realizadas em potenciostato Autolab PGSTAT 128N (Metrohm Autolab,
Holanda) com modulo de impedancia FRA, utilizando o mesmo software.

As medidas eletroquimicas foram realizadas com um sistema de trés eletrodos
acoplados a uma célula de vidro com capacidade para 15,0 mL. Os eletrodos empregados no
processo sao: 1) um eletrodo de trabalho de carbono vitreo (didmetro 2,0 + 0,1 mm, produzido
pela Metrohm); ii) uma placa de platina (aproximadamente 0,5 cm?) como contra-eletrodo e iii)
um eletrodo de referéncia prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) com solucdo interna de KCI (3,0
mol L ™). Foi utilizado um agitador IKA modelo C-MAG HS4 para homogeneizar a solucio e

todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente (25 °C).
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4.6 PREPARO DE AMOSTRAS

Os preparos das amostras de ché foram semelhantes, em ambos foram pesados 3 g de
amostra em um béquer, ao qual foi adicionado 50 mL de solu¢do tamp3o B-R (0,1 mol L™!; pH
2,0) a 90°C, seguido por repouso de 10 min. Ao fim do processo a mistura contendo folhas e
pequenos galhos foi peneirada, enquanto a mistura com po filtrada, a solugdo resultante foi
utilizada na determinacdo de ESC nas respectivas amostras.

Para analise da geleia de amora pesou-se 4,0 g de amostra em um béquer, foi
adicionado 1,6 mL da solugio tampdo B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0), 0,4 mL de acetona e agitada
para homogeneizagdo. Buscando solubilizar a esculetina contida na amostra e precipitar
possiveis interferentes, como agucares, foram adicionados mais 8,0 mL de acetona, a solugdo
foi entdo submetida a agitagdo por mais 30 minutos e deixada em repouso. Desta amostra
somente o sobrenadante foi utilizado para determinag¢dao de esculetina usando a técnica

voltamétrica.



35

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO ESTABILIZADAS EM
HEPARINA

A caracterizacdo das AuNPs foi realizada através de espectroscopia UV-Vis e
microscopia eletronica de transmissdo. Observa-se na Figura 6 o espectro de absor¢ao do
complexo HAuCl4 com uma banda em 302 nm, atribuida a transi¢ao de transferéncia de carga
do ligante para o metal do ion [AuCls]” (WON; IHN; KANG, 2002). Apos a reducao dos ions
Au** foi possivel evidenciar a formacio de AuNP através da mudanca de coloracdo de amarelo
para vermelho. Assim, houve o desaparecimento da banda em 302 nm e o surgimento de uma
nova banda em 533 nm referente a banda plasmoénica das AuNPs. De acordo com Guo e Yan
(2008) e Raj e Alex (2021) nanoparticulas de ouro estabilizadas em heparina apresentam
absorc¢ao entre 520 e 540 nm, onde tanto o deslocamento, quanto o formato da banda dependem
diretamente do formato e tamanho das nanoparticulas. Quando se trata de nanoparticulas
esféricas, verifica-se que quanto menor o tamanho, menor ¢ o comprimento em que se apresenta

a banda plasmonica (JIANG; WANG; CHEN, 2007).

Figura 6 - Espectro de absor¢dao UV-Vis da solucao de (a) HAuCls e da dispersao de (b)

AuNP-Hep.
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Fonte: O autor.
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As micrografias de TEM, Figuras 7A-C, em diferentes magnificagdes, permitiram
estimar o tamanho das nanoparticulas de ouro estabilizadas em heparina (AuNP-Hep), no
entanto, ¢ visivel a formacao de agregados no sistema. O histograma das AuNP-Hep (Figura
7D) aponta que a maior populacao de particulas se encontra com didmetro médio de 17,6+1,6

nm.

Figura 7 - Imagens de TEM com diferentes magnificagdes (A)100, (B)500 e (C)1000 x; (D)
histograma de distribuicdo do tamanho das AuNP-Hep.
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Fonte: O autor. Didmetro (nm)

A Figura 8 mostra as imagens obtidas através de TEM para a mistura de grafeno e
heparina, com o objetivo de avaliar a capacidade de dispersdao do Gr no polimero sulfatado.
Observa-se uma dispersdo das folhas de grafeno e uma adsor¢ao de heparina na superficie das
folhas por meio de interacdes hidrofobicas. Conclui-se, que h4d uma repulsdo estérica causada
pela parte hidrofilica da cadeia de Hep, ou seja, o polimero € capaz de dispersar um material
hidrofobico, como o grafeno (LEE et al., 2011; ZHANG et al., 2013; SHI et al., 2019; YANG
etal.,2022).
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Figura 8 - Imagens de TEM de folhas de grafeno em heparina com diferentes magnificagdes
(A) 50 e (B) 500 x.

Fonte: O autor.

