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Vv
A Oportunidade deste Trabalho

A OPORTUNIDADE DESTE TRABALHO

Este trabalho so foi possivel gracas ao surgimento do “Projeto:
Desenvolvimento de Sensores a Base de Polinitrilas”, que de forma inovadora
intercambiou as relagoes entre alunos e professores de Universidades de
destacado reconhecimento pela comunidade cientifica e tecnolégica.

Neste contexto, o Laboratorio de Eletroquimica, Eletroanalitica e
Desenvolvimento de Sensores — LEEDS, alocado no Departamento de
Analitica do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e o Grupo de Eletroquimica do Instituto de Quimica e
Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) proporcionaram
investimentos na qualificacdo de estudantes. Este relacionamento possibilitou
aos alunos conhecerem de perto a rotina dos laboratérios de ambas as
Universidades, bem como seus problemas e deficiéncias académico-
tecnologicas.

Estas atividades desenvolvidas tanto na UNICAMP quanto na UFAL
foram coordenadas pelos Professores Lauro T. Kubota e Marilia O. F.
Goulart, respectivamente, de forma segura, simples, prazerosa, inovadora,
motivadora, agregando, portanto, um ambiente descontraido para o
desenvolvimento das atividades ao longo de vdrios anos.

O desenvolvimento dessas atividades contou também com a
colaboragcdo do Dr. Adriano Oliveira, lotado até pouco tempo atrds no
Instituto de Quimica Inorganica da Universidade de Bonn, Alemanha, o qual
foi responsdvel pela sintese de derivados de polinitrila. Estas pesquisas foram
incentivadas por meio de vdrias agéncias de fomento, tais como CNPgq,

CAPES/PROCAD, FAPESP.
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L. Santos e N. Motta
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A FRATERNIDADE

A meus amigos do LEEDS, Wilney Santos (“Hum, hum, hum... Povo
cinzento”), Murilo Santhiago (“Issaaaaaaaaaa, é nois”’) e Caio Nakavaki de
Oliveira (“Como assim?” ‘“Like How”) pelas ‘“noitadas”, “cervejadas”,
brincadeiras, zelo, vontade e dedicacdo drdua durante 24 horas por dia aos

trabalhos experimentais realizados ao longo do doutorado.

“Chegamos ao final de mais uma caminhada. Durante os longos anos de
convivio, tornamo-nos amigos, enfrentamos juntos todos os obstdculos do
caminho. Compartilhamos o nervosismo das vésperas das provas, trocamos
olhares tensos, na tentativa de encontrar uma solugcdo para as dificuldades.
Lamentamos os erros cometidos, mas, vibramos intensamente a cada vitoria.
Agora seguiremos caminhos “diferentes” em busca de novas conquistas. No
entanto, estamos certos de que esta partida jamais se tornard um adeus, mas,

sim um até breve.”

“Ndo importa onde vocé parou, em que momento da vida vocé cansou.
Recomecar é dar uma nova chance a si mesmo, é renovar as esperangas na

vida e o mais importante, acreditar em vocé de novo...”.

Carlos Drummond de Andrade
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AO PROCAD/CAPES

Neste topico, gostaria de destacar a importdncia das atividades em
cooperagdo entre as universidades UFAL e UNICAMP incentivadas pelo
Governo Federal. Particularmente, nestes trés anos de doutorado foi possivel
orientar diversos alunos provenientes da UFAL, trocar conhecimentos e o
mais importante, fazer novos amigos, o qual destacaria o José Rui Reys,
Paulo Rogério, Fabricia Ferreira e os mais recentes membros do
LEQUI/UFAL, Francisco Silva e Cleylton Lopes. Estes proporcionaram um
ambiente familiar, descontraido, prazeroso, amenizando as saudades de
outrora e aumentando, portanto, a entropia do macroambiente. Obrigado

galera e viva o PROCAD/CAPES!
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Neste trabalho descreve-se o desenvolvimento de sensores
amperométricos a base de um simples eletrodo de pasta de carbono
modificado com um novo mediador redox, a 4-nitroftalonitrila (4-NO,FN),
para a determinacdo de alguns antioxidantes de relevancia bioldgica [L-
cisteina (L-CySH), L-glutationa (L-GSH), 4cido L-ascérbico (L-AscH,), dcido
urico (AU) e nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida) (NADH)].
Com este propdsito, inicialmente, a 4-NO,FN foi ativada in situ, gerando o par
redox nitroso/hidroxilamina (4-NOFN/4- NHOHFN) estdvel na superficie
eletrodica, o qual apresentou atividade electrocatalitica na oxidacdo dos
analitos estudados. As técnicas empregadas para a realizagdo deste trabalho
foram voltametria ciclica e cronoamperometria, as quais foram utilizadas para
estudar o comportamento dos eletrodos modificados, para otimizacdao dos
parametros experimentais, obtengcao dos parametros cinéticos e caracterizagao
analitica dos sensores. Além disso, os estudos hidrodinAmicos e
cronoamperométricos foram realizados com o objetivo de se obter maiores
informagdes sobre os processos de oxidagdo entre L-AscH,, NADH e os
eletrodos modificados. Assim, por meio dos graficos e equacdes de Koutech-
Levich e Cottrell foi possivel obter os valores para o coeficiente de difusio
(D) e constante de velocidade da reacdo (k) para L-AscH, e NADH. Os
valores do D e de ks, determinados para L-AscH, e NADH, foram de 9,0x10°
® em? s' e 24x10° cm’?, 6,0x10° mol'L s' e 1,0x10* mol'L s,
respectivamente. O aumento na velocidade de reagdo, tanto para o L-AscH,
quanto para o NADH, foi1 atribuido a eficiente transferéncia de elétrons entre
estas espécies € o par redox 4-NOFN/4-NHOHEN eletrogerado in situ. Sob
condicOes otimizadas, o sensor amperométrico apresentou uma faixa de
resposta linear (umol L), limite de detec¢do (umol L™), quantificacdo (umol
L") e sensibilidade (nA L pumol™) para L-CySH (a), L-GSH (b), L-AscH, (c),
AU (d) e NADH (e), os quais apresentaram os valores de (a) 0,8-13,2, 0,25,
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0,8, 37,0; (b) 8,0-83,0, 2,7, 8,0, 54,0; (¢)5,0-120,0, 1,6, 5,5, 108,0; (d) 5,0-
120,0, 1,3, 4,5, 121,6 e (e) 0,8-8,5, 0,25, 0,82, 500,0, respectivamente. Apds a
aplicacdo destes sensores em amostras de interesse, estudos de adi¢do e
recuperagao dos analitos foram realizados para avaliar a exatidao dos métodos

e verificou-se que foi possivel uma percentagem de recuperagdo entre 98,5 e
102,0% para L-CySH, L-GSH, L-AscH; e AU.
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Title: “Modified electrode based on 4-nitrophthalonitrile: amperometric
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In this work, the development of amperometric sensors based on a
simple carbon paste electrode modified with a new redox “mediator”, 4-
nitrophthalonitrile (4-NO,PH), for quantification of some antioxidants of
biological relevance (L-cystein (L-CySH), L-glutathione (L-GSH), L-ascorbic
acid (L-AscH;), uric acid (UA) and f-nicotinamide adenine dinucleotide
(NADH)), is described. For this purpose, initially, 4-NO,PH was activated in
situ, generating a stable redox-active nitroso/hydroxylamine system (4-
NOPH/4-NHOHPH) on the electrodic surface, which presented
electrocatalytic activity towards the oxidation of studied analytes. The
techniques used in this work were cyclic voltammetry and cronoamperometry,
to study the behavior of the modified electrodes, for the experimental
parameters optimization, for the attainment of the kinetic parameters and
analytical  characterization of the sensors. Hydrodynamic and
cronoamperometric studies were carried out with the aim to get information
on the reduction processes and oxidation of L-AscH, and NADH, respectively,
on the modified electrodes. Through the Koutech-Levich and Cotrell plots it
was possible to obtain the values for the diffusion coefficient (D) and kinetic
constant of the reaction (k) for the analytes in study. The values of the
diffusion coefficient and k,,,, determined for L-AscH, and NADH were
9.0x10° cm® s and 2.4x10° cm’s™", 6.0x10° mol 'L s and 1.0x10* mol 'L 5™,
respectively. The increase of the reaction rate for L-AscH, and NADH was
attributed to the efficient electron transfer between the studied species and
immobilized electroactive species on the surface of the carbon paste electrode.
After optimizing conditions, the sensor provided a linear response range
(uwmol L"), limit of detection (LOD) (umol LY, limit of quantification (LOQ)
(umol L) and sensitivity (nA L umol™) for L-CySH (a), L-GSH (b), L-AscH,
(c), UA (d) e NADH (e) of (a) 0.8-13.2, 0.25, 0.8, 37.0; (b) 8.0-83.0, 2.7, 8.0,
54.0; (¢)5.0-120.0, 1.6, 5.5, 108.0; (d) 5.0-120.0, 1.3, 4.5, 121.6 and (e) 0.8-
8.5, 0.25, 0.82, 500.0, respectively. After the application of these sensors in

Phabyanno Rodrigues Lima — Tese de Doutorado — IQ/UNICAMP



XXX
Abstract

samples of interest, studies of addition and recovery of the analytes were
carried out to evaluate the error of the methods and it was verified recovery
percentages between 98.5 and 102.0% for L-CySH, L-GSH, L-AscH, and AU,

were obtained.
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L-CySH L-Cisteina (forma reduzida)

v Viscosidade cinematica

a Coeficiente de transferéncia de elétrons

17 Velocidade de rotacao

AE, Separacao de potencial de pico

AE, Diferenca de potencial de pico de oxidacao

4-NHOHFN 4-hidroxilaminaftalonitrila

4-NO,FN 4-nitroftalonitrila

4-NOFN 4-nitrosoftalonitrila

A Area geométrica do eletrodo

Ag/AgCl Eletrodo de prata cloreto de prata

AU Acido irico

b Coeficiente angular

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

C, Concentracao do analito

D Coeficiente de difusao

DP Desvio padrao

DPR Desvio padrao relativo

DPV Desvio padrao relativo

DTNB acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoéico)

E” Potencial formal

ECS Eletrodo de calomelano saturado

ECV Eletrodo de carbono vitreo

EDR Eletrodo de Disco Rotatorio

E, Potencial de pico

E,; Potencial de corrente de pico a meia altura

EPC Eletrodo de pasta de carbono

EQM Eletrodo quimicamente modificado

ERN Espécies Reativas de Nitrogénio

ERO Espécies Reativas de Oxigénio

ETR Electrochemically Triggered Reaction

F Constante de Faraday

FIA Flow injection analysis

HEPES [N-(2-hidroxietil(piperazina)-N,N’-bis(2-acido
etanosulfonico)]

I Corrente

Ly, Corrente limitada pelo transporte de massa
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Corrente limitada cineticamente

Densidade de corrente

Constante de Michaelis-Menten

Constante de velocidade da reaciao

Acido L-ascérbico (forma reduzida)

Limite de deteccao

L-Glutationa (forma reduzida)

Limite de quantificacao

Nuamero total de elétrons

Nuamero de elétrons da etapa determinante
Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma
oxidada)

Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma
reduzida)

Nuamero de elétrons

Nuamero de protons
Piperazina-N,N’-bis-(2-acido etanossulfonico)
Carga

Constante universal dos gases

Coeficiente de correlacao

Self Assembled Monolayers

Temperatura

Tris [(hidroximetil)aminometano
Velocidade de varredura de potencial
Voltametria ciclica

Voltametria de onda quandrada
Voltametria de pulso diferencial
Voltametria de pulso normal

Cobertura aparente de superficie
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I. Introducao Geral

O oxigénio, indispensdvel a vida dos seres vivos, tem sido foco de
inimeros estudos ao longo de décadas, tanto relacionados aos seus beneficios
quanto no que diz respeito as suas acoes deletérias. A molécula diatdmica de
oxigénio possui dois elétrons desemparelhados no orbital molecular, e pode
sofrer redugdo, reagir com outras espécies neutras, gerando novos radicais e
diferentes metabdlitos, conhecidos pelo nome coletivo de Espécies Reativas
de Oxigénio (ERO), as quais podem também reagir com outras espécies. No
organismo, as ERO encontram-se envolvidas na produgcdo de energia,
regulacdo do crescimento celular e sintese de substancias bioldgicas
importantes, entre outras atividades. Por outro lado, quando sua producdo é
exacerbada, o organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que
consegue controlar e restabelecer o equilibrio. Assim, o estresse oxidativo, ou
desbalanco redox, resulta do desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante,
com predominio dos oxidantes, com danos conseqiientes a moléculas
endobidticas (Vasconcelos et al., 2007; Halliwell & Gutteridge, 2007).

H4 fortes evidéncias de que o estresse oxidativo tem importancia capital
nos processos de envelhecimento, transformacdo e morte celular, com
consequéncias diretas em muitos processos patoldgicos, entre eles, a indugdo
do céincer e a propagacdo de AIDS em pacientes soropositivos (HIV'), bem
como na fisiopatologia de muitas doengas cronicas, entre elas, doencas auto-
imunes, cardiopatias, cancer, doencas do pulmdo, intoxicagdo por
xenobidticos e muitas outras. Por outro lado, € também fato reconhecido que
ERO e ERN (Espécies Reativas de Nitrogénio) desempenham papéis

fisiol6gicos importantes como o controle da pressao sangiiinea, na sinalizagcao
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celular, na apoptose, na fagocitose de agentes patog€nicos, na fertilizacdo de
ovos € no amadurecimento de frutos. O reconhecimento dessa relagcdo
estimulou o desenvolvimento de estudos de marcadores de dano oxidativo e
de substancias antioxidantes em sistemas biologicos (Halliwell & Gutteridge,
2007).

Por essa razdo, estudos com énfase na deteccdo e quantificacdo de
antioxidantes de relevancia bioldgica tém requerido uma série de desafios,
tanto na drea cientifica quanto tecnoldgica.

O presente trabalho descreve um dispositivo simples e sensivel para
detectar e quantificar alguns antioxidantes de relevancia biologica. A seguir,
descreve-se o campo de atuacdo de alguns desses antioxidantes, bem como

alguns sensores eletroquimicos empregados para sua detec¢do e quantificagao.

I. 1. A importancia das substancias quimicas selecionadas

I. 1.1. A L-cisteina

A L-cisteina (dcido 2-amino-3-mercaptopropandico, L-CySH) (Figura
I.1.) € um aminoédcido com papel importante nos sistemas bioldgicos e usada,
frequentemente, em vdrios setores, tais como na medicina e quimica de

alimentos (Chen & Li, 1999; Zhang et al.,1999).

O grupo sulfidrila (-SH) da L-CySH € determinante para a atividade
bioldgica das proteinas e enzimas (Nelson & Cox, 2000; Bridavari, 1989;
Osipov et al., 2005). A L-CySH € considerada um aminodcido ndo essencial,
quando, em condig¢des fisioldgicas normais, quantidades suficientes do mesmo

sdo originadas da dieta e do metabolismo do aminodcido essencial metionina e
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do aminodcido ndo essencial serina pela via de trans-sulfuracdo (Handbook of
Amino Acid Analysis, 1988). Entretanto, a L-CySH € estabelecida como
condicionalmente essencial, em certas circunstincias, por exemplo, em casos

de neonatos prematuros (Shew et al., 2005)

L-CySH estd presente em varios cosméticos e preparagoes
farmacéuticas, por exemplo, é usada na formulacdo de alguns antibidticos e
tratamento de danos a pele (Wring et al., 1989). As propriedades antioxidantes
da L-CySH sdo reconhecidas, quando da regulacdo de numerosos processos
bioquimicos e sdo essenciais a manutencdo da saide (De Viries & De Flora,
1993) como, por exemplo, na inibicdo de danos oxidativos causados por ERO,
formadas durante estresse oxidativo (Droge, 2002; Halliwell, 1994; McBride
& Kraemer, 1999).

Figura I.1. Estrutura quimica da L-cisteina.

I. 1.2. A L-glutationa

A L-glutationa é um tripeptideo (L-glutamil-L-cisteinilglicina, L-GSH)
composto de trés aminodcidos: L-cisteina, glicina e dcido glutamico, ligados
peptidicamente (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) (Figura 1.2). Sua capacidade
redutora € determinada pelo grupo -SH presente na L-cisteina (Meister &

Anderson, 1984). Exerce funcOes essenciais na célula, destacando-se sua
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fun¢cdo como cofator da familia de enzimas glutationa peroxidases (GPx), em

que desempenha papel protetor contra o estresse oxidativo, com sua oxidagao

a dissulfeto (GSSQG).