Quando se adiciona grafeno a dispersao de AuNP-Hep, observa-se a deposi¢ao das
nanoparticulas sobre a superficie das folhas de grafeno de forma bastante distribuida (Figura
9). Isto se deve a presenca de heparina na superficie das AuNP através de interagdes
eletrostaticas, ocasionando efeito estérico entre as nanoparticulas, enquanto a adsor¢ao na
superficie do material carbondceo ocorre através de interacdo hidrofobica efetuada com a
heparina (MONDAL e JANA, 2014; SHI et al., 2019; YANG et al., 2022; RATTAN et al.,
2022). Através das imagens obtidas por TEM (Figura 9A-C) ¢ possivel observar a presenga de
AuNP-Hep predominantemente sobre a superficie de grafeno, de forma bastante distribuida,
contribuindo, assim, para a estabilizacdo das nanoparticulas. O histograma (Figura 9D) mostra
um pequeno decréscimo no didmetro médio das AuNP-Hep-Gr (15,2 + 3,0 nm) na presenca de
Gr, quando comparado as AuNP-Hep, na auséncia do grafeno (17,6 = 1,6 nm, Figura 7D),
mostrando, que as folhas de Gr foram essenciais para a dispersao das AuNP-Hep, evitando,

também, a coalescéncia das nanoparticulas.
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Figura 9 — (A-C) Imagens de TEM de AuNP-Hep-Gr com diferentes magnificagdes (D)
Histograma de distribuicao do tamanho das nanoparticulas estabilizadas em heparina na
presenga de grafeno.
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5.2 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DE NANOPARTICULAS DE OURO
ESTABILIZADAS EM HEPARINA E ANCORADAS EM GRAFENO

Nesta se¢do sdo avaliados os comportamentos eletroquimicos dos eletrodos GCE (ndo
modificado), AuNP-Hep/GCE e AuNP-Hep-Gr/GCE, quanto a resistividade e capacidade de
transferéncia de elétrons, para tal propdsito sdo empregadas as técnicas de EIS e CV.

No emprego de EIS ¢ obtido o circuito de Randles, Figura 10A, que representa os
fenomenos ocorridos na interface do eletrodo com a solugdo, onde as resisténcias sdo
representadas pelos resistores Ret (resisténcia a transferéncia de carga, associado ao eletrodo de
trabalho), R (resisténcia da solu¢do), Zw (impedancia de Warburg) e Ca (capacitancia da
dupla camada). No diagrama de Nyquist tem-se em altas frequéncias o predominio de Rs na

impedancia, em frequéncias intermedidrias tem-se R representado na forma de semicirculo,
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onde o diametro deste equivale ao seu valor e, por ultimo, em frequéncias mais baixas vé-se

somente uma reta, apresentando angulo proéximo de 45°, que se deve a impedancia do processo

de difusdo linear ou impedancia de Warburg (RIBEIRO, 2020).

Figura 10 - (A) Circuito de Randles; (B) EIS para (a) GCE; (b) AuNP-Hep/GCE e (c) AuNP-
Hep-Gr/GCE utilizando [Fe(CN)e]*’* 5,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L' em faixa de
frequéncia que compreende de 0,1 a 100.000 Hz; (C) Voltametria ciclica em sistema
[Fe(CN)s]* ™ 5,0 mmol L™ em KCI 0,1 mol L' com (a) GCE; (b) AuNP-Hep/GCE e (c)

AuNP-Hep-Gr/GCE.
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A Figura 10B mostra as medidas de EIS realizadas para os sensores (a) GCE ndo

modificado, (b) AuNP-Hep/GCE e (c) AuNP-Hep-Gr/GCE utilizando [Fe(CN)s]*7* (5,0 mmol

L' em KCI 0,1 mol L"), a partir do diagrama de Nyquist (-Z’” vs. Z’) é possivel obter



40

informacdes sobre o comportamento da interface de cada um dos sensores quanto a resisténcia
a transferéncia de carga (R¢) através do diametro do semicirculo. Os espectros dos eletrodos
modificados demonstraram conformidade com o circuito empregado, ndo sendo necessario o
uso de componente de fase constante. Observa-se que, dentre os eletrodos analisados, o maior
semicirculo obtido foi de GCE nao modificado (R¢t = 1,2 kQ), modificagdes empregadas
posteriormente apresentaram decréscimo sucessivo da resisténcia. Com adi¢do de AuNP-Hep
e AuNP-Hep-Gr a superficie do GCE foram obtidos os valores de Ret de 598,17 Q e 113,4 Q,
respectivamente. Assim, verifica-se que a diminui¢ao da R¢ dos eletrodos modificados se deve
ao emprego de materiais (AuNP e grafeno) cuja condutividade elétrica e area superficial sao
elevadas.