A L-GSH € o unico tiol ndo protéico de baixo peso molecular presente
em espécies aerdObias, e seu papel antioxidante intracelular inclui a
desintoxicacdo de xenobidticos e de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(Vasconcelos et al., 2007). Representa o principal composto tidlico presente

em extratos de leveduras (Penninckx, 2000).

OH H NH o
HS _ _NH
o)

Figura 1.2. Estrutura quimica da L-glutationa.

I. 1.3. O acido trico

O 4cido urico (AU) (Figura 1.3.) deriva do metabolismo das purinas e ¢é
produzido pela oxidagdo de hipoxantina e xantina pela xantina oxidase e
xantina desidrogenase. O AU apresenta atividade antioxidante significativa e
sua concentracdao no plasma é maior que a de outros antioxidantes, tais como

as vitaminas C e E (Ghiselli et al., 2000).
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Figura 1.3. Estrutura quimica do dcido tirico.

I. 1.4. O acido L-ascorbico

O é4cido L-ascorbico (L-AscH;) ou vitamina C (Figura 1.4.) € essencial
ao homem, pois ndo pode ser sintetizado a partir da glicose que € seu
precursor, como ocorre em plantas e na maioria dos animais. Em sistemas
bioldgicos, em pH fisiologico (7,4), 99,95 % da vitamina C (L-AscH,)
encontra-se na forma de ascorbato (AscH), que € a forma que atua como
antioxidante, ao doar um He ou [H" + e"] para um radical [Vasconcelos et al.,

2007].

O ascorbato (AscH’), atua como antioxidante sobre ERO e ERN, em
ambiente biologico aquoso, resultando na formag¢do do anion radical
semidesidroascorbato (Asce), ou ascorbila, pouco reativo. Atua eficientemente
sobre o anion-radical superéxido (O,e-), o per6xido de hidrogénio (H,0,), o
hipoclorito (CIO) e os radicais hidroxila (*OH) e peroxila (¢*OOH). O
ascorbato pode atuar diretamente nas membranas celulares, por impedir a
iniciacdo da peroxidacdo lipidica ou, indiretamente, por regenerar a vitamina
E, que atua como antioxidante na face lipofilica da membrana (Barreiros et

al., 20006).
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Ll L
Ay unr

Figura 1.4. Estrutura quimica do L-dcido ascorbico.

I. 1.5. A nicotinamida adenina dinucleotideo

A nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) (Figura 1.5.) € um
cofator muito estudado devido a grande quantidade de enzimas desidrogenases
dependentes de seu processo redox, e devido a sua importdncia como
transportador de elétrons em células vivas. Atualmente, sabe-se que existem

mais de 250 enzimas que dependem de NADH e 150 de NADPH (Gorton &

Dominguez, 2002).
0

1l
O C - NHQ
|

N

OCH; 4 NH.,

)
|
OH OH N N)
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1
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| ! 20
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Figura L5. Estrutura quimica da NADH.

Phabyanno Rodrigues Lima — Tese de Doutorado — IQ/UNICAMP



9
Capitulo I — Introducdo Geral

I. 2. Dispositivos utilizados para a determinacido de L-CySH, L-
GSH, L-AscH,, AU e NADH

Devido as intumeras razdes discutidas anteriormente € de suma
importancia a determinacao destas espécies, portanto, estudos com propdsitos
distintos t€ém sido realizados empregando vérias técnicas para deteccdo e
quantificacdo de L-CySH, L-GSH, L-AscH, e AU como espectrofluorimetria
(Liang et al., 2002; Chen et al., 1999), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Liang et al., 2005), método colorimétrico (Wyngaarden, 1974) ou métodos
eletroquimicos (Shahrokhian & Ghalkhani, 2006), os quais tém sido também
utilizados para a determinagdo da cinética e do mecanismo reacional em

relacdo ao NADH (Santos et al., 2002a,b).

Entretanto, os métodos cromatogrificos apresentam  alguns
inconvenientes com o preparo de amostras, a necessidade de derivatizagao de
moléculas ou baixa sensibilidade, limitando sua aplicacdo. Alternativamente,
os métodos eletroquimicos tém apresentado algumas vantagens no tocante a

simplicidade e a alta sensibilidade.

Por outro lado, os maiores problemas relacionados a detec¢do
eletroquimica de tiéis ou NADH, por exemplo, t€m sido o emprego de
eletrodos convencionais (eletrodos ndo modificados), os quais apresentam

altos sobrepotenciais e velocidade de transferéncia de elétrons lenta.

A detec¢do eletroquimica e simultinea de L-AscH, e AU apresenta
problemas relacionados aos potenciais de oxidagdo préximos, bem como pelo

bloqueio da superficie eletrédica pelos produtos de oxidagdao, comprometendo
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a seletividade e, portanto, inviabilizando o emprego desses sistemas durante o

processo de detec¢ao dessas espécies nos diferentes meios.

Alternativamente, uma drea que vem contribuindo para o
desenvolvimento de métodos inovadores estd centrada no campo da
eletroanalitica. Particularmente, os sensores quimicos tém sido uma alternativa
vidvel para deteccdo e quantificacdo de vérios analitos em diferentes matrizes,
seja de origem bioldgica, farmacoldgica, alimenticia, entre outras, com
rapidez, seletividade e sensibilidade inerentes a estes dispositivos. Além disso,
um dos pontos criticos observados e bastante explorados durante a
configuracdo dos sensores quimicos diz respeito a fase sensora, a qual esta

relacionada diretamente com o processo de detecc@o da espécie de interesse.

O processo de acoplar o reagente ao transdutor, geralmente denominado
de imobiliza¢do, tem como objetivo: pré-estabelecer e controlar a natureza
fisicoquimica da interface eletrodo-solucdo, sendo, portanto, uma forma de
impor e controlar sua reatividade e/ou seletividade, possibilitando o
desenvolvimento de sensores quimicos para varios propdsitos e aplicacoes,
com 6timo desempenho para detec¢do e quantificacdo de intimeros analitos

nos diferentes meios.

Assim sendo, o grande interesse no desenvolvimento de sensores € o
emprego de mediadores, que sdo agentes para facilitar a transferéncia de
elétrons. O mediador geralmente é um composto com baixa massa molecular,
cujo par redox que catalisa reacdes facilitando seletivamente a transferéncia de
elétrons de analitos com o eletrodo (Lima et al., 2008a; Lima et al., 2008b;

Lima et al., 2008¢).

Este mediador geralmente deve possuir um potencial redox mais baixo

(menos negativo ou menos positivo, dependendo se o processo € reducido ou
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oxidacdo, respectivamente) que os interferentes eletroquimicamente ativos na
amostra, apresentando como vantagens, medidas com menor dependéncia ou
completa independéncia da concentragdo do oxigénio e de outras substancias
presentes nas amostras (Rosatto et al., 2001). Contemplando este campo,
varios estudos vém sendo conduzidos com intuito de melhorar o desempenho
dos eletrodos quimicamente modificados (EQMs) para determinacdo dos
analitos estudados no presente trabalho. Neste sentido, a seguir sdo descritos

alguns destes sistemas enfatizando seus resultados analiticos.

I. 2.1 O emprego dos EQMs para determinacao de L-CySH, L-
GSH, L-AscH,, AU e NADH

A capacidade de manipular a arquitetura molecular do corpo da matriz
do eletrodo e sua superficie, em particular tem conduzido a uma ampla
extensao de aplicagcdes analiticas dos EQMs e criado poderosas oportunidades
para o campo da eletrondlise. Por essa razdo, muitos pesquisadores t€m
utilizado vérios compostos para modificar superficies de eletrodos de
diferentes maneiras, os quais tém apresentado atividade eletrocatalitica para a
oxidacdo da L-CySH, L-GSH, NADH, L-AscH, e AU, permitindo a

diminui¢do dos altos potenciais de oxidagdo dos mesmos.

Zhang et al. (1999) desenvolveram um detector a base de um eletrodo
modificado com hexacianoferrato de indio/nafion acoplado a cromatografia de
fons para deteccdo amperométrica de L-CySH. Sob condicdes otimizadas
(solucao tampao fosfato, pH 3,0), o sistema de deteccdo apresentou potencial

de detec¢ao, faixa linear de resposta, limite de deteccdo (LD) e sensibilidade
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de 0,6 V vs. ECS, 1-1000 pmol L', 1,6 pmol L' e 3,09 nA L umol’,

respectivamente.

Zhao et al. (2003) também desenvolveram um sensor amperométrico a
base de nanotubos de carbono (NTC) para deteccdo eletrocatalitica de L-
CySH. Os autores verificaram que os NTC apresentaram ganho consideravel
na resposta analitica em relacdo ao eletrodo convencional, demonstrando
efeito eletrocatalitico frente a L-CySH. Assim, sob condi¢des otimizadas
(H,SO, 0,2 mol L") o dispositivo apresentou potencial de deteccio, faixa

linear de resposta e limite de detec¢do (LD) de 0,57 V vs. ECS, 2-2800 pmol

L'e2,0 pwmol L', respectivamente.

Fei et al. (2005),visando o desenvolvimento de novos dispositivos com
melhor desempenho, modificaram um eletrodo de grafite com NTC, no qual
Platina (Pt) foi depositada eletroquimicamente. Os autores observaram um
efeito sinérgico do compdsito formado, o qual apresentou propriedade
eletrocatalitica frente a oxidacdo de L-CySH. Sob condi¢cdes otimizadas
(solucao tampao fosfato, pH 7,4), o dispositivo voltamétrico apresentou
potencial de deteccdo, faixa linear de resposta, LD (sinal/ruido =3) e

sensibilidade de 0,46 V vs. ECS, 0,5-100 umol L, 0,3 umol L e 0,8 nA L

-1 .
pmol ™, respectivamente.

Ozoemena et al. (2001), visando um maior controle das propriedades
interfaciais ou alto grau de organizacdo, desenvolveram um sensor quimico a
base de uma monocamada auto-organizada (SAM “self-assembled
monolayer”) de octabutilftalocianinato-cobalto  (II) para detec¢do

eletrocatalitica de L-CySH. Sob condi¢Oes otimizadas (solucdo tampdo, pH
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4,0), o sistema de detecc@o apresentou potencial de detec¢do e LD de 0,40 V

vs. Ag/AgCl e 0,3 umol L™, respectivamente.

Com intuito de comparar vérios sensores quimicos empregados para
deteccao e quantificagdo de L-CySH, na Tabela I.1. sdo apresentados os
resultados analiticos obtidos nos artigos publicados e citados no presente

trabalho.
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Tabela 1.1. Sensores e condicoes experimentais e parametros analiticos para a determinacdo de L-CySH.

Faixa

LD linear Sens.
Referéncia Sensor Método E, (V) 1 (mA L
(umol L)  (umol 1
L'l) umol™)
Eletrodo modificado CLAE com
(Zhang et com hexacianoferrato detecgao 0,600 vs. 0,016 1-1000 3,09
al.,1999) e e A ECS
de indio/néfion eletroquimica
(Zhao et Eletrodo de . 0,570 vs. i i
al.,2003) grafite/NTC Amperometria g g 2 2-2800
S;e;g(t) 5) Eletrodo de Voltametria 0"5&”' 0,3 0,5-100 0,8
N grafite/NTC/Pt
. Eletrodo de pasta de
(Shahquhlan carbono modificado VPD e 0,600 vs.
& Karimia, ) 0,5 3-770 ~22
2004) com complexo de Amperometria Ag/AgCl
salofeno-Co(II)
(Inoue & Eletrodo de CV 0.500
Kirchhoff, modificado Amperometria A’ A vél 0,0006 -
2000) PQQ/polipirrol s 4,71
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Eletrodo de pasta de

(zlhell?;gr(nhi?n carbono modificado
2005 | com 4-metilsalofeno-
Co(Il)
(Tan et al Eletrodo de
2()83)61 ’ CV/fullereno-C60

(Teixeira et Complexo de saleno-

al.. 2005) Oxovanadio(IV)
(Salimi & Carbono modificado
Pourbeyram, com complexo de
2003) ruténio
Eletrodo de ouro
(Ozoemena mpdificho )
octabutilftalocianinato-
etal.,2001) Co (II)
oy, Pl deubon
1999)

ftalocianina-Co

VC, VPD

VC

Amperometria

VC

VC

Amperometria

0,500 vs.
Ag/AgCl

0,580 vs.
Ag/AgCl

0,650 vs.
ECS

0,800 vs.
Ag/AgCl

0,400 vs.
Ag/AgCl

0,400 vs.
Ag/AgCl
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Voltametria - 0,570 vs.

(Spataru et Eletrodo de diamante 0,9 1-200 12
al.,2001) dopado com boro FIA ECS
. Eletrodo de pasta de
(Lima et al., carbono modificado ~ Amperometria 0,33 vs. 0,25 0,8-13,2 37
2008a)/ esta . o Ag/AgCl
foce com 4-nitroftalonitrila

VC: Voltametria Ciclica;, CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; VPD: Voltametria de
Pulso Diferencial; VPN: Voltametria de Pulso Normal. Ag/AgCl vs. ECS = -0,045 V.
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Além dos dispositivos desenvolvidos para deteccdao e quantificacdo de
L-CySH e apresentados na Tabela I.1., varios grupos de pesquisas também

utilizaram EQMs para determinagdo de L-GSH.

Assim, contemplando esta linha de pesquisa, pode-se encontrar o
trabalho reportado por Halbert er al.(1985), que prepararam um eletrodo
misturando ftalocianina de cobalto tetrassulfonada com grafite em p6 e nujol.
O eletrodo apresentou resposta eletrocatalitica para muitos tidis na faixa de
potencial de 0,75 a 0,85 V vs. Ag/AgCl, esta faixa de potencial foi similar
aquelas observadas para a oxidagdo da ftalocianina de cobalto em solu¢do
apos a adi¢ao desta na pasta de grafite. Devido ao alto potencial e a falta de
seletividade, o eletrodo foi aplicado como detector eletroquimico acoplado a

cromatografia liquida.

Por outro lado, Wring et al. (1989) também reportaram um estudo
utilizando a ftalocianina de cobalto na construcdo de eletrodos a base de
grafite e resina epoxi, para o monitoramento de L-GSH. A determinacgdo de L-
GSH foi realizada por técnica amperométrica aplicando-se um potencial de
0,45 V vs. Ag/AgCl, encontrando uma faixa de trabalho de 0,1-550 pmol L™,
com um LD de 32,5 nmol L.

Seguindo com o uso da ftalocianina de cobalto, encontramos o trabalho
descrito por Griveau et al. (2003), os quais usaram tetraaminoftalocianina de
cobalto adsorvida na forma do mondmero e eletropolimerizada como poli-
tetra-aminoftalocianina sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo. A
atividade eletrocatalitica na oxidac¢do dos tidis aumenta ligeiramente com a
espessura do filme, mas esta atividade foi similar a do eletrodo com o

monomero adsorvido. A determinacao de L-GSH foi realizada por técnica
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amperométrica, aplicando-se um potencial de -0,13 V vs. ECS, com uma

sensibilidade de 0,12 pA mol” L e LD de 1,6 mmol L™.

Outros compostos a base de cobalto foram também estudados. Assim,
Shankaran et al. (2002) utilizaram o hexacianoferrato de cobalto como
mediador e imobilizaram este composto com parafina sobre um eletrodo de
grafite. O eletrodo assim construido apresentou resposta eletrocatalitica para
L-GSH num potencial de 750 mV vs. Ag/AgCl, encontrado-se resposta na
faixa de 40 a 520 umol L', comum LD de 2,4 umol L.