A Figura 10C mostra os voltamogramas ciclicos com os eletrodos empregados, e ¢
possivel observar o aumento de correntes anddica e catddica a medida em que a superficie do
GCE ¢ modificada. Inicialmente, com a modificagdo AuNP-Hep, h4 um aumento discreto na
corrente e também no AE,, passando de 0,117 V para 0,124 V, quando comparado ao GCE.
Para AuNP-Hep-Gr/GCE observa-se o decréscimo no AE; (0,112 V) e aumento da corrente,
tanto anddica, quanto catddica em até duas vezes e meia. Assim, todos os eletrodos analisados
apresentam uma reacio quase reversivel para o sistema de [Fe(CN)s]*7*", pois apresentam AE,
superior a 59,0 mV (BARD e FAULKNER, 2001). Os dados de CV corroboram com os obtidos
em EIS, indicando o eletrodo AuNP-Hep-Gr/GCE como a modificagdo mais adequada para
aplicacdo eletroquimica na determinagao de esculetina.

Visto a eficiéncia promovida por cada etapa da modificagdo em sistema [Fe(CN)e]> "+,
foram estudadas diferentes proporcdes de grafeno em volumes fixos de 0,5 mL de dispersao de
AuNP-Hep através de EIS (Figura 11A) e CV (Figura 11B). A Figura 11A demonstra o
decréscimo na resisténcia do sensor a medida em que se acrescenta Gr a dispersdo, assim, as
adi¢des de 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mg, tiveram 429,6, 284,8, 119,4 e 113,4 Q, respectivamente. A
proporcao de 2 mg de Gr demonstrou o melhor desempenho, apresentando a menor resisténcia,
de acordo com EIS, e maior corrente de pico em CV em solugdo [Fe(CN)s]* 7 5,0 mmol L™

em KC1 0,1 mol L', conforme observado na Figura 11C.



-7"Q

41

Figura 11 - (A) Espectroscopia de impedancia eletroquimica referente a (a) 0,5; (b) 1,0; (c) 1,5
e (d) 2,0 mg de grafeno utilizando [Fe(CN)s]>* 5,0 mmol L' em KC1 0,1 mol L™ em faixa
de frequéncia que compreende de 0,1 a 100.000 Hz; (B) Grafico de barras representando as
resisténcias das diferentes proporcao de Gr; (C) Voltametria ciclica referente a (a) 0,5; (b) 1,0;
(c) 1,5 e (d) 2,0 mg de grafeno utilizando [Fe(CN)s]* 7 5,0 mmol L' em KCI1 0,1 mol L.
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Fonte: O autor.

Posteriormente, para determinar a modificagdo mais apropriada, foram efetuados
ensaios onde investigou-se os mesmos sensores em solucio tampao B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0)

de acordo com o comportamento eletroquimico da esculetina.
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5.3 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DA ESCULETINA

No desenvolvimento do AuNP-Hep-Gr/GCE para ESC foi avaliado a contribui¢ao de
diferentes massas de Gr (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg). Esse estudo foi realizado em solugao tampao
B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0) e esculetina (25,0 pmol L™!) usando a CV, conforme mostra a Figura
12. E possivel observar o aumento progressivo nas correntes catodica e anddica, que atinge seu
maximo quando foi usado 1,5 mg. Esse comportamento se justifica pelo acréscimo de Gr
responsavel pelo aumento na mobilidade dos elétrons e area superficial, como observado
anteriormente na Figura 11. No entanto, apesar do efeito sinérgico observado em AuNP-Hep-
Gr/GCE, o excesso de Gr gera a presencga de maior numero de folhas empilhadas, dificultando
a conducao dos elétrons no eletrodo e, desta maneira, ocasionando, a reducdo de corrente para

a ESC.

Figura 12 - Voltamogramas ciclicos para eletrodos AuNP-Hep-Gr/GCE usando diferentes
massas de Gr (a) 0,5, (b) 1,0, (c) 1,5 e (d) 2,0 mg em solugio tampdo BR (0,1 mol L™!; pH 2,0),
esculetina (25,0 pmol L) e registrados a 100 mVs ™.
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Fonte: O autor.

O comportamento da ESC foi verificado com a realizacdo de medidas eletroquimicas
de voltametria ciclica para quatro eletrodos diferentes. Os eletrodos utilizados foram: GCE,

Hep-Gr/GCE, AuNP-Hep/GCE e AuNP-Hep-Gr/GCE (contendo 1,5 mg). A Figura 13 mostra
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0s quatro voltamogramas ciclicos obtidos com potencial de oxidagdo e reducdo bem definidos,
indicando uma reacdo quase-reversivel de ESC (LU et al., 2011; ZAO et al., 2013; BAO et al.,
2022).

Figura 13 - Voltamogramas ciclicos para a esculetina (25,0 pmol L") registrados em 100 mVs ™!
com os eletrodos: (a) GCE, (b) AuNP-Hep/GCE, (c¢) Hep-Gr/GCE e (d) AuNP-Hep-Gr/GCE
em solucdo tampdo B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0).
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Fonte: O autor.

Pela andlise dos voltamogramas ¢ possivel observar que o GCE, quando comparado
aos outros eletrodos, obteve as menores correntes nos picos de oxidacdo e redu¢do de ESC e
AE, de 46,4 mV. A adigao de AuNP-Hep ao GCE provocou pequeno aumento nas correntes
anddicas e catodicas, além do aumento do valor de AE; (90,3 mV). O sensor Hep-Gr/GCE
proporcionou corrente capacitiva no perfil voltamétrico, aumento das correntes anodica e
catddica e diminui¢do no AE, (22 mV). Em relacdo ao GCE, a modificagio AuNP-Hep-Gr
causou o aumento de AE,; (0,051 V), mantendo, ainda assim, a reagdo quase-reversivel e com
melhor defini¢do, apresentando correntes de pico de até cento e dez vezes maior, o que torna a
modificacdo propicia para a determinacao deste analito.

A fim de avaliar os efeitos da variag@o de valor de pH, primeiramente foram analisados

os comportamentos em solugdo tampao B-R entre os valores de pH de 2,0 a 4,5, como mostra
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a Figura 14A. Esta faixa de pH foi escolhida visto o comportamento da ESC apresentada em
outros trabalhos, onde observa-se uma queda nas intensidades de correntes de pico anddica e
catodica conforme o aumento de pH da solugdo tampao, comportamento eletroquimico que
evidencia a participagdo de prétons no processo redox (LU et al., 2011; ZHAO et al, 2013; LI
etal.,2015; Ll et al., 2016; SHENG et al., 2020).

Outro comportamento apresentado foi o deslocamento para potenciais menos
positivos, como mostra a Figura 14B, onde obteve-se as relagdes lineares (Epo (V) = —0,0667
pH +0,746; R2= 0,994 ¢ Ep: (V) =—0,0694 pH + 0,723; R? = 0,984) com coeficientes angulares
proximos do valor caracteristico de —59,2 mV pH ™!, o que permite afirmar a participagdo do
mesmo numero mols de elétrons e protons, de acordo com a equagao de Nernst, no processo de
oxirredug¢dao de ESC no eletrodo AuNP-Hep-Gr/GCE (HOSSEINI et al., 2010; SILVA et al.,
2015).

Figura 14 - (A)Voltamogramas ciclicos gerados com uso de AuNP-Hep-Gr/GCE em diferentes
valores de pH (2,0, 3,0, 4,0 e 4,5) de solugdo tampdo B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0) contendo
esculetina (10 pmol L) e registrados a 100 mVs ! e (B) Variagio dos picos de (a) oxidacio e
(b) reducao em fungao do pH.
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Fonte: O autor.

Verificado que o valor de pH 2,0 da solugao tampao apresentou maiores valores de
corrente, dessa forma, fez-se o estudo da natureza do eletrolito de suporte. Foram selecionadas
trés solucdes tampao (B-R, fosfato e Clark-Lubs) de pH igual a 2,0 e concentragdo 0,1 mol L™
contendo ESC (10,0 pmol L™!), como mostra os voltamogramas ciclicos da Figura 15. Nesse

estudo a solugdo tampao Clark-Lubs apresentou as menores intensidades de Ipo € Ipr, exibindo
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pouca definicdo quanto aos potenciais de oxidacdo e redugdo de ESC devido as interacdes de
ions cloreto, dificultando o processo redox, em contrapartida, para as solugdes tampao fosfato
e B-R, observam-se valores de Ip, (corrente de pico de oxidagdo) e I, (corrente de pico de
redu¢do) mais bem definidos, sendo a solugdo tampao B-R, a responsavel pela melhor corrente
obtida. Assim, ensaios posteriores foram realizados utilizando somente a solugdo tampao B-R

em pH 2,0.

Figura 15 - Voltamogramas ciclicos em eletrdlitos de suporte (a) B-R, (b) Fosfato e (c) Clark-
Lubs de pH 2,0 e concentragio 0,1 mol L™! na presenga de esculetina (10,0 umol L") utilizando
o eletrodo AuNP-Hep-Gr/GCE.
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Fonte: O autor.

Para determinar o processo eletroquimico envolvido na intera¢do entre AuNP-Hep-
Gr/GCE e a ESC foi realizado o estudo da influéncia da velocidade de varredura através de CV,
em tampdo BR (0,1 mol L™!; pH 2,0) e ESC (7,2 umol L"), como mostra a Figura 16A. As
medidas foram realizadas na faixa de 30 a 150 mV s™!, de forma que as correntes dos processos
de oxidagao e redu¢ao da ESC aumentaram linearmente com o aumento da velocidade de
varredura, mantendo constantes Ep, e E,r. Através da andlise de grafico log I, vs. log v, plotado
na Figura 16B, € possivel definir a etapa mais lenta no processo de oxirredu¢do do analito no
eletrodo AuNP-Hep-Gr/GCE, dessa forma quando plotado, a existéncia de coeficiente angular
proximo a 1 aponta um processo do tipo adsortivo ocorrendo na superficie do eletrodo,

representado pela equagdo da reta log Ipo = 1,176 log v — 4,36 (R*=0,987) (SHIH et al., 2004).
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Figura 16 - (A) Voltamogramas ciclicos com velocidades de varredura entre 30 € 150 mVs™',
solucdo tampdo B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0) e ESC (7,2 umol L™); (B) Grafico log I, vs. log v.
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Fonte: O autor.