Além dos compostos a base de cobalto reportados na literatura, Calvo-
Marzal et al. (2006) lancaram mao de um sensor amperométrico, na forma de
um eletrodo de pasta de carbono modificado com TTF-TCNQ para deteccao e
quantificacdo de L-GSH. Este dispositivo apresentou atividade eletrocatalitica
frente a L-GSH, apresentando um potencial de oxidagdo de 0,2 vs. ECS. Além
disso, sob condi¢cdes otimizadas o sensor apresentou LD, faixa linear de
resposta e sensibilidade de 0,3 pmol L', 5,0-340,0 pmol L'e 11,0 nA L
umol™, respectivamente. Com intuito de comparar outros sensores quimicos
empregados para determinagdo de L-GSH, na Tabela [.2. sdo apresentados os

resultados analiticos obtidos nos artigos publicados.
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Tabela 1.2. Sensores e condicdes experimentais e pardmetros analiticos para a determinagdo de L-GSH.

n , LD Faixa linar Sensibilidade
Referéncia Eletrodo Método E, (V) (umolL‘l) (umolL'l) (nA Lumol'l)
0,200 vs.
(Macr;al et EPC/ Amperometria ECS 0.3 3,0-340,0 11,0
12006) TTF-TCNQ
(Salimi & Eletrodo carbono 0,800 vs.
Pourbeyram, modificado Amperometria  Ag/AgCl 1.0 3,0-700,0 7.8
2003) com complexo-Ru
Eletrodo : 0,850 vs. 2,0 10,0 — 800,0
(Xu et al., o Amperometria
2002) modificado- "CLAE Ag/AgCl -
Pd-II’Oz
(Abiman et Eletrodo VOO 'O’E%OSVS' 8,1 ) 51,0
al.,2007)  modificado-ArNO,
(Moore et  Eletrodo de grafite 0,650 vs. ECS 2,7 10,0 — 80,0 39,0
1 VC
al.,2004) pirolitico
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(Nekrassova Eletrodo de Amperometria
etal.,2003)  diamante dopado
com boro
(Nalini & Difenilcarbamato- .
Narayanan, Ru(IlD) Amperometria
1998)
Biosensor a base de
(Rover et glutationa Amperometria
al., 2001) peroxidase
(Lima et al., EPC/ 4- Amperometria
2008b)/ esta  nitroftalonitrila p
tese

0,850 vs.
ECS

0,360 vs.
ECS

0,650

vs. ECS

0,400
vs.Ag/AgCl

5,8

15,2

2,7
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10,0 - 100,0 22,9
20,0-140,0 2:43
8,0 - 83,0 54,0

VC: Voltametria Ciclica;, CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, VOQ: Voltametria de
Onda Quadrada. Ag/AgClvs. ECS = -0,045 V.
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Estudos t€m sido também realizados com foco no desenvolvimento de
sensores quimicos para deteccdo e quantificacdo de L-AscH, e AU. Neste
contexto, varios grupos de pesquisa vém contribuindo estrategicamente para
configuracdo de novas interfaces que possibilitem melhores desempenhos aos

dispositivos.

Assim, Strochkova et al., (1997) reportam a utilizacdo de um EDR para
deteccdo simultanea de L-AscH, e AU, em urina. Segundo os autores, a
andlise de AU foi feita em condicdes de dilui¢io da amostra, para evitar a
interferéncia do L-AscH, durante o processo de quantificacdo de AU; nestas

condicdes, o dispositivo apresentou LD para o L-AscH, de 3,0 pmol L™

Um conjunto de microeletrodos de ouro modificados pela
eletrodeposicao de metais nobres como palddio e platina acoplados a um
sistema FIA foram explorados e utilizados para determinacdo amperométrica
simultanea de L-AscH, e AU (Matos et al., 2000). Nesse trabalho, os autores
ndo observaram efeitos de envenenamento e, apds a deposicdo do metal,
houve aumento da drea superficial dos microeletrodos, justificando os bons
limites de deteccdo dos analitos obtido pelos autores. Matos et al., (2000)
quantificaram ainda o teor de L-AscH, e AU em amostras de urina, utilizando
amperometria diferencial, para tanto, foram realizadas medidas em solugdo de
padrdo contendo uma aliquota de amostra, medidas em amostras puras e
amostras tratadas enzimaticamente com uricase e peroxidase para AU, e com
ascorbato oxidase para L-AscH,. Para determinac¢ao dos analitos foi realizado
o método de adicdo de padrdo com subtracdo dos valores de correntes obtidos

com a amostra tratada enzimaticamente.

Eletrodos de carbono modificados covalentemente com 4cido glutdmico

foram eletroquimicamente oxidados (Zhang & Lin, 2001) e aplicados na
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oxidacdo catalitica de AU e L-AscH,. A modificacdo efetuada proporcionou
diminui¢cdo do sobrepotencial de oxidacdo dos analitos e a separacdo dos dois
picos de oxidacdo, seja usando VPD ou VC, permitindo a determinagdo

simultanea de L-AscH, e AU.

Polimeros de N,N-dimetilalanina foram eletroquimicamente depositados
(Roy et al., 2004) sobre eletrodos de pasta de carbono, formando filmes
positivamente carregados devido ao grupo amodnio quaternirio presente no
polimero. Com esta caracteristica catiOnica, o filme pré-concentrou L-AscH; e
AU, que em pH 7,0, encontram-se carregados negativamente, facilitando o
processo de oxidagao observado pelo deslocamento de ambos os potenciais de
oxidacdo para regides menos positivas de potencial. Concomitantemente,
foram observados maiores niveis de corrente, auséncia de envenenamento,
sendo o efeito mais pronunciado para AU. A determina¢do deste ultimo foi
efetuada com boa reprodutibilidade e sensibilidade. Em sistema FIA, com
deteccio amperométrica, a presenca de L-AscH, ndo causou efeitos
superficiais indesejdveis, porém foi necessdrio descontar a corrente de
oxidacdo do L-AscH, da corrente total lida, pois esta corresponde a corrente

de oxidacdo de ambos os analitos.

A quantificacdo de L-AscH, (Gao et al., 1997) em presenca de AU
também foi realizada usando sistema similar e eletrodo de pasta de carbono
modificado com um filme polimérico de 3,4-di-hidroxibenzaldeido. Boa
sensibilidade associada a diminuicdo de sobrepotencial para a oxidacdo de L-

AscH,, foram igualmente observadas.

Diante do exposto, foi possivel discutir alguns trabalhos reportados na

literatura , que de alguma maneira, contribuiram para o desenvolvimento de
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novas interfaces. A Tabela I.3. lista outros trabalhos, ja descritos na literatura,

nos quais foram realizadas determina¢des simultaneas de L-AscH; e AU.
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Tabela 1.3. Sensores e parametros analiticos para determinacdo simultanea de L-AscH, e AU sobre vdrios eletrodos.

AE, . . .
Referéncia Eletrodo Método (mVvs. Analito LD 3 Faixa L11_11ear Sens. i
Ag/AgCl) (umol L) (umol L™) (LA L pmol™)
g/ng
(Zare EPC/tetrabromo-p- VPD ~300 L-AscH, 0,6 10,0-600,0 0,003
et al., 2005) benzoquinona AU -- 10,0-100,0 0,002
(Premkumar
& Khoo, ECV ativado VVL ~300 L-AscH, 100,0 100,0-7000,0 .
AU 0.2 0,2-60,0 -
2005)
ECV / nanoparticulas L-AscH, 3,0 8,0-550,0 0,021
(Hua et al., de ouro VPD 300 AU - 0,6-850.0 0,769
2008)
(O’Connell ECV/polianilina A;?g.- —-- L_iS[CIHZ 2,3 3,0-100,0 N
et al., 2001) ” ” .
ECV/N,N- L-AscH, - 25.0-1650,0 0,178
(Roy et al., dimetilanilina Amp. AU ~ ~ ~
2004)
(%h%%g Ecggifozzgg:fo VPD ~200 L-AscH, 75 35.0-175.0 0.260
ek p AU 12,0 22.0-350,0 0,180
(Argiiclio e EPC/SIONZi0fazl L-AscH, 8.3 10,0-1600,0 0,021
alg 2008) de metileno p- AU 377 50,0-250.0 0,120
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) EPC/4- L-AscH, 1,6 5,0-120,0 0,540
%(l)gl;)/eég[g’ nitroftalonitrila Amp. ~300 AU 1,3 5,0-120,0 0,680
tese

VPD: Voltametria de Pulso Diferencial, VVL: Voltametria de Varredura Linear, EPC: Eletrodo de pasta de
carbono, ECV: Eletrodo de carbono vitreo. AE,, ,: separa¢do dos potenciais de picos entre o L-AscH, e AU.
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Além dos sensores reportados e discutidos anteriormente, o interesse no
desenvolvimento de sensores quimicos, particularmente, para deteccdo de
NADH diz respeito a sua importancia como cofator de vdrias enzimas que
promovem reacoes de interesse analitico. Além da sua funcado de transportador
de elétrons em células vivas, o mecanismo envolvendo a eletrooxidacdo do
NADH vem sendo também motivo de inimeros estudos ao longo das ultimas
décadas (Gorton, 1986a,b; Lu et al., 2003; Kitani et al., 1981; Chi & Dong,
1996).

Neste sentido, a oxidagdo do NADH em meio aquoso, sobre a superficie
eletrédica depende do material do eletrodo utilizado e requer um alto valor de
potencial aplicado. Usando a técnica de voltametria ciclica, por exemplo, um
Unico pico de oxidagdo foi observado em torno de 0,4; 0,7 e 1 V vs. ECS, para
eletrodos de carbono, platina e ouro, respectivamente (Samec & Elving, 1983;

Blaedel & Jenkins, 1975)

Existem duas maneiras de diminuir o sobrepotencial necessario para a
eletrooxidagdo do NADH, uma delas € através do tratamento da superficie do
eletrodo e a outra € pela imobilizagdo de mediadores sobre a superficie do

eletrodo.

Blaedel & Jenkins (1975) mostraram, portanto, a possibilidade de
diminuir o sobrepotencial da eletrooxidagdo do NADH por meio do pré-
tratamento do eletrodo, sendo mais pronunciado quando se utiliza o eletrodo
de carbono. Este fato foi atribuido a grupos oxigenados presentes sobre a
superficie do eletrodo em uma forma equivalente a quinona, cujo mecanismo

foi proposto anos mais tarde por Samec & Elving (1983).

Apesar do potencial aplicado nos eletrodos tratados ser relativamente

menor que aqueles aplicados nos eletrodos ndo tratados, os primeiros
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apresentam baixa estabilidade, a qual pode ser resultado do bloqueio e/ou
passivacao da superficie do eletrodo, devido aos produtos gerados durante a

oxidag¢do do NADH.

Por outro lado, foi possivel contornar tais problemas efetuando
adequadamente os processos de pré-tratamento e condicionamento do
eletrodo, os quais apresentaram resultados reprodutiveis (Moiroux & Elving,
1979; Jaegfeldt, 1980; Jaegfeldt er al., 1978), entretanto, este tipo de

procedimento nao torna o eletrodo seletivo para a oxidagdo do NADH.

A partir dos estudos reportados por Blaedel & Jenkins (1975), varias
quinonas e seus derivados foram imobilizadas em superficies de eletrodos com
o intuito de diminuir o sobrepotencial da oxidagdo do NADH e melhorar a

seletividade do eletrodo.

Neste contexto, o processo de imobilizacdo tem um papel fundamental
nas caracteristicas dos sensores e biossensores. Uma das justificativas diz
respeito a orientacdo e a proximidade das moléculas de mediador a superficie

eletrddica, podendo favorecer ou nao a transferéncia de elétrons.

Além disso, dependendo da metodologia empregada para a
imobilizacdo, esta pode afetar as caracteristicas da resposta do eletrodo, como
por exemplo, constante de ligacdo do substrato, velocidade méxima da reagao,

pH 6timo, sensibilidade e estabilidade.

A imobilizac¢do deve ser realizada de tal forma que a espécie ativa esteja
em contato intimo com o eletrodo, mantendo sua atividade, proporcionando

livre difusao de substratos e produtos na camada biocatalitica.

Do ponto de vista analitico, a vantagem da imobilizacdo da espécie

ativa (mediador) € a possibilidade de sua reutilizacdo com diminui¢do no
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custo por andlise, maior estabilidade, maior sensibilidade e menor
interferéncia de compostos indesejaveis como reportado anteriormente na

literatura cientifica (Guilbault, 1976).

Problemas como oxidacao, substincias interferentes e envenenamento
do eletrodo eram comumente observados em eletrodos contendo enzimas
desidrogenases devido a necessidade de aplicacdo de potenciais elevados.
Uma das estratégias usadas para diminuir o potencial aplicado foi a utilizagdo

de mediadores redox imobilizados sobre a superficie do eletrodo, ja discutida.

Um mediador redox para atuar de forma eficiente deve satisfazer
algumas exigéncias: além de possuir um potencial formal, E”, baixo ou
compativel ao potencial 6timo na detec¢cdo de NADH, o mediador deve exibir
elevada velocidade de reagdo, tanto com o eletrodo quanto com o NADH, e

também ser quimicamente estavel em qualquer estado de oxidacao.

Além disso, a reacdo do mediador deve envolver, preferencialmente, 2
elétrons e 1 préton, possibilitando uma ripida transferéncia de elétrons na
forma similar de hidreto numa rea¢cdo homogénea com o NADH (Gorton &

Dominguez, 2002).

Estudos com énfase na oxidagao eletrocatalitica de NADH tém atraido
considerdvel atencdo em anos recentes. H4 um numero limitado de
mediadores redox (Lobo et al., 1996a,b) como transportadores de elétrons do
NADH para o eletrodo, causando, portanto, uma diminui¢do no
sobrepotencial. Estes mediadores incluem catecol (Jaegfedt er al., 1980),
quinonas (Tse & Kuwana, 1978; Yamashita et al., 2003), ferrocenos (Matsue
et al., 1987; Ramirez-Molina et al., 2003), fenilenodiamina (Ravichandram &
Baldwin, 1983; Pereira et al., 2003), fenoxazina (Zaitseva et al., 2002; Santos
et al., 2002a,b; Kubota & Gorton, 1999), fenotiazina (Persson, 1990; Kubota
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& Gorton, 1999), flavina (Kubota et al., 1998; Kubota & Gorton, 1999) e

complexos metalicos (Rivera et al., 1994).

Como pode ser observado, existe na literatura uma ampla variedade de
mediadores que, com o desenvolvimento de novos métodos de imobilizagao,
tem possibilitado a construcdao de novos tipos de configuracdes de eletrodos
modificados para NADH. A Tabela 1.4. lista outros trabalhos, ja descritos na

literatura, nos quais foram realizadas detec¢ao de NADH.
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Tabela 1.4. Comparacdo do desempenho de alguns eletrodos modificados usados na

eletrocatdlise de NADH.
Referéncia H E piicado Faixa linear Sensibilidade LD
P (mV) (umol L")  (UA L umol") pmol L)
(Pereira et al., 2003) 7,0 -50 vs. SCE 40-800 0,02 7,10
(Nassef et al., 2006) 7,0 +150 vs. Ag/AgCl 1-10 0,01 0,15
(Santos et al., 2002a,b) 7,0 -200 vs. SCE 10-520 0,05 _
(Vasantha & Chen, 2006) 7,0 +350 vs. Ag/AgCl 10-100 0,05 0,5
(Santos et al., 2002a,b) 7,0 0 vs. SCE 10-750 0,05 _
(Kumar & Chen, 2007) 6,4 +200 vs. Ag/AgCl 10-300 - 1,0
(Liu et al., 2005) 7,2 +200 vs. Ag/AgCl 5-1000 - 1,0
(Lima et al., 2008)/estatese 7,0 +100 vs. Ag/AgCl 0,8-8,5 0,50 0,25

Ag/AgClvs. ECS = -0,045 V.
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Baseado nos aspectos apresentados até o presente momento, esta
introducdo teve por finalidade e de forma ndo exaustiva enfatizar a
importancia dos estudos de vdrios mediadores em diferentes suportes para
deteccao e quantificacdo de L-CySH, L-GSH, L-AscH,, AU e NADH

buscando mostrar, principalmente, seus desempenhos analiticos.

Além disso, alguns estudos recentes vém sendo explorados no tocante
ao emprego de compostos com grupo nitro com o intuito de desenvolver novas
interfaces (Mano & Kuhn, 1999a,b; 2001a,b; Munteanu et al., 2004; Pariente
et. al., 1995; Abiman et al., 2007; Casero et al., 1999 ). Assim sendo, o grupo
nitro em seu estado oxidado, ndo apresenta atividade catalitica frente a alguns
analitos, como por exemplo, tidis (L-CySH, L-GSH, entre outros) e NADH.
Por outro lado, quando o grupo nitro (Ar-NO,) é submetido a um processo
conhecido como “electrochemically triggered reaction” (ETR), ocorre a
formacao grupo hidroxilamina. Assim, a hidroxilamina resultante pode ser
oxidada reversivelmente através de um processo de 2H"/2¢” sobre a superficie
eletrodica, gerando, portanto, o correspondente grupo nitroso (-NO/-NHOH),
o qual tem apresentado atividade frente a tiéis e NADH como observado nos
trabalhos reportados anteriormente (Mano & Kuhn, 1999ab; 2001a,b;
Munteanu et al., 2004; Pariente et. al., 1995; Abiman et al., 2007; Casero et
al., 1999).

Por outro lado, alguns desses mediadores discutidos ao longo desta
introducdo ainda persistem em apresentar uma série de limitagdes como baixa
sensibilidade, reprodutibilidade, instabilidade da fase sensora ou modestas
constantes de velocidade, entre outros. Por essa razao, ha uma busca continua
por novas interfaces que possibilitem melhores desempenhos, justificando,

portanto, o emprego de novos mediadores.
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Com intuito de contornar tais problemas, o presente trabalho apresenta
como carater inovador o emprego de um novo mediador redox, a 4-
nitroftalonitrila (4-NO,FN). Esta molécula foi selecionada para configurar
uma fase sensora para oxidacgdo eletroquimica de L-CySH, L-GSH, L-AscH,,

AU e NADH, com énfase no desenvolvimento de biossensores.

A razdo para estudar a 4-NO,FN refere-se a versatilidade do composto
polifuncional, que apresenta um grupo nitro, o qual pode ser ativado
eletroquimicamente in situ pela ETR, por meio de redugdo irreversivel de
quatro elétrons de -NO, a -NHOH. A hidroxilamina resultante pode ser
oxidada reversivelmente ao correspondente composto nitroso, formando,
portanto, o par redox NO/NHOH na superficie eletrédica, por meio de um

processo redox de 2e/2H".

Além disso, diferentemente dos poucos compostos reportados na
literatura com grupo nitro e pensando na necessidade de desenvolver
interfaces altamente sensiveis frente aos analitos selecionados, a 4-
nitroftanolinitrila apresenta estrategicamente, além do grupo nitro, dois grupos
ciano. Estes sdo bons grupos eletroretiradores, configurando, portanto, um
carater mais eletrofilico ao grupo -NO, o qual pode promover um melhor
ataque nucleofilico dos analitos, por exemplo, tiéis, NADH e L-AscH,

facilitando, consequentemente, aumentando a eficiéncia catalitica do sistema.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS
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I1. Objetivos

I1.1. Geral

Este trabalho visa o desenvolvimento de um sensor amperométrico
versatil a base de pasta de carbono modificada com 4-NO,FN com alta
sensibilidade, ampla faixa de resposta linear e estabilidade para a deteccdo

eletroquimica de alguns antioxidantes de relevancia bioldgica.

I1.2. Especificos

1) Estudar o comportamento do eletrodo modificado com 4-NO,FN na
auséncia e presenca individual de L-CySH, L-GSH, NADH, L-AscH; e
AU;

i1) Investigar os mecanismos das reagcdes eletroquimicas dos analitos em

estudo, usando técnicas eletroquimicas;

iii) Otimizar os parimetros experimentais para determinacdo dos
compostos, tais como, pH, tipo de solu¢do tampao e concentragdo da
solugdo tampao sobre o sinal analitico;

1v) Construir as curvas analiticas referentes as espécies de interesse;

v) Aplicar o sensor em amostras reais e realizar estudos de recuperacao do

analito na amostra;
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v) Realizar estudos de possiveis interferentes, bem como verificar a
estabilidade, tempo de vida util e repetibilidade das medidas e no

preparo do sensor;

vi) Comparar os resultados obtidos com outros métodos descritos na

literatura, quando possivel.
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CAPITULO Il

PARTE EXPERIMENTAL
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II1. Parte Experimental

II1.1. Reagentes e solucoes

Todas as substincias empregadas foram de grau analitico. O p6 de
grafite (99,9%) e o 6leo mineral foram adquiridos da Aldrich, Milwaukee-
USA. A NADH, L-CySH, L-GSH, L-AscH,, AU, 4cido citrico, PIPES
[piperazina-N,N-bis(2-4cido etanosulfonico)], HEPES [N-(2-
hidroxietil)piperazina-N-[2-4cido etanosulfonico)] e 0 TRIS
[tris(hidroximetil)aminometano] foram adquiridos da Sigma, St. Louis, USA.
Diidrogenofosfato de potassio (KH,PO,) e hidrogenofosfato de sodio
(Na,HPO,) foram adquiridos da Synth, Sdo Paulo, Brasil. A 4-nitroftalonitrila
(4-NO,FN) (Figura III.1) foi sintetizada pelo método descrito por Young &
Onybuago (1990) (pureza > 99%). A sintese da 4-NO,FN foi realizada no
Instituto de Quimica Inorganica da Universidade de Bonn sob

responsabilidade do Dr. Adriano Bof de Oliveira.
o

N
N ||+\

;
NF

Figura IIL.1. Estrutura quimica da 4-nitroftalonitrila.

As amostras tanto de suplementos alimentares quanto de leveduras
foram adquiridas no mercado local (Campinas-SP), respectivamente. As

solucdes foram preparadas usando dgua purificada em um sistema Milli-Q
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Millipore e os valores de pH das solucdes tampdo foram determinados com

um pHmetro da Corning, modelo 350.

II1.2. Construcao do sensor

O eletrodo de pasta de carbono modificado (EPC) foi preparado pela
mistura de 35 mg de pé de grafite, 5 mg de 4-NO,FN e 20 uL de 6leo mineral
foram adicionados para promover uma melhor consisténcia a pasta de
carbono. Esta pasta foi colocada dentro de uma cavidade na extremidade de
um tubo de vidro contendo um fio de platina (drea geométrica de 0,2 cm?),
para o contato elétrico com a pasta, sendo este dispositivo designado como
EPC/4-NO,FN. A influéncia da razdo entre a 4-nitroftalonitrila e o pd de
grafite usado na preparagdo do eletrodo modificado frente a intensidade da
corrente de pico foi investigada nas propor¢des de 1:13, 1:7, 1:3, 1:1 e 3:1
(m/m).

Para a realizacdo das medidas visando o estudo cinético do processo
eletrocatalitico da NADH e L-AscH, envolvendo variacdo da velocidade de
rotacdo do eletrodo, foi empregado um eletrodo de disco rotatério (EDR).

Este eletrodo foi construido na oficina mecanica do Instituto de
Quimica da UNICAMP, sendo construido a partir de um bastdo de Teflon
cilindrico (4rea geométrica de 0,2 sz) (Figura II1.2), contendo uma cavidade
na parte inferior com fundo de grafite pirolitico, que por sua vez € ligado
internamente a parte superior do tubo por uma mola de metal. Essa parte
superior metdlica faz contato elétrico e mecanico com o sistema rotatério do

aparelho, prendendo-se por um parafuso lateral. Este eletrodo foi acoplado a

Phabyanno Rodrigues Lima — Tese de Doutorado — IQ/UNICAMP



41
Capitulo 11l — Parte Experimental

um aparelho de rotacdo controlada, modelo 101 Industrial da Pine

Instrumental Company (Figura I11.3).

SENSOR
ELETRODO * ELETRODO
REFERENCIA AUXILIAR
N rd
N
| ""2g)

ANALITO

'l" MM

@

Figura II1.2. (A) Esquema construcdo do sensor. (B) Modelo esquemdtico da

célula eletroquimica.
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Figura II1.3. Aparelho de rotacdo controlado, modelo 101 Industrial da Pine

Instrumental Company empregado nos estudos cinéticos.

I11.3. Medidas eletroquimicas e espectrofotométricas

As medidas voltamétricas foram realizadas com um potenciostato
modelo PGSTAT-30 da Autolab Eco Chemie (Utrecht, The Netherlands)
conectado a um PC (Software GPES 4.9) (Figura III.4). Uma célula
eletroquimica com trés eletrodos foi usada, sendo o eletrodo de referéncia um
Ag/AgCl (KCl saturado), um fio de platina como eletrodo auxiliar e um EPC
tanto na auséncia quanto na presenca de modificacdo como eletrodo de

trabalho e foram usados para todas as medidas.
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As medidas foram realizadas usando 5,0 mL de solu¢do tampdo. A
eliminacdo de oxigénio dissolvido foi feita pelo borbulhamento de um fluxo
de nitrogé€nio (Ny)) nas solugdes durante 10 minutos antes das analises. As
medidas espectrofotométricas foram efetuadas em um espectrofotometro
UV/Visivel da Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 2000, usando cubetas de

quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico e 4,5 mL de capacidade total.

Figura I11.4. Fotografia de um potenciostato, modelo PGSTAT-30 da Autolab
Eco Chemie.

I11.4. Otimizacao dos parametros experimentais

Inicialmente, variou-se a proporcdo entre o pO de grafite e o
modificador. Em seguida, a propor¢do que apresentou melhor sinal analitico
foi fixada e utilizada nos estudos posteriores. Assim, apds alcangar as
melhores respostas para a mistura, o efeito do pH da solu¢do tampao foi
avaliado entre 6 e 8. A maior densidade de corrente foi escolhida para o

estudo da natureza da solu¢do tampao.
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Os tampoes estudados foram o Macllvaine, Fosfato, TRIS, PIPES e
HEPES. Logo apés este estudo, verificou-se qual dessas solucdes apresentava
melhor resposta e em que concentragdo do tampao escolhido, avaliando entre

0,025 ¢ 0,2 mol L' para entdo determinar qual apresentaria melhor resultado.

I11.5. Procedimento para o preparo das amostras

ITIL.5.1. Determinacao amperométrica

As amostras de suplemento alimentar [Dietary Supplement L-cysteine
(500 mg)] foram preparadas, dissolvendo a amostra (uma cdpsula de 500 mg)
em 1000,00 mL de 4dgua e, em seguida a solugdo foi filtrada através de um
papel de filtro quantitativo. Apds esta etapa, uma aliquota de 125 puL do
filtrado foi diluida para 5,00 mL, com tampéo fosfato 0,1 mol L' em pH 7.
Uma aliquota de 100 UL desta solucdo foi adicionada a célula eletroquimica
contendo 5,00 mL do eletrdlito para ser medida.

As amostras de extratos de levedura usadas para determinacdo de L-
GSH, foram preparadas dissolvendo a amostra (350 mg) em 5,00 mL de HCI
0,1 mol L' e, posteriormente, centrifugada (1000 rpm, 10 mim, 25 OC). Apoés
esta etapa, 100 uL. do sobrenadante foram adicionados a célula eletroquimica
contendo 5,00 mL do eletrdlito de suporte para ser efetuada a leitura.

As amostras de tabletes de vitamina C (um tablete de 10 mg) foram
dissolvidas em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0). Apés etapa de
filtracdo, a solucdo de L-AscH,; foi transferida para um baldo volumétrico de
100 mL e diluido com solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0). Aliquotas

de 100 puL da solug¢do da amostra foram adicionadas a célula eletroquimica
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(5,00 mL). Para a determinacao simultanea de L-AscH, e AU, as amostras de
urina foram diluidas 50 vezes, minimizando, portanto, os provaveis efeitos de

matriz.

I11.5.2. Determinacao espectofotométrica

Para as medidas espectrofotométricas, as amostras de suplemento
alimentar para determinacdo de L-CySH foram diluidas a 1000,00 mL com
agua deionizada e, entdo, a solucdo foi filtrada através de um papel de filtro
quantitativo. Outras etapas foram conduzidas de acordo com o procedimento
Ja descrito na literatura (Zaia et al., 1999), sendo que uma aliquota da amostra
foi transferida para um tubo teste mais 200 uL. de p-benzoquinona e o volume
ajustado com tampao acetato (pH 3,0).

Para os extratos de levedura, uma aliquota de 50 ul. do sobrenadante foi
misturada com 2,45 mL de DTNB (4cido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzodico). Outras
etapas foram realizadas de acordo com o procedimento descrito anteriormente
na literatura (Anderson, 1985), que € baseado na reacdo de L-GSH e DTNB
(Reagente de Ellman), formando o 4cido 2-nitro-5-mercapto-benzodico, sendo

este monitorado espectofotometricamente em 412 nm.

I11.6. Estudo da estabilidade e tempo de vida do sensor

Para avaliar a estabilidade do sensor, varias medidas consecutivas foram
realizadas com o mesmo eletrodo modificado e as respostas foram comparadas
ao longo das medidas. Os valores de resposta obtidos inicialmente foram

considerados como 100%. J4 para o tempo de vida do eletrodo foram
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realizadas medidas com o eletrodo modificado por varios meses. Durante o
periodo de avaliacao do tempo de vida do sensor, 0 mesmo foi armazenado em

temperatura ambiente.

I1I1.7. Estudo de repetibilidade da medida e do preparo do sensor

A repetibilidade das medidas obtidas com o sensor foi verificada por
meio de 10 medidas voltamétricas e/ou amperométricas sucessivas de L-
CySH, L-GSH, L-AscH,, AU e NADH realizadas com um mesmo eletrodo
modificado nas condi¢des experimentais otimizadas. Logo apds, foi calculado
o desvio padrao relativo (DPR) para as densidades de correntes obtidas,
enquanto que o preparo do sensor foi investigado através da construcao de 10
sensores em dias diferentes e, em seguida, o DPR foi calculado para as

medidas obtidas com 0s sensores.
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r

CAPITULO IV

‘~

RESULTADOS E DISCUSSAO
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IV. Resultados e Discussao

IV.1.Sensor Amperométrico a Base de Pasta de Carbono

Modificada com 4-NO,FN

IV.1.1. Caracteristicas cinéticas do EPC/4-NHOHFN/4-NOFN

Inicialmente, varios ensaios foram realizados com o intuito de estudar
as propriedades eletroquimicas do EPC/4-NO,FN. Assim, a espécie
eletroativa, a hidroxilamina ftalonitrila (4-NHOHFN), foi eletrogerada in situ,
diretamente na superficie do eletrodo modificado, a partir da reducdo do grupo
Ar-NO, da 4-nitroftalonitrila (Figura IV. 1), apds varredura na faixa de
potencial de 1,0 V a -0,5 V vs. Ag/AgCl, em solucdo tampao fosfato 0,1 mol
LJQﬁI79)evdoddmhdevm&ﬂmademﬁmli00deQO2Vs{

A eletrorreducdo irreversivel do grupo nitro via quatro elétrons e quatro
protons do mediador confinado na superficie, em meio neutro, leva a
formacdo da 4-NHOHFN, que pode ser oxidada reversivelmente ao
nitrosoftalonitrila (4-NOFN) correspondente, como observado na Figura IV.2.
Este tipo de reacdo de ativacao foi descrito anteriormente para os derivados da
nitroflurenona (Mano e Kuhn, 2001a; Munteanu et al., 2004; Mano ¢ Kuhn,
2001b) e para o 4cido 35,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzdico), na formacdao de
monocamadas auto-organizadas (“SAM- self assembled monolayers”) (Casero

etal., 1999).
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v T 1* varredura
— 2%varredura

-0,0027
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E (V) / vs. Ag/AQQ

Figura 1V. 1. Voltamogramas ciclicos obtidos na primeira e segunda

varreduras para um EPC/4-NO,F, v = 0,02 Vs! Eiicia =1,0VeE;=-05V,
varredura no sentido catddico. Condigcoes empregadas: solucdo tampdo

fosfato 0,1 mol L'I, pH 7,0.
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Figura IV. 2. Modelo mecanistico proposto para a ativa¢do in situ do

eletrodo de pasta de carbono modificado com 4-NO,FN.

Ap6s o processo de ativagdo, uma faixa de potencial foi selecionada
usando a mesmas condicdes do processo de ativacdo e assim, as caracteristicas
cinéticas do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram estudadas a partir do uso da
voltametria ciclica. Os valores de “cobertura aparente de superficie” (I') do
EPC/4-NOFN/4-NHOHFN, dado em mol c¢cm™, foram obtidos integrando a
carga (Q) do pico anddico (Bard e Faulkner, 2001):

Q
r =—
4-NOFN/A-NHOHFN ™ " A (Eq.IV.1)
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Sendo A a drea geométrica, n o numero de elétrons envolvidos na
transferéncia de carga por molécula (n = 2) e F a constante de Faraday.

A partir dos voltamogramas ciclicos, O foi calculado e apresentou um
valor de 2,5 x 10 C ap6s a corregdo da linha de base. Assim, o I' do 4-
NOFN/4-NHOHFN foi calculado e apresentou um valor de 6,5 x 10" mol
cm’™ (v = 50 mVs™). Este valor esti em concordincia com os valores
reportados recentemente na literatura (Mano & Kuhn, 2001a).

Os voltamogramas ciclicos representativos obtidos para o eletrodo de
pasta de carbono modificado sio mostrados na Figura IV.3A para vdrias
velocidades de varredura de potencial (40-400 mV s™). A observacdo de picos
voltamétricos persistentes € bem definidos (Figura IV.3B) indica que o
processo redox do par 4-NOFN/4-NHOHFN exibe caracteristicas de espécies
confinadas na superficie do eletrodo.