Tratando-se de uma reagdo quase-reversivel controlada por adsor¢dao, os
voltamogramas de velocidade e seus potenciais de meia onda (Ep2) foram analisados conforme
Equagdo 1, onde tem-se z como nimero mols de elétrons, R como constante dos gases, /' como
constante de Faraday e 7" como temperatura em Kelvin, resultando, assim, no nimero de dois
elétrons envolvidos na reagdo de oxirredugdo. O estudo de pH (Figura 14B), a partir do seu
coeficiente angular de 66,7 mV pH !, caracteriza a participagio de mesmo niimero de prétons
e elétrons no processo redox de ESC no eletrodo AuNP-Hep-Gr/GCE, assim sendo, tem-se a
participagdo de dois protons e dois elétrons na reacdo de oxirredu¢do de ESC (Figura 17)
(BARD e FAULKNER, 2001). Autores como Lu e colaboradores (2011) e Sheng e
colaboradores (2020) concordam com esse mecanismo realizado somente em uma etapa, sem

existéncia de moléculas intermediarias, com o envolvimento de dois elétrons e dois prétons.

RT 3
E, — Eg = 2,20 — Equacao 1
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Figura 17 - Representac¢ao do processo redox da esculetina na superficie do eletrodo modificado
AuNP-Hep-Gr/GCE.
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Fonte: O autor.

5.4 TECNICA ELETROANALITICA

Para definir a técnica mais adequada para o desenvolvimento do método de
determinagdo de esculetina em amostras comerciais, realizou-se um estudo comparativo entre
trés técnicas voltamétricas. Foram aplicados potenciais entre +0,4 e +0,8 V e parametros que
correspondem a mesma velocidade de varredura, solu¢do tampdo B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0) e
ESC (1,0 pmol L"), assim, avaliou-se a magnitude de corrente obtida nas técnicas de
voltametria de varredura linear (LSV — do inglés, linear sweep voltammetry), pulso diferencial
(DPV — do inglés, differential pulse voltammetry) e onda quadrada (SWV — do inglés, square

wave voltammetry) (Figura 18).
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Figura 18 - Comparagdo da intensidade de corrente adquirida empregando (a) LSV, (b) DPV e
(c) SWV em solugdo tampido B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0) com esculetina (1 pmol L™).
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Fonte: O autor.

Na Figura 18, dentre as técnicas voltamétricas avaliadas, a LSV ¢ aquela que apresenta
menor sinal de corrente para ESC (6,5 pA), em potencial superior as outras técnicas analisadas,
observa-se ainda, que a DPV apresenta sinal de corrente superior em aproximadamente trés
vezes (18,8 wA) quando comparada a LSV e inferior a SWV. Tratando-se de uma reagdo quase-
reversivel, como apontado na sec¢do 5.3, espera-se que SWV seja a técnica que apresente maior
sinal de corrente, pois a corrente resultante obtida em potencial de +0,57 V ¢ produto da
diferenca entre o € Iy, cuja resultante, como mostra a Figura 18, ¢ de aproximadamente 31,5
HA.

Partindo dessa andlise, adotou-se a técnica SWV para o desenvolvimento da
metodologia, assim, foram otimizados os trés parametros da técnica (frequéncia, amplitude e
incremento), a fim de obter o maior sinal de corrente e, consequentemente, maior sensibilidade.
Os voltamogramas resultantes da otimizagdo da técnica (Figura 19) foram obtidos a partir da
aplicacdo dos seguintes intervalos: frequéncia de pulso entre 10 e 100 Hz, amplitude de pulso
entre 10 e 80 mV e incremento de potencial entre 1 e 10 mV. Cada parametro foi avaliado

independentemente mantendo outros dois parametros em valores fixos.



(B) Amplitude e (C) Incremento.
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Figura 19 - Voltamogramas de onda quadrada com as variagdes dos parametros (A) Frequéncia,
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Incremento (mV)

Os valores dos pardmetros de SWV foram avaliados de acordo com o sinal de corrente

mL.

e perfil do voltamograma, assim, foram escolhidos frequéncia, amplitude e incremento nos
utilizados tais valores de parametros de SWV, juntamente a outros parametros ja definidos,

valores de 60 Hz, 50 mV e 1,0 mV, respectivamente. Assim, nos estudos posteriores foram

dentre eles eletrolito de suporte B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0) e massa de grafeno de 1,5 mg/0,5
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5.5 CURVA DE CALIBRACAO

Utilizando os pardmetros otimizados foi construida uma curva de calibragdo (Figura
20) através da adicao sucessiva de aliquotas de esculetina e varredura entre os potenciais +0,3
e +0,8 V, foram obtidas duas faixas lineares a primeira de 0,1 pmol L' a 1,11 pmol L™! (Isw /
nA = 2,812 [esculetina] — 0,133 x 1075 R? = 0,992) e a segunda de 1,11 pmol L™ a 20,5 umol
(Isw / pA = 0,844 [esculetina] — 2,00 x 107%; R2=0,997). Os limites de detec¢do e quantificacio
foram calculados a partir da primeira reta e apresentaram os valores de 46,3 nmol L' e 140
nmol L', respectivamente. A existéncia de duas retas pode indicar a saturacdo das AuNP-Hep

depositadas sobre o Gr por moléculas de esculetina.

Figura 20 - (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos usando os parametros otimizados
com as seguintes concentragdes de esculetina: (a) 0,1; (b) 0,2; (c) 0,298; (d) 0,396; (e) 0,495;
() 0,592; (g) 0,787; (h) 1,11; (i) 2,74; (j) 7,00; (k) 10,1; (1) 14,3; (m) 17,4 e (n) 20,5 pmol L™!
e (B) Curva de calibracdo obtida (n = 3).
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Fonte: O autor.

A Tabela 4 mostra o desempenho analitico, incluindo LOD e faixa linear para ESC, de
eletrodos cujos trabalhos foram publicados recentemente a base de nanoparticulas metélicas,
alétropos de carbono e polimeros na deteccdo de ESC. Observa-se que o LOD obtido a partir
do eletrodo AuNP-Hep-Gr/GCE se encontra entre os valores publicados na literatura, o que
demonstra a capacidade do eletrodo desenvolvido na deteccao deste analito, além disto, dentre
os analisados, ¢ aquele que possui 0 menor nimero de etapas na modificagdo do eletrodo de

trabalho.
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Tabela 4 - Comparagao de diferentes eletrodos aplicados na determinagdo de esculetina.

Técnica Eletrodo Sensibilidade Faixa linear LOD Referéncia
(umol L) (nmol L)
DPV CuS-GN/GCE? 0,4851 0,10-100 58,0 ZHAO et al., 2013
LSV ERGO/GCE® 0,8915 0,04-5,0 20,0 Lletal, 2015
DPV Ti02-PDDA-Gr/GCE® 11,79 0,01-3,50 4,0 Lletal., 2016
DPV c-SWCNTs-NF- 1,032 0,004-55 1,2 YAO et al., 2016
AuNs/GCE?
DPV Poly(L-lanthionine)/GCE® 0,539 0,005-0,1 1,0 SHENG et al.,
2020
DPV NUGDY/CILE! 28,55 0,02-10,0 2,3 YAN et al., 2022
DPV PtNPS/AuNPs/CFME# 3,3834 0,04-10 3,6 BAO et al., 2022
SWV AuNP-Hep-Gr/GCE 2,812 0,10-20,5 46,0 Este trabalho

2 Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de monossulfeto de cobre depositados em grafeno;

b Eletrodo de carbono vitreo modificado com éxido de grafeno reduzido;

¢ Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de didxido de titdnio com poli(cloreto de
dialildimetilamonio) funcionalizados em grafeno;

4 Eletrodo de carbono vitreo modificado com monocamada de nanotubos de carbono com nanoparticulas de ouro
em Nafion;

¢Eletrodo de carbono vitreo modificado a partir da eletropolimerizacdo de L-lantionina;

T Eletrodo de pasta de carbono com liquido modificado com grafidino ultrafino dopado com atomos de nitrogénio
com hibridizagao sp;

¢ Microeletrodo de fibra de carbono modificado com nanoparticulas de platina e ouro;

Trabalhos como os de Yao e colaboradores (2016) e Bao e colaboradores (2022)
mostram o potencial na utilizagdo de AuNPs como agentes na modificagdo de sensores
voltamétricos da determinacdo de esculetina, contudo, a presenca de espécies de grafeno
associadas ou nao a nanoparticulas metalicas desempenham papel importante no aumento da

sensibilidade do sensor ocasionando a diminui¢ao do LOD.

5.6 CARACTERISTICAS ANALITICAS

Avaliou-se a estabilidade do filme produzido por AuNP-Hep-Gr a partir da aplicagao
de CV em vinte ciclos (n = 4), somente na presenca da solugdo tampdo B-R (0,1 mol L™!; pH
2,0), como observado na Figura 21. Foram analisadas as correntes obtidas em potenciais onde
ocorrem oxidacao (+0,61 V) e redugdo (+0,58 V) de ESC, na primeira e Gltima varredura. De

acordo com Chitravathi e colaboradores (2012), desta forma ¢ possivel definir a taxa de
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lixiviagdo ou degradacdo do material com o qual o GCE foi modificado. O voltamograma
obtido apresentou queda de corrente nos potenciais de oxidagao e reducdo nos valores de 9,7%
e 6,3%, respectivamente, indicando assim, a estabilidade do eletrodo nesta solucao tampao.