O potencial formal [E° ’:(Epa + E,)/2] € quase independente da
velocidade de varredura de potencial sugerindo, portanto, uma transferéncia
de carga rdpida na faixa de velocidade de varredura estudada 40-900 mV s™'

como observado na Figura IV.3C (Ardakani et al., 2007).
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Figura IV. 3. (A) Voltamogramas ciclicos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN
em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L', pH 7,0 em velocidades de varredura
de (a) 40, (b) 60, (c) 80, (d) 100, (e) 150, (f) 200, (g) 250, (h) 300 e (h) 400
mV s~ (B) grdficode I, vs. v. (C) grdfico de E, vs. logV.
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Por outro lado, para velocidades de varredura acima de 900 mV s' a
separacao dos picos comec¢a a aumentar, indicando uma limitacdo de cinética
de transferéncia de carga (Figura IV.3C). A partir das expressdes gerais
derivadas por Laviron para respostas voltamétricas de varredura de potencial

para o caso de espécies eletroativas confinadas na superficie (Laviron, 1979):

I-a
E,=E° +Aln{ - } (Eq.1V.2)
0 0
E,.=E" +Bin— (Eq.IV.3)

Para E,,-E,. = AE, > 200/n mV:

RTJ a(l-a)nFAE (EQIV.4)
- q.lV.

logk =alogl—a)+(1—-a)loga—1o
8k, gd-o)+(1-)log g( 23RT

nFv

Sendo a A = RT/(1-a)nF, B = RT/anF e m = (RT/F) (x,/na). A partir dessas
expressoes e considerando n=2e(4-NOFN/4-NHOHFN), foi possivel
determinar o coeficiente de transferéncia de carga (@), pela medida da
variacdo do potencial de pico com a velocidade de varredura de potencial (V),
bem como a constante de velocidade de transferéncia de carga (x;) para a
transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a camada eletrogerada in situ.

A partir do grafico de E, = f (log v) verificam-se duas linhas retas com
inclinagdes iguais a -2,3RT/onF e 2,3RT/(1-o)nF para os picos catddico e
anddico, respectivamente. Para velocidade de varredura acima de 900 mV s,
os valores de AE = (E, - E”) foram proporcionais ao logaritmo da velocidade
de varredura como indicado por Laviron. Os graficos sdo mostrados na

insercdo da Figura IV.3C. Usando o grafico e a Eq.IV.4, os valores de & e x;
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foram 0,5 ¢ 10,0 s™', respectivamente. O x, também pode ser calculado a partir

dos valores de v, e v, sendo E,,-EO =0 (Laviron, 1979):

o _QFv, (1-anFv, -
T RT RT (Eq.IV.5)

Baseado na expressdo simplificada, o valor de x, foi calculado e
apresentou um valor de 9,7 s'. Assim, os valores de x, obtidos a partir de
ambas as equagdes foram muito proximos. O valor obtido para x; foi maior do
que aqueles obtidos em alguns trabalhos reportados previamente na literatura
para outros mediadores como listados na Tabela IV.1, indicando, portanto,
uma alta habilidade do 4-NOFN/4-NHOHFN em promover a transferéncia de
elétrons na superficie do eletrodo.

Além disso, a partir das inclinagdes para o processo catddico e anddico,
n=2,3 foi deduzido para o sistema eletroquimico, sugerindo uma transferéncia
de 2 elétrons para o eletrodo modificado com 4-NOFN/4-NHOHEFN, imerso
em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L' e pH =7. Os resultados obtidos para
a e n estdo em concordincia com os resultados reportados na literatura (Mano
& Kuhn, 1999a). Neste sentido, para diagnosticar melhor o sistema e explorar
sua versatilidade para a detec¢do dos analitos propostos, alguns ensaios foram

conduzidos e os resultados sdo apresentados a seguir.
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Tabela IV.1. Pardametros eletroquimicos e cinéticos de alguns eletrodos

modificados.

Referéncia o n Ky(s")
(Zhu et al., 2007) 0,51 5,1
(Zare et al., 2005) 0,55 2,0 3,8
(Duarte et al., 2008) 0,50 . 3,8
(Zare & Golabi, 1999) 0,44 2,0 8,6
(Ardakani et al., 2007) 0,66 _ 4.5
(Golabi et al., 2002) 0,49 . 5,3
(Munteanu et al., 2004) L L 4.5
(Munteanu et al., 2003) o 2,0 1,1
Este trabalho 0,50 2,3 9,7

IV.2.Sensor Amperométrico para L-CySH

IV.2.1. A oxidacao eletrocatalitica da L-CySH pelo EPC/4-

NOFN/4-NHOHFN

A atividade eletrocatalitica do par redox 4-NOFN/4-NHOHFN foi

estudada na presenca de L-CySH. Assim, a Figura IV.4 mostra os
voltamogramas ciclicos para um EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em soluc¢do

tampao fosfato 0,1 mol L'l(pH:7,0), usando uma varredura no sentido

anddico, com Ejcia = -0,1 V e Ey= 0,4 V vs. Ag/AgCl, na presenca (a) e

auséncia de L-CySH (b).
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Para a andlise comparativa dos dados, voltamogramas com EPC ndo
modificado na presenca (c) e auséncia de L-CySH (d) sdo também
apresentados. Nesses voltamogramas (Figs. IV. 4c¢ e d), ndo ha evidéncia de
picos, indicando que a oxidacao direta de L-CySH ocorre fora destes limites
(Epa > 0,4 V vs. Ag/AgCl). Na Figura IV. 4b, como ja mostrado na Figura
IV.3, o sistema redox I,,/I,., relativo ao par redox 4-NOFN/4-NHOHFN esta
presente em potenciais de E,, = 0,100 V e Ey. = 0,050 V vs. Ag/AgCL

Na Figura 1V.4a, apds adicdo de L-CySH a solucdo, observa-se, na
primeira varredura, que o pico I, (relativo a oxida¢do de 4-NHOHFN) ainda
estd presente, com um pequeno aumento, ao passo que um novo pico (IIy,)
aparece, com uma corrente de pico significativamente maior, em um potencial
de 0,300 V vs. Ag/AgCl. Na varredura reversa, o pico I. ainda € observado.
Este fato sugere que L-CySH/CyS™ (pKa=8,37) reage com o derivado nitroso
eletrogerado na superficie, formando um aduto, que sofre uma reagdo quimica
sequencial, gerando um composto oxiddvel, como mostrado anteriormente por
Komiyama & Fujimori (1997) (Figura IV.5).

A Figura IV.5.a apresenta o ataque nucleofilico -SH/-S" ao nitroso,
formando o RN(OH)SCy/RN(O)SCy (aduto nitrosotiol), que é oxidado, pela
perda de um elétron (com ou sem a liberacdo de H"), neste potencial, que apds
dissociacdo, gera a cistina (CyS-SCy) e RNO (Figura IV.5a). Este mecanismo
pode explicar o alto valor de corrente observado. Por outro lado, alguns
trabalhos publicados propdem que o aduto RN(OH)SCy pode reagir com outra
L-CySH gerando a CyS-SCy e o derivado hidroxilamina, que se oxida em
0,300 V (Figura IV.5b) (Abiman et al.,2007). Assim, se esta hipotese for
correta, o pico de redugdo do nitroso a hidroxilamina deve desaparecer, mas o

pico I, é sempre observado. Neste sentido, o primeiro mecanismo pode
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explicar o comportamento eletroquimico observado. Por outro lado, o

mecanismo (Figura IV.5b) ndo pode ser totalmente rejeitado.

60

IIa
~—r— @

45+

-0.2 | dO | d2 | d4 | 0.6
E/ (V) vs. AgAgCI

Figura IV.4. Voltamogramas ciclicos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN, na
presenca (a) e auséncia (b) de 0,2 mmol L' de L-CySH; EPC ndo modificada
na presenca (c) e auséncia (d) de 0,2 mmol L' de L-CySH. Condi¢des
empregadas: solucdo tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7,0 e v= 0,05V s
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Figura IV.5. Modelos esquemdticos processo de oxidagcdo eletrocatalitico

entre o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN e a L-CySH (a,b).

Estudos mais detalhados a respeito da corrente de pico de oxidacao da
L-CySH na superficie do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram realizados por
voltametria ciclica em solugo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH=7,0). Assim, de
acordo com o modelo tedrico de Andrieux & Saveant (1978), a corrente de
pico catalitica I, depende da velocidade de varredura de potencial v como

verificado na Equacdo IV.6 seguinte:

Fy
1,=0496FAC,D " (RTJ (Eq.IV.6)
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sendo o C a concentracdo do substrato, D, representa o coeficiente de difusao
do substrato, F' a constante de Faraday e R e T s@o a constante dos gases e
temperatura Kelvin, respectivamente.

Além disso, um sistema catalitico se comporta como um sistema
totalmente 1irreversivel eletroquimicamente controlado por difusdo para
grandes valores de pardmetros cinéticos (ex. grandes valores de k), que
representa a constante da velocidade da reagdo (Andrieux & Saveant, 1978).

Assim, um gréfico da densidade de corrente catalitica j, versus a raiz
quadrada da velocidade de varredura de potencial (V) na faixa de velocidade
de 0,020 a 0,300 V s foi construido e resultou numa dependéncia linear

(Figura IV.7), expressa pela seguinte equacao:

Jo(UA cm™) = 0,75 + 25,4 V(v sH)!? (Eq.IV.7)

Assim, essa dependéncia linear sugere que o processo seja controlado por

difusdo na faixa de velocidade de varredura de potencial estudada.
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Figura 1V.6. Variagdo da corrente de pico anddica j,, vs. V”? no EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN em solugdo contendo 0,02 mmol L' de L-CySH. Medidas
realizadas em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7,0 e v: 0,01-0,3 V 5™’

Para ratificar que o processo de oxidagdo eletrocatalitica entre a L-
CySH e o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN de fato apresenta uma etapa quimica
acoplada, foram realizados alguns ensaios. Pela andlise do grafico da corrente
de pico normalizada pela raiz quadrada da velocidade de varredura de
potencial (jpa/ V') versus a velocidade de varredura de potencial (Figura IV.7)
¢ possivel observar um perfil caracteristico de um tipico processo

eletroquimico-quimico catalitico (EC.,) (Bard & Faulkner, 2001),

Phabyanno Rodrigues Lima — Tese de Doutorado — IQ/UNICAMP



62
Capitulo 1V — Resultados e Discussdo

corroborando, portanto, com 0 mecanismo proposto como observado na

Figura I'V.5a.

80

(@)
o
i

N
o
i

jpi\.-”z(uA cm?) / (Vs

20 : . ' . ' . :
0.0 0.1 02 03
v/Vs'

Figura IV.7. Variacdo da corrente de pico anddica normalizada jpa/l/’/2 Vs.
V? no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em solucdo contendo 0,02 mmol L' de L-

CySH. Medidas realizadas em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L'], pH 7,0 e Vv:
0,01-0,3 Vs

A partir do coeficiente angular da Equacdo IV.7 deve ser possivel
calcular o nimero de elétrons (n) envolvidos na oxidagdo eletrocatalitica da L-

CySH no eletrodo modificado. Assim sendo, como pode ser observado na
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Figura IV .4a, o experimento de voltametria ciclica na presenca de L-CySH no
EPC/4-NOFN/4-NHOHEFEN apresentou um pico anddico na faixa de potencial
investigada. Por essa razdo, assumindo uma oxidacao irreversivel da L-CySH

no eletrodo modificado, a seguinte reacao foi usada (Bard & Faulkner, 2001):

j» = (2,99 x 10)n[(1-a) n,]"*C, D"V (Eq. IV.8)

sendo j, a densidade de corrente de pico, n o numero total de elétrons
envolvidos na reacdo, & o coeficiente de transferéncia de elétrons, n,
representa o numero de elétrons envolvidos na etapa determinante, “D,”
(cm® s7) o coeficiente de difusio da espécie eletroativa, C*; (mol cm™) a
concentracdo da espécie eletroativa e v a velocidade de varredura de
potencial.

Os valores da concentragdo da espécie eletroativa e o coeficiente de
difusdo usados para L-CySH em solucdo aquosa foram 0,02 mmol L™ (2 x 10
mol cm™) e 4,8 x 10 cm’ s (Ozoemena et al., 2001; Luz et al., 2006),
respectivamente.

Considerando-se que € necessario o conhecimento do valor de [(1-a)n,]
presente na (Equac¢do IV.8), uma aproximacao foi empregada, baseando-se no
deslocamento do potencial de pico em fun¢do da velocidade de varredura de
potencial (Bard & Faulkner, 2001). Assim, a dependéncia do potencial de pico
com a velocidade de varredura (Ep, versus log v) resultou em uma equagao de
regressdo linear representada por Ey(V) = 0,38 + 0,05 log[UV s)] para
velocidades de varredura entre 0,010 e 0,300 V s conforme pode ser

observado na Figura IV.8.
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Baseado na expressdo simplificada para uma reacdo irreversivel, a
mudang¢a no E,, para cada aumento de dez vezes na v é 1,15RT/[(1-0))n,]F
(Bard & Faulkner, 2001), o gréfico de E,, versus log v indica uma varia¢ao
linear com inclinagdo (AE,/Alog V) encontrada de 0,0588 V, o valor de

[(1-0)n,] foi calculado como sendo 0,59. Assim, usando este valor na

172

(Equacdo IV.8) e o coeficiente angular de 254 pA/(V s)"* extraido do

grafico j,, versus 2, 0 valor de n foi calculado e igual a 1,0 como esperado
para oxidacao de L-CySH (Ballarin et al., 2002; Luz et al., 2006; Perez et al.,
1998).

Com base nos valores dos parametros eletroquimicos obtidos a partir da
técnica voltamétrica, construiu-se um modelo esquemadatico como pode ser
verificado na Figura IV.5. Assim, o 4-NOFN reage com L-CySH que esta
presente na interface eletrodo/solucdo formando um aduto que é oxidado e
posteriormente sofre dissociagdo a R-NO e ¥2(CyS-SCy). O R-NO pode reagir
novamente com uma nova L-CySH em um novo ciclo da reagcdo, sendo o
aumento da intensidade da corrente de pico de oxidagdo maior quando
comparado com o voltamograma na presenca de L-CySH e auséncia do

catalisador na superficie do eletrodo (Figura I'V.4).
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Figura IV.8. Variagdo do potencial de pico E,, vs. log V para a L-CySH no
eletrodo modificado. Medidas realizadas em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol

L' pH70e v:001-03Vs".

1V.2.2. Influéncia do pH da solucio, natureza e concentraciao do

tampao

A influéncia do pH da solu¢do na resposta eletroquimica na auséncia e
na presenca de L-CySH usando solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ em pH 6,0;
6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 foi estudada. Inicialmente, a relacdo do EY do EPC/4-
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NOFN/4-NHOHFN em funcio do pH da solucédo foi avaliada na auséncia do
analito (Figura IV.9A).

Assim, foi possivel verificar que a inclinacio (E°/pH) é de
aproximadamente 60 mV/unidade de pH na faixa de pH de 6,0 a 8,0. Esta
inclinagdo € proxima do valor tedrico Nernstiano de 59,2 mV e torna-se
consistente com um processo de dois elétrons e dois prétons associado a
interconversao do par redox 4-NOFN/4-NHOHFN.

Além disso, hd uma diminuicdo do excesso de superficie (/) com o
aumento dos valores de pH da solu¢do (Figura IV.9B). Esta deve ser devida a
desprotona¢do do 4-NOFN/4-NHOHFN confinado na superficie (Andrieux &
Saveant, 1978). O cdlculo /'do pico anddico foi determinado usando uma
equacdo tipica, /= Q/nFA, sendo Q a carga obtida pela integracao do pico

an6dico em 0,050 Vs, A, a drea geométrica do eletrodo e n = 2¢’.
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Figura IV.9. Potencial formal (E’) do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em fungdo
do pH e auséncia de L-CySH. Cobertura de superficie aparente (I') em fun¢do
do pH, na auséncia de L-CySH. Condicoes empregadas: solucdo tampdo

fosfato 0,1 mol L'I, pH7,0e v=50mV s
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Com o intuito de otimizar a resposta eletrocatalitica do EPC/4-NOFN/4-
NHOHEN para a oxidacdo de L-CySH, o efeito do pH da solucdo também foi
estudado como pode ser observado nas Figuras IV.10a ,b. Assim, a corrente de
pico aumenta com o pH na faixa de 6,0 a 8,0. No pH 7,0 a corrente de pico
apresenta um melhor sinal. Por essa razido, o pH da solugdo foi fixado em 7,0
para os estudos seguintes.