O sensor voltamétrico para ESC, AuNP-Hep-Gr/GCE, também foi avaliado quanto a
repetibilidade intra-dia, assim foram realizados cinco ensaios, utilizando solu¢do tampao B-R
(0,1 mol L™!; pH 2,0) e solugdio 20,0 pmol L' de ESC. A analise das correntes de pico obtidas
por SWV nos cinco ensaios realizados resultou em desvio padrao relativo de 4,50%, atestando,

assim, repetibilidade satisfatoria do sensor voltamétrico proposto.

Figura 21 — Voltamograma da primeira varredura (a) e da vigésima varredura (b) utilizando
AuNP-Hep-Gr/GCE em solugio tampao B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0).
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Fonte: O autor.

5.7 ESTUDO DE INTERFERENTES

Para avaliar possiveis interferéncias nas medidas eletroquimicas de ESC utilizando o
eletrodo AuNP-Hep-Gr/GCE, foram selecionados os principais compostos presentes em folhas
e frutos de Morus alba L. (amora branca) (ZAFAR et al., 2013). Com os compostos
selecionados (quercetina, 4cido ascorbico, acido cafeico e vanilina) foram realizados estudos
por SWV em que essas moléculas se encontravam na propor¢ao 1:5 (ESC:interferente) em
solugdo tampdo B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0). Substancias como 4cido ascorbico e quercetina

influenciaram significativamente na corrente obtida, com alteragdo de corrente superior a 10%,
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demonstrando queda de 21,2 + 3,6% na corrente, em contrapartida, o acido ascorbico
proporcionou o aumento na corrente de pico de 22,2 + 10,8% (Figura 22). Para os demais
interferentes estudados, vanilina e acido cafeico, ndo foram observadas interferéncias

significativas (mudanca do sinal < 10%) para ESC utilizando eletrodo AuNP-Hep-Gr/GCE.

Figura 22 - Grafico de colunas representando a corrente de pico de esculetina em percentual na
presenca de outros compostos cinco vezes mais concentrados (n = 3).
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Fonte: O autor.

5.8 DETERMINACAO DE ESCULETINA E ESTUDO DE RECUPERACAO

A determinacao e o estudo de recuperagdo em amostras comerciais foram realizados
com adi¢do de padrao de esculetina em uma célula eletroquimica contendo 15 mL de eletrolito
de suporte e 100 uL da amostra (cha e p6 folhas de amora branca e geleia). Na Figura 23 sao
apresentados os voltamogramas obtidos na analise das amostras selecionadas, exibindo sinal
voltamétrico em +0,56 V referente a ESC. As determinagdes realizadas em duplicata, obtiveram
os valores médios de 157,70 + 2,65 pg/g de cha, 211,10 + 6,72 ng/g em p6 de folhas de amora
branca e 9,80 = 0,15 pg/g em geleia. De acordo com Yun e colaboradores (2012) sdo
encontradas maiores concentracdoes de ESC nas folhas de amora branca em relacdo as outras

partes da mesma planta.
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Figura 23 - Voltamogramas de onda quadrada em frequéncia de 60 Hz, amplitude de 50 mV e
incremento de 1,0 mV em solu¢do tampdo B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0) e curvas de adi¢do de
padrdo das amostras de (B) chd comercial, (D) cha de p6 de folhas de amora branca e (F) geleia

de amora.
CHA COMERCIAL DE AMORA BRANCA

@

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Evs. Ag/AgCl/V

CHA DE PO DE FOLHAS DE AMORA BRANCA

(©)
4]
5
14
04
0.4 ' 0.5 ' 0.6 ' 0.7
Evs. Ag/lAgCl/V
GELEIA DE AMORA
30_(E)
241
<iELls-
Z 121
— 6 B
04
04 05 06 07 08

E vs. Ag/AgCl/V

Fonte: O autor.

T T T A T T T
0,4 0,2 0,0 0.2 0.4

(B)

/ nA

[Esculetina] / pmolL™

D)

04 02 00 02 04
[Esculetina] / pmolL™

40+

)

T
2

4
[Esculetina] / pmol L'

2 7
(=]



55

Utilizando as mesmas amostras, o eletrodo proposto, AuNP-Hep-Gr/GCE, foi avaliado
em estudo de adigdo e recuperagdo de ESC. As amostras foram fortificadas com trés
quantidades diferentes e conhecidas de ESC (2,5 pmol L) e medidas de SWV foram realizadas
em triplicada (Tabela 3).

Tabela 5 — Determinagdo e estudo de recuperagdo de teor de fenois expressas em concentragao
de esculetina em amostras de cha e p6 de folhas de amora e geleia de amora usando AuNP-
Hep-Gr/GCE (n = 3).

Esculetina (umol L) Recuperacao
Amostra . —
Determinada Adicionada Recuperada (%)
Cha comercial 0,67 0,65 £ 0,04 97,0
de amora 0,352 + 0,006 7,44 7,48 £0,19 100,6
branca 12,0 11,8+ 0,4 98,3
Cha de po de 0,73 0,72 + 0,05 98,6
folhas de 0,471 £ 0,015 2,60 2,58 £0,07 93,6
amora branca 14,0 13,8 £ 0,12 90,6
1,74 1,68 +0,05 96,5
Geleia de
1,32+ 0,02 8,53 8,74 £ 0,09 102,5
amora
13,5 12,5+0,3 92,6

O método de adigcdo e recuperacdo serve de avaliagdo para um processo analitico,
constituindo uma etapa importante pois denota a exatiddo do método analitico. A recuperagao
da esculetina foi efetuada para as trés amostras em concentragdes inseridas na curva de
calibracao (Figura 20B). Os percentuais de recuperacao obtidos variam entre 90,6 e 102,5%,
demonstrando, assim, a baixa interferéncia das matrizes das amostras, mesmo apresentando
concentragdes elevadas dos interferentes quercetina e 4cido ascorbico (Figura 22), e exatidao
satisfatoria a partir do emprego do eletrodo AuNP-Hep-Gr/GCE na quantificacao de ESC nas
amostras (ZAFAR et al., 2013).



56

6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi desenvolvido a partir da modificagdo de um eletrodo de carbono
vitreo com nanoparticulas de ouro estabilizadas em heparina ancoradas em grafeno para
quantificagdo de ESC em amostras comerciais.

Através de imagens de TEM foram estimados os didmetros médios das AuNP-Hep,
ainda utilizando a mesma técnica, foi possivel observar que a introdug¢do de Gr auxiliou na
diminui¢do de tamanho e distribuicao espacial das AuNP-Hep, diminuindo o nimero de
aglomeragdes. A formacdo de nanocompositos em Gr refletiu de maneira positiva o
comportamento do sensor eletroquimico, diminuindo, substancialmente, a sua resisténcia a
conducao de elétrons.

O processo de oxirredugao da esculetina na superficie do sensor eletroquimico AuNP-
Hep-Gr/GCE foi determinado através de estudos de CV, o qual permitiu concluir tratar-se de
um processo regido por adsor¢ao, quase-reversivel, apresentando na reag¢ao de oxirreducao dois
mols de elétrons e dois mols de prétons por mol de ESC.

O sinal analitico a ESC se mostrou mais eficiente em pH igual a 2,0, o aumento do pH
mostrou a perda gradual de corrente e deslocamento linear dos potenciais de oxidagdo e
redugdo, com este estudo obteve-se o melhor desempenho em pH igual a 2,0 em solugdo tampao
B-R 0,1 mol L™".

No desenvolvimento da metodologia foram analisadas trés técnicas voltamétricas,
dentre as quais a voltametria de onda quadrada apresentou performance superior em frequéncia
de 60 Hz, amplitude de 50 mV e incremento de 1 mV. Obteve-se a partir da curva de calibracao
LOD de 46 nmol L' ¢ LOQ de 140,0 nm L.

A metodologia se mostrou precisa quanto a repetibilidade, apresentando desvio padrao
de 4,5%. Dentre os possiveis interferentes estudados, acido cafeico e vanilina foram os que
apresentaram alteracdo no sinal de corrente inferior a 10%, enquanto acido ascorbico e
quercetina influenciaram promovendo aumento e diminuicdo da corrente em mais de 10%,
respectivamente.

O desenvolvimento da curva de calibracdo permitiu a determinagdo de ESC em
amostras comerciais como cha e p6 de folhas de amora branca e geleia de amora. Em ensaios
de recuperacdo para essas mesmas amostras foram obtidos valores de recuperacdo de ESC
satisfatorios no intervalo de 90,6 a 102,5%, o que demonstra boa exatidio do método

desenvolvido sem grande interferéncia de moléculas como &cido ascorbico ou quercetina.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras ao desenvolvimento deste trabalho se encontram o estudo
de diferentes materiais carbonaceos junto as AuNPs e o estabilizante heparina, formacao de
novos nanocompositos com outras nanoparticulas metalicas, € como estas modificagdes podem
influenciar na estabilidade do filme sobre o GCE.

Além disso, a avaliagdo de novos interferentes de moléculas com estrutura semelhante
a apresentada pela ESC, principalmente esculina, fraxina e fraxetina, assim como outros
componentes de alta concentracdo em galhos de amora branca, como a rutina, pode ser
raciocinado como uma nova fonte de estudo.

A determinacdo simultinea de ESC e o glicosideo esculetina-7-O-glicuronideo sdo
também raciocinados como futuro trabalho para que se possa determinar ambos os analitos em

amostras bioldgicas, para avaliar o efeito da ESC no sistema gastrointestinal.
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