Uma correlagdo linear foi obtida para o E, vs. pH com uma inclinagado
de 0,0588 V/pH (Figura IV.10b) na faixa de pH entre 6,0 e 8,0, a qual é
proxima daquela esperada para uma reagdo eletrédica com razdo (e/H") igual
a um (0,0592 (ny/n.) V/IpH, sendo o n, = n. a 25 °C) (Bard & Faulkner, 2001).
Assim, o nimero de prétons envolvidos no processo deve ser igual ao dos
elétrons. Assim, se o namero de elétrons determinado neste trabalho foi 1,0
para o processo de oxidacdo da L-CySH, bem como considerando o
comportamento do potencial de pico de oxida¢do do aduto em funcdo do pH
da solucao, ha somente uma possibilidade para o pH entre 6,0 e 8,0, ou seja, o

numero de prétons envolvidos neste processo deve ser também 1,0.
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A influéncia da natureza da solu¢do tampao na resposta do sensor foi
também testada em cinco diferentes solugdes de tampdes (HEPES, PIPES,
MACILVAINE, TRIS e fosfato), na concentragdo de 0,1 mol L. Uma melhor
resposta foi obtida em solucdo de tampao fosfato (Figura IV.10c), sendo,
portanto, esta a escolhida para os estudos seguintes. A influéncia da
concentracdo do tampdo fosfato em concentragdes diferentes (0,025, 0,05,
0,10, 0,2 ¢ 0,25 mol L'l) foi estudada. Assim, a melhor resposta foi obtida com
solucdo tampao fosfato 0,1 mol L', a qual foi escolhida para os estudos
posteriores. A seguir, para verificar o desempenho do dispositivo
desenvolvido, sdo realizados ensaios de caracterizacdo analitica na presenca

de L-CySH.

IV.2.3. Estudos de caracterizacao analitica do sensor para a L-

CySH

As caracteristicas do EPC/4-NOFN/4-NHOHEFN foram verificadas por
experimentos amperométricos. Nas medidas amperométricas, um estudo
inicial foi realizado com intuito de determinar o melhor potencial para aplicar
no eletrodo para a oxidacdo da L-CySH. Assim, o potencial aplicado foi
escolhido baseado nas medidas das intensidades da corrente catalitica nas
condicOes otimizadas e uma maior corrente foi verificada em um potencial
aplicado de 0,330 V vs. Ag/AgCl.

Para obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido,
amperogramas para a oxidacdo de L-CySH foram obtidos em diferentes
concentracdes, em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0) apés

otimizacdo dos parametros experimentais (Figura IV.11A).
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O sensor proposto mostrou uma faixa linear de resposta de 0,8 a 13,2

umol L™ (Figura IV.11B), que pode ser expressa de acordo com Equacdo 03

seguinte:
Ajl (nAcm)=0,003(% 0,004)+0,183(+ 0,001)[L-CySH]/umol L '(Eq. IV.9)
com um coeficiente de correlacdo de 0,998 (para n = 10) com sensibilidade e

limite de deteccdo melhores em relacdo a vdérios trabalhos reportados

recentemente na literatura (Tabela 1.1)
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Figura IV.11. (A) Medidas amperométricas para a eletrooxidacdode L-CySH
no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN. Condicoes empregadas: solucdo tampdo
fosfato 0,1 mol L’ PH 7,0, E plicado=0,330 V vs. Ag/AgCl e [L-CySH]: (1) 0,8
—(10)13,20 umol L'].(B) Curva analitica.
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A sensibilidade de 37 nA L pumol™” pode ser atribuida 2 eficiéncia na
transferéncia eletronica entre o 4-NOFN e a L-CySH. O limite de detec¢do
(LD) de 0,25 pmol L' foi determinado, usando um razio 36/b e o limite de
quantificacdo (LQ) de 0,80 umol L' usando 106/b, sendo 6 o DPR do valor
médio para dez amperogramas do branco e b o coeficiente angular da curva
analitica (Figura IV.11B), determinado de acordo com as recomendacoes da
IUPAC (Analytical Methods Commitee, 1987).

A Tabela 1.1 lista alguns trabalhos reportados na literatura com o
propoésito de comparagdo envolvendo eletrodos quimicamente modificados
com varios mediadores para a determinacdo de L-CySH. A partir da Tabela
[.1. Além disso, os potenciais de oxidacdo para a L-CySH sdo relativamente
altos quando comparados com o do presente trabalho, o qual também
apresenta melhores sensibilidade e limite de deteccdo em relacdo aos varios
sensores apresentados na Tabela I.1. Assim sendo, o aumento da sensibilidade
pode ser atribuida a eficiente transferéncia de elétrons entre o mediador

ativado in situ e o grupo sulfidrila da L-CySH.

1V.2.4. Estabilidade da 4-NO,FN na pasta de carbono

Ap6s o processo de ativagdo in situ da 4-nitroftalonitrila, a estabilidade
do par redox 4-NOFN / 4-NHOHFN foi checada através de voltamogramas
ciclicos sucessivos. A variacdao da corrente de pico depois de estabilizada foi
avaliada, com o DPR. Assim, apds 50 ciclos foi observado um DPR menor do
que 5%, sugerindo uma boa estabilidade.

Além disso, a estabilidade do EPC/4-NOFN/4-NHOHEFN foi1 verificada

na presenca de L-CySH, por meio de voltamogramas ciclicos na faixa de
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potencial entre -0,1 e 0,4 V vs. Ag/AgCl. Depois de 80 determinacdes
nenhuma mudanga significativa foi observada nas respostas voltamétricas.
Quando o eletrodo modificado foi estocado a seco e na temperatura
ambiente, nenhuma mudanca significativa foi observada por trés meses. O
eletrodo modificado apresentou uma boa repetibilidade para a determinacdo
de L-CySH. O DPR para dez determinagdes de 13 umol L' de L-CySH foi 4,1
%. Adicionalmente, uma série de vinte sensores preparados da mesma maneira
e testados em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH = 7,0) contendo 13,0
umol L™ de L-CySH, apresentaram respostas com DPR menor do que 5,0 %,
indicando uma boa estabilidade e repetibilidade, provavelmente devido as
interacOes -7 e propriedades lipofilicas que devem favorecer a adsor¢cdo na
matriz, levando a uma boa estabilidade em suas respostas voltamétricas
(Shahrokhiana er al., 2005). O DPR para os demais analitos estudados
manteve-se entre 3,5% e 5,0%, indicando, portanto, uma 6tima estabilidade do

sinal analitico.

IV.2.5. Aplicacao do sensor desenvolvido em amostras e testes de

recuperacao

Para verificar o potencial pratico do sensor desenvolvido, o mesmo foi
aplicado para a deteccdo e quantificacdo de L-CySH em amostras de
suplemento alimentar comercial em triplicata. As concentracdes dos analitos
foram determinadas usando o método de adi¢do de padrio e os resultados
foram comparados ao método espectrofotométrico usando o teste #-Student
pareado para L-CySH, mostrando, portanto, que os resultados sdo

estatisticamente os mesmos, no nivel de confianca de 95% (Tabela IV.2).
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Assim, o sensor de pasta de carbono modificada com o 4-NO,FN,
submetido a uma reducgao eletroquimica preliminar do grupo -NO, demonstra

ser sensivel, estdvel, preciso e rdpido para a determinacdo de L-CySH.

Tabela 1V.2. Determinacdo de L-CySH em amostras de suplemento
alimentar em triplicata.

Amostras Determinacao de CySH
Método proposto (m/mg) Método Comparativo (m/mg)
A 497 (£ 3) 500 (£20)
B 506 (£ 10) 499 (£13)

m: massas obtidas por cdpsula para L-CySH.

Para uma checagem adicional da exatidao do método desenvolvido e do
efeito de matriz, experimentos analiticos de recuperagdo foram feitos pela
adicao de quantidades conhecidas de um padrao de L-CySH em amostras de
suplemento alimentar. A percentagem de valores recuperados foi calculada
pela comparagdo com aqueles encontrados nas amostras € as concentragdes

esperadas, de acordo com a Equacdo IV.10 a seguir:

Recuperacao (%) = concentragdo encontrada x 100 (Eq.IV.10)
concentragdo esperada

Assim, as recuperagdes encontradas para as amostras sio mostradas na
Tabela IV.3 e a partir desta, verifica-se, portanto, que ndo ha influéncia de

matriz na resposta do sensor desenvolvido para as amostras avaliadas.
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Tabela 1V.3. Dados de recuperacdo de L-CySH em amostras de
suplemento alimentar (n=3) obtidos com o sensor desenvolvido.

CySH .q4. CySH . CySH cncon. Recup.
Amostras . ) .
(umol L)  (umol ™) (umol L) (%)
A 0,0 ——- 1,94(%0,02)
1,96 3,90 3,96 (£0,06) 101 (1)
0,0 -—-- 2,05(20,05)
B
1,96 4,01 4,11 (£0,09) 102 (£1)
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IV.3.Sensor Amperométrico para L-GSH

IV.3.1. A oxidacdo eletrocatalitica de L-GSH pelo EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN

A atividade eletrocatalitica do par redox 4-NOFN/4-NHOHFN foi
também estudada na presenca de L-GSH. Assim, a Figura IV. 12 mostra os
voltamogramas ciclicos para um EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em solucgdo
tampao fosfato 0,1 mol L'l(pH:7,0), usando uma varredura no sentido
anodico, com Ejcia = -0,1 V e E}=0,4 V vs. Ag/AgCl, na presenca (a) e
auséncia de L-GSH (b).

Para andlise comparativa dos dados, voltamogramas com EPC ndo
modificado na presenga (c) e auséncia de L-GSH (d) s3o também
apresentados. Nesses voltamogramas (Figs. IV.12c¢ e d), ndo ha evidéncia de
picos, indicando que a oxidagdo direta de L-GSH estd fora destes limites (Ep,
> 0,4 V vs. Ag/AgCl). Na Figura IV.12b, o sistema redox Ipa/Ipc, relativo ao
par redox 4-NOFN/4-NHOHEN esta presente em potenciais de E,, = 0,100 V
e Ei. = 0,050 V vs. Ag/AgCl.

Na Figura IV.12a, apos adicdo de L-GSH a solucdo, observa-se, na
primeira varredura, que o pico la (relativo a oxidacdo de 4-NHOHEFN) ainda
estd presente, com um pequeno aumento, ao passo que um novo pico (IIy,)
aparece, com uma corrente de pico significativamente maior, em um potencial
de 0,350 V vs. Ag/AgCl. Na varredura reversa, o pico I, ainda € observado.
Este fato sugere que L-GSH /GS™ (pKa = 9,65) reage com o derivado nitroso
eletrogerado na superficie, formando um aduto, que sofre uma reagdo quimica

sequencial, gerando um composto oxiddvel, como mostrado anteriormente por
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Komiyama & Fujimori (1997). A Figura IV.13 apresenta o ataque
nucleofilico -SH/-S™ ao nitroso, formando o RN(OH)SG/RN(O)SG (aduto
nitrosotiol), que é oxidado, pela captura de um elétron (com ou sem a
liberagdo de H"), neste potencial, que apds dissociagdo, gera o dissulfeto (GS-
SG) e RNO (Figura IV.13). Este mecanismo pode explicar o alto valor de
corrente observado. Este mecanismo ocorre de forma semelhante ao da L-

CySH como discutido anteriormente.

9
6- —(@)
34
<
= - (b)
0- (¢
S
-3
'6 T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E /(V) vs. Ag/AgCl

Figura 1V.12. Voltamogramas ciclicos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN, na
presenca (a) e auséncia (b) de 0,2 mmol L' de L-GSH; EPC ndo modificada
na presenca (c) e auséncia (d) de 0,2 mmol L' de L-GSH. Condicoes
empregadas: solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L’ pH=70e v=0,05 Vs’
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NC MHOH - +HC NO NC HM‘SG e N
_-2e, 2H GSHIGS 5G
2e, 2H - on
NC NC NC

Figura IV.13. Mecanismo proposto para a reagdo entre o eletrodo

modificado com a 4-NOFN/4-NHOHFN e L-GSH.

Estudos mais detalhados a respeito da corrente de pico de oxidacdo da
L-GSH na superficie do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram realizados por
voltametria ciclica em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH=7,0). Assim, de
acordo com o modelo tedrico de Andrieux & Saveant (1978), a corrente de
pico catalitica I, depende da velocidade de varredura de potencial, v, como
observado na Equacdo IV.6.

Além disso, um sistema catalitico se comporta como um sistema
totalmente irreversivel eletroquimicamente controlado por difusdo para
grandes valores de parametros cinéticos (ex. grandes valores de k), que
representa a constante da velocidade da reacdo (Andrieux & Saveant, 1978),
como jd discutido no item anterior para o processo eletrocatalitico de oxidacao
da L-CySH. Assim, um grafico da corrente catalitica I, versus a raiz quadrada
da velocidade de varredura de potencial % /2), na faixa de velocidade de 0,010
a 0,450 V s foi construido e resultou numa dependéncia linear (Figura

IV.14), expressa pela Equacdo IV.11 seguinte:
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I,(uA) = 0,3 +27,9 vZ(VsH"? (Eq.IV.11)

Assim, esta dependéncia linear sugere que o processo seja controlado por

difusdo na faixa de velocidade de varredura de potencial estudado.
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Figura IV.14. (a) Variagdo da corrente de pico anddica 1,, vs. V" no EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN em solugdo contendo 0,2 mmol L' de L-GSH e (b) L/ V7

vs. V. Medidas realizadas em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L’ pH 7,0 e v:
0,01-0,45 Vs
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Para ratificar que o processo de oxidagdo eletrocatalitica entre a L-GSH
e o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN também ocorre via etapa quimica acoplada,
alguns ensaios foram realizados. A partir do gréifico da corrente de pico
normalizada com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial
(Ipa/ v /2) versus a velocidade de varredura de potencial (Figura IV.14b) €
possivel observar um perfil caracteristico de um processo tipico
eletroquimico-quimico catalitico (EC.) (Bard & Faulkner, 2001),
corroborando, portanto, com 0 mecanismo proposto.

Usando o coeficiente angular da Equacdo IV.11 deve ser possivel
calcular o numero de elétrons (n) envolvido na oxidacdo de L-GSH pelo
eletrodo modificado ativado in situ. Assim sendo, como pode ser observado na
Figura IV.12a, o experimento de voltametria ciclica na presenga de L-GSH no
EPC/4-NOFN/4-NHOHEFEN apresentou um pico anddico na faixa de potencial
investigada. Por essa razdo, assumindo uma oxidagdo irreversivel da L-GSH
pelo eletrodo modificado a Equacdo I'V.8 foi também utilizada.

Os valores da concentragdo da espécie eletroativa e o coeficiente de
difusdo usados para L-GSH em solucdo aquosa foram 0,2 mmol L™ (2x107
mol c¢cm™) e 6,47x10° cm® s (Chen et al., 2006; Jin & Chen, 2000),
respectivamente.

Considerando-se que € necessario o conhecimento do valor de [(1-a)n,]
presente na Eq. IV.8, uma aproximacdo foi empregada baseando-se no
deslocamento do potencial de pico em fun¢do da velocidade de varredura de
potencial (Bard & Faulkner, 2001). Assim, a dependéncia da posicdo do
potencial de pico em fungdo da velocidade de varredura (E,, versus log V)
resultou em uma equacdo de regressdo representada por E,(V)=0,37+ 0,05

log[v(Vs_l)] para velocidades de varredura entre 0,030 e 0,400 V s,
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Neste sentido, baseado na expressdo simplificada para uma reagdo
irreversivel, a mudanca no E,, para cada aumento de dez vezes na v ¢é
LI5SRT/[(1-0)n,]JF (Bard & Faulkner, 2001), o grafico de E,, versus log v
indica uma variacdo linear com inclinagdo (AE,,/Alog v) encontrada de 0,05, o
valor de [(1-a)n,] foi calculado como sendo 0,6. Assim, usando este valor na
Equacdo IV.8 e o coeficiente angular de 27,9 pA/(V s™)"* extraido do gréfico
L, versus 2, 0 valor de n foi calculado e igual a 1,0 como esperado para
oxidacdo de L-GSH (Penninckx, 2000).

Construiu-se, entdo, um modelo esquemadtico (Figura 1V.13) baseado
nas informacOes obtidas a partir dos dados voltamétricos. Assim, a
nitroftalonitrila (R-NO) reage com L-GSH de maneira similar ao processo na
presenca de L-CySH, formando um aduto que € oxidado e posteriormente,
dissocia-se em R-NO e Y2(GS-SG). O R-NO pode reagir novamente com uma
nova L-GSH em um novo ciclo da rea¢do, sendo o aumento da intensidade da
corrente de pico de oxidacdo maior quando comparado com o voltamograma

na presenca de L-GSH e auséncia do catalisador na superficie do eletrodo

(Figura IV.12).

1V.3.2. Influéncia do pH da solucao, natureza e concentraciao do

tampao

Com o intuito de otimizar a resposta eletrocatalitica do EPC/4-NOFN/4-
NHOHFN para a oxidacdo de L-GSH, o efeito do pH da solucdo no
comportamento da oxidagdo eletrocatalitica também foi estudado como pode
ser observado nas Figuras IV.15a e b. A corrente de pico aumenta com o

aumento pH da solucdo na faixa de 6,0 a 7,0. Assim, no pH 7,0 a corrente de
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pico teve um maior valor. Por outro lado, uma diminuicdo na corrente &
observada quando o pH da solu¢do € maior que 7,0. Por essa razdo, o pH da
solucdo foi fixado em 7,0 para os estudos seguintes.

Uma correlagdo linear obtida para o E, vs. pH com uma inclinagdo de
0,0588 V/pH (Figura IV.15b) na faixa de pH entre 6,0 e 8,0, é préxima aquela
esperada para uma reagdo eletrodica com razdo (e/H") igual a um (0,0592
(ny/ne) V/IpH, sendo o n, = n. a 25 OC) (Bard & Faulkner, 2001).

Assim, se o nimero de elétrons determinado neste trabalho foi 1,0 bem
como considerando o comportamento do potencial de pico com o pH da
solugdo, hd somente uma possibilidade para o pH entre 6,0 e 8,0. O numero de

préotons envolvidos neste processo deve ser também 1,0.

Phabyanno Rodrigues Lima — Tese de Doutorado — IQ/UNICAMP



85
Capitulo 1V — Resultados e Discussdo

0,36 —
0,33-
0,30+
> . O
L 0,27 - /
O
b =-0,06 V/pH
0,24 1
o2l +—F4———7———7—+———7+06
6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
pH

Figura IV.15. A influéncia do pH da solugdo na I, (a), potencial de pico (b)
obtida por VC em 60,0 umol L de L-GSH. Condicées empregadas: solugdo
tampdo fosfato 0,1 mol L’ pH7,0e v=50mV s

A influéncia da natureza da solu¢do tampao na resposta do sensor foi
também testada em quatro diferentes solugcdes de tampodes (HEPES, PIPES,
MACILVAINE, TRIS e fosfato), em concentra¢des de 0,1 mol L' e indicando
que a solucdao de tampado fosfato apresentou a melhor resposta, sendo,
portanto, esta a escolhida para os estudos seguintes. Além disso, a influ€ncia
da concentragdo da solucdo tampdo fosfato em concentracdes diferentes

(0,025, 0,05, 0,10, 0,2 e 0,25 mol L'l) foi estudada. Assim, a melhor resposta
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foi obtida com solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™, a qual foi escolhida para os
estudos posteriores. A seguir, para verificar o desempenho do dispositivo
desenvolvido, s3o realizados alguns ensaios de caracterizagdo analitica na

presenca de L-GSH.

IV.3.3. Estudos de caracterizacao analitica do sensor para a

L-GSH

As caracteristicas do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram verificadas
através de experimentos amperométricos. Nas medidas amperométricas, um
estudo inicial foi realizado com intuito de determinar o melhor potencial para
aplicar no eletrodo para a oxidacdo da L-GSH. Assim, o potencial aplicado foi
escolhido baseado nas medidas das intensidades da corrente catalitica nas
condicoes otimizadas e uma maior corrente foi verificada em um potencial
aplicado de 0,4 V vs. Ag/AgCl.

Para obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido,
amperogramas para a oxidacdo de L-GSH foram realizados em diferentes
concentracdes em solu¢io tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH=7,0), apés
otimizacdo dos parametros experimentais (Figura IV.16A). Assim, o sensor
proposto mostrou uma faixa linear de resposta de 8,0 a 83,0 umol L™ (Figura

IV.16B), que pode ser expressa de acordo com Equacao V.12 seguinte:

AIluA=0,210 ( 0,040) + 0,054 (+ 0,00 )[L-GSH/umol L' (Eq. IV.12)
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com um coeficiente de correlacdo de 0,998 (para n = 10) com sensibilidade e
limite de deteccdo melhores em relacdo a vdérios trabalhos reportados

recentemente na literatura (Tabela 1.2).

Phabyanno Rodrigues Lima — Tese de Doutorado — IQ/UNICAMP



88
Capitulo 1V — Resultados e Discussdo

5
(10)
{ (a) (9)
4- (8)
' (7)
3- (6)
<<
el (5)
<
(4)
2 - __J 1.2
(3) 1.0
1 i (2) % 0.8 adi(c}ics)gada |
(1) ) !
branco ,_ 04l |Rﬂ‘i‘;"‘*:
O T T T ! ; T

80 100 120 140 160 180 200

Tempo/s
5
(b)

44
< 37
=
<

2 <

1 -

0 v T v T v v v )

0 20 40 60 80

[GSH] / umol L

Figura IV.16. (A) Medidas amperométricas para a eletrooxidac¢do de L-GSH
no EPC/4-NHOHFN/4-NOFN. Condicoes empregadas: solucdo tampdo
fosfato 0,1 mol L’ pH 7,0, Eqplicato=0,4 V vs. Ag/AgCl e [L-GSH]: (1) 8,0 —
(10)83,0 umol L'].(B) Curva analitica.
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Assim, esta sensibilidade de 54 nA L umol”' pode ser atribuida a
eficiéncia na transferéncia eletronica entre o 4-NOFN e L-GSH. O limite de
deteccdo (LD) de 2,7 umol L foi determinado usando um razio 36/b e o
limite de quantificagio (LQ) de 8,0 wmol L' usando 106/b, sendo 6 o D.P.R.
do valor médio para dez amperogramas do branco e b o coeficiente angular da
curva analitica, determinado de acordo com as recomendagdes da TUPAC
(Analytical Methods Commitee, 1987).

Além disso, como pode ser verificado a partir da inser¢do da Figura
IV.16, o sensor apresentou um tempo de resposta rapido em torno de 0,1 s
para a detec¢do de L-GSH. Este tempo de resposta é muito curto considerando
que o eletrodo utilizado € feito a base de pasta de carbono, onde a difusdo das
espécies deve ser mais dificultada.

A Tabela 1.2 lista alguns trabalhos reportados na literatura com o
propoésito de comparagdo envolvendo eletrodos quimicamente modificados
com vdrios mediadores para a determinacao de L-GSH. Assim, de acordo com
a Tabela 1.2, os potenciais de oxidac¢do para a L-GSH sdo relativamente altos
quando comparados com o do presente trabalho, o qual também apresenta
melhores sensibilidade e limite de deteccdo em relagdo a alguns sensores
reportados na Tabela 1. 2. O aumento da sensibilidade pode ser atribuido a
eficiéncia da transferéncia de elétrons entre o mediador e o grupo sulfidrila da

L-GSH como pode ser verificado na Tabela I. 2.
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IV.3.4. Estudos de inteferentes da L-GSH

Estudo de interferentes na resposta do eletrodo € util para definir a
preparacdo da amostra com o objetivo de minimizar seus efeitos. Neste
trabalho, particularmente, os possiveis interferentes foram considerados
compostos que estdo estruturalmente relacionadas com a L-GSH e/ou
presentes em amostras bioldgicas.

Para os estudos de interferentes, o sinal analitico para uma concentracao
de 50 umol L' de L-GSH foi registrado e este foi comparado ao sinal analitico
da mistura entre o L-GSH e os compostos interferentes na razdo de 5:1. Esta
propor¢ao foi escolhida uma vez que estes interferentes ndo sdo encontrados
em altas concentragdes em extratos de levedura e sangue (Penninckx, 2000;
Nalini & Narayanan, 1998). Os resultados podem ser observados na Tabela
IV. 4. Estes resultados mostraram uma interferéncia significativa do L-AscH,
e L-CySH no sinal obtido. Entretanto, a glicina, dcido glutamico e glicose ndao
apresentaram interferéncia sobre a resposta do eletrodo. Embora o L-AscH; e
L-CySH apresentem interferéncia na propor¢ao testada, ndo estdo presente nas
amostras de extratos de levedura ou sdo encontrados em um nivel baixo no
sangue. Além disso, a interferéncia de ascérbico 4dcido pode ser minimizada
utilizando enzima ascorbato oxidase que apresenta alta seletividade para a

oxidacdo de acido ascorbico (Saari et al., 1996; Fernandes et al., 1999).
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Tabela IV.4.Valores de Recuperagdo (%) obtidos para L-GSH 50 pmol L na

presenca de 10 umol L dos compostos interferentes.
L-GSH gn.. Recuperacdo

Estruturas dos interferentes L-GSHaa
(1mol L']) (1mol L") (%)
L-deido A 50 55,540, e
ascorbico \_/
HoO  OH
NH, 0
Glicina CH,— ilfl—ﬂH 50 49,3+0,1 99+]
2,9+
L-cisteina 50 52,9+0.3 10612
D-+)- 50 50,6+0,3 o
Glicose
L-(+)-
+0,2
dcido 50 50,50, 10141
glutamico

IV.3.5. Estabilidade da resposta do sensor na presenca de L-

GSH
A estabilidade do EPC/4-NOFN/4-NHOHEFN foi verificada na presenca

de L-GSH, por meio de voltamogramas ciclicos na faixa de potencial de -0,1 a
0,4 V vs. Ag/AgCl. Depois de 100 determina¢cdes nenhuma mudanca
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significativa foi observada nas respostas voltamétricas. Quando o eletrodo
modificado foi estocado a seco e na temperatura ambiente, nenhuma mudanca
significativa foi observada por 1 més. O eletrodo modificado apresentou uma
boa repetibilidade para a determinacdo de L-GSH. O DPR para dez
determinacdes de 60 umol L' de L-GSH foi 4,1 %. Adicionalmente, uma série
de 10 sensores preparados da mesma maneira e testados em solu¢do tampao
fosfato 0,1 mol Lt (pH=7,0) contendo 60,0 pmol L' de L-GSH, apresentaram
respostas com DPR menor do que 5,0 %, indicando uma boa estabilidade e
repetibilidade, provavelmente devido as interagdes 7T-m e propriedades
lipofilicas que devem favorecer a adsorcdo na matriz, levando a uma boa

estabilidade em suas respostas voltamétricas.

IV.3.6. Aplicacao do sensor desenvolvido em amostras e testes de

recuperacao

O sensor desenvolvido foi aplicado para a detec¢do e quantificacdo de
L-GSH em amostras de extratos de levedura em triplicata (Tabela IV.5). As
concentragdes dos analitos foram determinadas usando o método de adi¢do de
padrdo e os resultados foram comparados ao método espectrofotométrico
usando o teste #-Student pareado para L-GSH, mostrando, portanto, que os
resultados sdo estatisticamente os mesmos, no nivel de confianga de 95%.

Assim, o sensor de pasta de carbono modificada com o 4-NO,FN,
submetido a uma reducdo eletroquimica preliminar do grupo —-NO,, demonstra

ser sensivel, estdvel, preciso e rapido para a determinacdo de L-GSH.
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Tabela IV.5. Determinacdo de L-GSH em amostras de extrato de levedura
em triplicata.

Determinacio de L-GSH

Amost
mostras Método proposto (m/mg) Método Comparativo (m/mg)
A 1,87 (£0,03) 1,86 (+0,01)
B 1,81 (£ 0,01) 1,80 (+0,08)
C 1,83 (£ 0,03) 1,82 (+0,05)

m: massas obtidas em 1000 mg de amostra de extrato de levedura.

Para uma checagem adicional da exatiddo do método desenvolvido e do
efeito de matriz, experimentos analiticos de recuperacdo foram feitos pela
adicao de quantidades conhecidas de um padrdao de L-GSH em amostras de
suplemento alimentar. A porcentagem de valores recuperados foi calculada
pela comparagdo com aqueles encontrados nas amostras € as concentragdes
esperadas, de acordo com a Equacéo I'V.10

Assim, as recuperagdes encontradas para as amostras sdo mostradas na
Tabela IV.6 e a partir desta, verifica-se, portanto, que ndo ha influéncia de

matriz na resposta do sensor desenvolvido para as amostras avaliadas.
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Tabela IV.6. Dados de recuperacdo de L-GSH em amostras de extrato
de levedura (n=3) obtidos com o sensor desenvolvido.

L-GSH 4. L-GSH ., L-GSH cncon. Recup.
Amostras

(umol L)  (umol L")  (umol L) (%)
A 0,0 - 8,35 (£0,02)
8,50 16,85 16,82 (£0,06) 99,8 (+0,2)
0,0 - 8,08 (+0,05)
b 8,50 16,58 16,50 (0,09) 99,5 (+0,1)
C 0,0 - 8,17 (+0,05)
8,50 16,67 16,70 (0,09) 100,2 (0,3)
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IV.4.Sensor Amperométrico para L-AscH, e AU

IV4.1. A oxidacao eletrocatalitica de L-AscH, pelo EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN

Ap6s o procedimento de ativacdo in sifu na superficie do eletrodo
modificado como previamente descrito, o eletrodo modificado foi aplicado
com intuito de testar a atividade eletrocatalitica do par redox 4-NOFN/4-
NHOHFN para oxidacdo de L-AscH, e AU. Inicialmente, as respostas
voltamétricas foram obtidas em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ e pH 7, na
auséncia e presenga de L-AscH; 0,2 mmol L' com Eiiciaa=-0,1 Ve E, =04
V, Figura IV.17. Na auséncia de L-AscH,, um par redox de picos bem
definidos de 4-NOFN/4-NHOHFN pode ser observado (Fig.IV.17c). Apos
adicdo de L-AscH; 0,2 mmol L'l, houve um aumento drastico da corrente de
pico anddica, ao passo que nenhuma corrente catddica foi observada na
varredura reversa (Fig. IV.17a). Este comportamento € consistente com um
forte efeito eletrocatalitico. Além disso, sob as mesmas condicoes
experimentais, a oxidacdo direta de L-AscH, no eletrodo de pasta de carbono
nao modificado foi observada, na forma de um pico irreversivel em potencias
mais positivos (Fig. IV.17b). O potencial de pico catalitico é observado em
100 mV versus Ag/AgCl, enquanto o pico na auséncia de efeito catalitico € de
aproximadamente 300 mV. Assim, uma diminuicdo do sobrepotencial de
aproximadamente 200 mV e um aumento da corrente de pico sdo alcancados
com o eletrodo modificado, apds o processo de ativagao in situ. O mecanismo
do processo eletrocatalitico é proposto como pode ser verificado na Figura

IV.18.
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E/(V)w AgALd

Figura 1V.17. Voltamogramas ciclicos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN, na
presenca (a) e na auséncia (c) de L-AscH, 0,2 mmol L’; Eletrodo de pasta de
carbono ndo modificado na auséncia (d) e na presenca (b) de 0,2 mmol L de
L-AscH,. Velocidade de varredura (v): 2,0 mV s'. Estudos realizados em

solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L’ em pH 7,0.
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Figura 1V.18. Mecanismo proposto para a reagcdo entre o eletrodo

modificado com a 4-NOFN/4-NHOHFN e L-AscH,.

Estudos mais detalhados a respeito da corrente de pico de oxidacdo do
L-AscH, na superficie do eletrodo de pasta de carbono modificada com o 4-
nitroftalonitrila ativada foram realizados, inicialmente, por voltametria ciclica
em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L (pH=7,0). A Figura IV.19 exibe os
voltamogramas ciclicos de uma solu¢do de L-AscH, em diferentes velocidades

de varredura.
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Como observado na Figura IV. 19A, o pico de oxidacdo catalitico
desloca gradualmente para potenciais mais positivos com o aumento da
velocidade de varredura, sugerindo uma limitacdo cinética na reacio entre os
grupos eletroativos e o L-AscH,. Por outro lado, um grafico da densidade de
corrente catalitica j, versus a raiz quadrada da velocidade de varredura de
potencial (V%) na faixa de velocidade de 2 a 10 mV s foi construido e
resultou numa dependéncia linear (Fig. IV. 19B), expressa pela Eq. IV.13

seguinte:
J(MA cm™) = 18,35 + 347,31 V2 (Vs)"? Eq.IV.13

Assim, esta dependéncia linear sugere que o processo seja controlado
por difusdo na faixa de velocidade de varredura de potencial estudado. Para
ratificar que o processo de oxidagdo eletrocatalitica entre o L-AscH, e a pasta
de carbono modificada com o 4-nitroftalonitrila ativada de fato apresenta uma
etapa quimica acoplada, foram realizados alguns ensaios. A andlise do grafico
da densidade de corrente de pico normalizada com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial (j,/ V%) versus a velocidade de varredura
de potencial (Fig. IV. 19C) permite observar um perfil caracteristico de um
tipico processo eletroquimico-quimico catalitico (EC.,) (Bard & Faulkner,

2001), corroborando, portanto, com 0 mecanismo proposto.
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Figura IV.19. (A) Voltamogramas ciclicos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN
em vdrias velocidades de varredura (v): (a) 2, (b)4, (c) 6, (d) 8 e (e) 10 mV
s, (B) grdfico de Jp VS. V7 e (C) variagdo de J/ V? vs. v. Todos os estudos

foram realizados em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L' em pH 7,0 e [L-

AscH,]= 0,2 mmol L.
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Como ja& mencionado, o substituinte nitro na ftalonitrila pode ser
transformado totalmente no grupo hidroxilamina que, na varredura reversa,
pode ser oxidada ao grupo nitroso por um processo de dois elétrons e dois
protons. Para o composto nitrosoftalonitrila, neste caso, a rota via hidreto deve
ser a preferida devido a presenca da carga positiva parcial no nitrogénio do
grupo NO, devido a deslocalizagdo eletronica (Fig. IV.18). A rota via hidreto
foi reportada anteriormente por Siskos & colaboradores de forma similar,
onde o L-AscH, atua também como doador de hidreto (Loannou & Siskos,

2001).

I1V.4.2. Estudos Cronoamperométricos

A cronoamperometria de duplo salto de potencial e outros métodos
eletroquimicos foram empregados para a investigagdo de processos
eletroquimicos. A Figura IV.20 mostra as curvas corrente-tempo de 4-
NOFN/4-NHOHEFN obtidas com Eiicia = 100 mV e Egpaq = 50 mV versus
Ag/AgCl para varias concentracoes de L-AscH,. Como pode ser verificado,
ndo hd corrente catddica liquida correspondente a reducdo do mediador na
presenca de L-AscHo.

Além disso, os cronoamperogramas de duplo salto de potencial direto e
reverso para o mediador na auséncia de L-AscH, mostraram-se simétricos com
um consumo de carga igual para reducdo e oxidacdo do sistema redox 4-
NOFN/4-NHOH na superficie do eletrodo de pasta de carbono (Fig.
IV.20A(a)). Por outro lado, na presenca de diferentes concentragdes de L-
AscH,, os valores de corrente anddica associada com os amperogramas diretos

sdo significativamente maiores do que aqueles observados para o processo
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reverso (Fig. IV.20A(b-e)), indicando que o grupo nitroso estd sendo

consumido pela etapa quimica como observado na Figura IV.18.
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Figura 1V.20. (A) Cronoamperogramas obtidos no EPC/4-NOFN/4-
NHOHFN em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L', pH 7 na auséncia (a) e
presenca de 3,0 (b); 5,0 (c); 7,0 (d) e 12,0 (e) umol L' de L-AscH>, Eijciq =
0,10 e Egny = 0,05 vs. Ag/AgCl, respectivamente. (B) grdfico de j vs. r”?
obtidos a partir dos cronoamperogramas. (C) grdfico da inclinacdo da linha
reta contra a concentracdo de L-AscH, e (D) dependéncia de 1../I; vs. 1

derivado dos dados dos cronoamperogramas de (a) e (e) no painel principal.
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A cronoamperometria foi usada para estimar o coeficiente de difusdo do
L-AscH; em solucdo. Para um material eletroativo com coeficiente de difusao,

D, a corrente correspondente a reagdo quimica (sob controle difusional) é

descrita pela equacgdo de Cottrell (Bard & Faulkner, 2001):
j=nFD"*C x7"?t7"? (Eq. IV.14)

sendo D e C, o coeficiente de difusdo (cm”s™) e a concentragdo no seio da
solucdo do L-AscH, (mol cm™), respectivamente. A Figura IV.20B mostra os
grificos de j versus t"* com o melhor ajuste linear para diferentes
concentragdes de L-AscH,, o qual indica que a corrente observada deve ser
controlada pela difusao de L-AscH, em solucao.

Um gréfico a partir dos declives obtidos das linhas retas versus a
concentracdo de L-AscH, foi construido (Fig. IV.20C). A partir do declive da
Figura IV.20C e usando a equacgdo de Cottrell (Eq.IV 14), um coeficiente de
difusao de 9,01><10'6 cm’ s para o L-AscH, foi obtido. Este valor estd
proximo aos valores reportados na literatura (Moreno et al., 2000).

Além disso, a constante de velocidade, ks, para a reacdo quimica entre
o L-AscH; e os sitios redox confinados na superficie do eletrodo modificado
pode ser avaliado pela cronoamperometria com base no método descrito na

literatura (Galus, 1976):

1,1, =y"7x"* =x"(x,,C1)" (Eq.IV 15)

obs s

A partir do declive do gréafico I.,/Iy versus 1 podemos calcular de forma

simples o valor de k,,; para uma dada concentragdo do L-AscH,. A Figura
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IV.20D mostra o grafico, construido a partir dos cronoamperogramas do
EPC/4-NOFN/4-NHOHF, na auséncia e presenca de L-AscH, 12 pmol L. O
valor médio para k,,; na faixa de concentracdo 3-12 pmol L' foi obtido e

apresentou um valor de 6,0x 10° L mol™ s (ou kI'=3,8cm s'l).

1V.4.3. Estudos com Eletrodo de Disco Rotatorio

Para uma melhor avaliagdo quantitativa do comportamento
eletrocatalitico da oxidacdo de L-AscH, no EPC/4-NOFN/4-NHOH em
relacdo, medidas cinéticas foram realizadas em diferentes concentragdes de L-
AscH, em diferentes velocidades de rotacio o (rad s”') em solucdo tampdo
fosfato 0,1 mol L™ (pH =7) e uma velocidade de varredura fixa de 2 mV s

(Fig. TV.21).
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Figura 1V.21. (A) Curvas de polarizacdo obtidas para oxidagdo
eletrocatalitica de L-AscH, no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN. Velocidade de
rotacdo: (1) 1,57; (2) 3,14, (3) 5,23; (4) 7,33; (5) 10,47; (6) 31,41; (7) 52,35 ¢
(8)73,29 rad s~'. v= 2,0 mVs™'. (B) Grdfico de Levich para a resposta
eletrocatalitica de estado-estaciondrio para um EDR de EPC/4-NOFN/4-
NHOHFN em diferentes [L-AscH;]. Estudos realizados em solucdo tampdo
fosfato 0,1 mol L' em pH7,0el'=6,5x1 0 mol cm™.
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A Figura IV.21B mostra os graficos de Levich obtidos para EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN para cinco diferentes concentragoes de L-AscH,, 50, 100,
150, 200 e 250 pmol L™, tampdo fosfato (0,1 mol L', pH 7,0). A corrente de
oxidacdo para o L-AscH, no eletrodo modificado pode ser limitada pelo
transporte de massa do L-AscH, para a superficie do eletrodo e/ou pela
cinética da reacdo.

A partir da Figura IV.21B, fica evidente que ha limitacdo cinética na
reagdo global. Para o eletrodo de disco rotatério, a corrente limitada pelo
transporte de massa (ly1)) depende da velocidade de rotagdo, w, e da
concentracdo de L-AscH, no seio da solu¢do [L-AscH,]*, de acordo com a

equacao de Levich (Bard & Faulkner, 2001) (Eq.IV.16):

Iy, =0,620nFA[L- AscH, |*D**v """ (Eq.IV.16)

sendo n o numero de elétrons, F' a constante de Faraday, va viscosidade
cinematica, ¢ D o coeficiente de difusdo. Os valores de D e v de 9,01><10'6
cm’ s, obtido nos estudos cronoamperométricos e discutidos anteriomente e
0,01 cm’ s (Moreno et al., 2000), respectivamente, foram empregados.

Para uma reacgao eletrocatalitica, a corrente limitada cineticamente (/y;,)

¢ dada geralmente pela seguinte expressao (Eq. IV.17):

I, =nFAx T'*[L-AscH,]* Eq.1V.17

sendo /* a cobertura total do 4-NOFN/4-NHOHFN. Uma dependéncia linear

da corrente catalitica na @"* é esperada a partir da equacio de Levich. O

desvio observado a partir da equacdo de Levich (Figura IV. 21B) pode ser o
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resultado da etapa limitada quimicamente. Assim, a expressdo geral para a

corrente global, /, € dada por (Eq. IV.18):
I =1y, +1g, (Eq. IV.18)

Fazendo a inversdo da Eq. IV.18, tem-se a conhecida Equacdo IV.19 de
Koutecky-Levich, muito utilizada em reagdes cataliticas empregando
eletrodos contendo mediadores de elétrons. Esta equagdo foi empregada na

obtencdo da Figura IV.22, variando a concentragdo de [L-AscH;]*:

1 1 1 1
T + 16273 12
I nFAx,I'*[L-AscH,]* 0,620nFAv""D"’[L-AscH,]* ®

(Eq. IV.19)

Pela inclinagdo da curva, € possivel obter o nimero de elétrons (n)
envolvidos na reacdo, o qual apresentou um valor proximo a dois elétrons,
corroborando com alguns trabalhos reportados na literatura também baseados
na oxidagdo catalitica de L-AscH, (Moreno et al., 2000; Galus, 1976).

Através do intercepto do grifico de Koutecky-Levich € possivel
também avaliar a constante de velocidade da reacdo catalitica, &,
conhecendo-se entdo o valor de /" (Figura IV.22C), o qual apresentou um valor
médio de 5,5x 10° L mol! s (ou k,pd '=3,5 cm s'l) na faixa de concentragao
de 0,05-0,25 mmol L™ de L-AscH,. Este valor estd préximo ao obtido pelos

1 ou k7 = 3,8 cm s'l), 0S

‘. 1
dados cronoamperométricos (6,0x10° L mol™ s
quais sao maiores quando comparados aos valores reportados na literatura por

outros sistemas eletrodo-mediador (Moreno et al., 2000)
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Figura 1V.22. Grdficos de Koutecky-Levich dos dados experimentais

mostrados na Figura 1V.21 B. Estudos realizados em solucdo tampdo fosfato

0,1 mol L' em pH70el =6,5x 10 mol em™.

I1V.4.4. Comportamento Eletroquimico do L-AscH, na presenca

de AU no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN

Um dos objetivos principais destes estudos foi o desenvolvimento de

um eletrodo modificado capaz de realizar

a oxidacdo eletrocatalitica de L-

AscH,; e permitir a separacdo das respostas eletroquimicas de L-AscH, e AU.
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Assim, com intuito de verificar a atividade catalitica do EPC/4-NOFN/4-
NHOHEN na presenca de L-AscH; e AU, alguns ensaios foram realizados.

A Figura IV.23A mostra os voltamogramas ciclicos para o EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN em solucio tampio fosfato 0,1 mol L', pH 7, usando uma
varredura no sentido anddico, com Eja = -0,1 V and E), = 0,5 V versus
Ag/AgCl, na auséncia e presenca de L-AscH; e AU. Para efetuar uma andlise
comparativa, voltamogramas ciclicos obtidos no eletrodo nao modificado na
presenca e auséncia de L-AscH, e AU sido também apresentados. Nestes
voltamogramas (Fig. IV.23c), hda uma corrente de pico, indicando que a
oxidagdo direta de L-AscH, esta presente nesta faixa de potencial (E,, = 0,3 V
vs. Ag/AgCl).

E conhecido que a oxidacio eletroquimica direta de AU e L-AscH, nos
eletrodos convencionais requer altos sobrepotenciais e os potenciais de
oxidacdo sdao também proximos. Como observado na Figura IV.23d, hd um
pico voltamétrico sobreposto para oxidacado eletroquimica da mistura de AU e
L-AscH; no eletrodo nao modificado em 0,37 V versus Ag/AgCl; os
potenciais de pico para o L-AscH; e AU foram indistinguiveis, com obtenc¢ao
de informagdes nio conclusivas.

Por outro lado, na presenca do sistema redox I,/I., relativo ao par redox
4-NOFN/4-NHOHEFN, a resposta voltamétrica sobreposta pode ser resolvida, a
qual apresentou dois picos bem definidos em 0,1 e 0,4 versus Ag/AgCl (Fig.
IV.24b), correspondentes a oxidacao eletroquimica de L-AscH, (pico II,) e

AU (pico III,), respectivamente.
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Figura 1V.23. (A) Voltamogramas ciclicos para um EPC/4-NOFN/4-
NHOHFN, na auséncia (a) e presenca (b) de L-AscH, e AU 20 pmol L.
Eletrodo de pasta de carbono ndo modificada na presenga de L-AscH; (c),L-
AscH; e AU (d) de 20 umol L’ respectivamente, e auséncia (e) de L-AscH;
e/ou L-AscH, e AU, em solugdo tampdo fosfato em pH 7. v = 2 mV s”. (B)
Voltamogramas ciclicos para um eletrodo de pasta de carbono modificado

com 4-nitroftalonitrila ativada, na presenca (a) e auséncia (b) de AU 50 umol

L-]
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A diferenca entre os potenciais de picos € de 280 mV versus Ag/AgCl, a
qual € suficientemente larga para a determinacgdo seletiva e simultanea de AU
e L-AscH,, em uma mistura binaria.

Além disso, com intuito de confirmar a atividade eletrocatalitica do
sensor para o L-AscH,, alguns ensaios foram realizados na presenca de AU.
Assim, a Figura IV. 23B mostra os voltamogramas ciclicos para um EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN em solugio tampdo fosfato 0,1 mol L™, pH=7, usando
uma varredura no sentido anddico, com Ej,i.ia = -0,1 V e Ey = 0,5 V versus
Ag/AgCl, na auséncia e presenca de AU.

Ap6s adicdo de AU 50 umol L™, um pico de oxidacdo nio catalitico foi
observado em 400 mV versus Ag/AgCl. Entretanto, ndo houve aumento da
corrente de pico anddica do mediador (4-NOFN), bem como sua corrente
catédica também foi observada na varredura reversa. Assim, € possivel
verificar que o eletrodo modificado e ativado ndo apresenta atividade
eletrocatalitica para oxidacdo de AU, indicando que a transferéncia de elétrons
de uma espécie ndo interfere na resposta da outra, possibilitando, portanto, seu

emprego para determinacdo simultdnea de L-AscH, e AU.

IV.4.5. Efeito da quantidade do mediador, pH, tipo de tampao e

concentracao de tampao na Resposta do Sensor

Alguns ensaios foram realizados com intuito de determinar a quantidade
o6tima do mediador, pH, natureza e concentragdo do tampao para obter a
melhor resolug¢do de pico anddico (AE,,) para determina¢do simultanea de L-
AscH, e AU. Nestes estudos, a influéncia da proporcdo entre a 4-

nitroftalonitrila e o p6 de grafite usados no preparo do eletrodo de pasta de
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carbono modificado foram investigadas com % de mediador de 1,25%; 6,25%;
12,25%; 18,62% e 25% (m/m), em solucdo tampao fosfato (pH 7) contendo L-
AscH, e AU 50 umol L. Os resultados indicaram que a o melhor AE, , foi
obtido, usando uma propor¢do de 1:7 (m/m) (AE, = 280 mV vs. Ag/AgCl) e,
portanto, esta foi escolhida para os experimentos seguintes (Fig. IV.24a). Nas
propor¢des maiores de que 1:7, ndo foi obtida uma boa homogeneizacao da

pasta de carbono, e para menores proporcdes, obteve-se menor AE, ,.
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Figura 1V.24. Influéncia da % (m/m) de 4-nitroftalonitrila (a) e pH no AE,

(b). Medidas realizadas na presenga de L-AscH, e AU 50 pmol L em solugdo

tampao fosfato 0,1 mol L em pH 7,0.
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A influéncia da solugdo tampao no AE,, foi estudada na presenca de L-
AscH, e AU (50 pmol L™, cada) usando tampdo fosfato 0,1 mol L' em pH
6,0, 6,5, 7,0, 7,5 € 8,0 (Fig. IV.24a). No pH 7,0, 0 AE,, apresenta um maximo
de 280 mV. Além disso, a atividade eletrocatalitica do EPC/4-NOFN/4-
NHOHEN para detec¢ao de L-AscH, e AU ndo depende somente do pH, mas
também da solucdo tampao e sua concentra¢ao, que pode mudar a atividade e
estabilidade do sensor.

Assim, a influéncia da solu¢do tampao na resposta do sensor foi testada
em quatro diferentes solu¢des tampao (HEPES, PIPES, Macllvaine, TRIS e
fosfato) com concentracdes de 0,1 mol L™ em pH 7,0, indicando que a solucio
tampao fosfato apresentou o melhor AE, ,, provavelmente devido a facilidade
dos anions fosfato difundir através da pasta de carbono em comparacdo aos
ions dos tampdes HEPES, PIPES, Macllvaine e TRIS.

A solugdo tampao fosfato foi escolhida. As medidas foram realizadas
em diferentes concentracdes de fosfato (0,025, 0,05, 0,10, 0,20 e 0,25 mol L
". As concentragdes do tampao fosfato de 0,1mol L™ apresentou melhor AE; ,.
Neste sentido, a concentracio de 0,1 mol L' foi selecionada para o estudos

seguintes.

IV.4.6. Caracterizacao Analitica

Com intuito de obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido
frente a determinacdo simultinea de L-AscH, e AU, alguns ensaios foram
realizados. Assim, a deteccao amperométrica de potencial pulsado foi usada

para este proposito. O método é baseado na aplicacdo de varios degraus de
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potencial-tempo que gerencia o processo analitico sequencial como reportado
anteriormente (Kilbey et al., 2006).

A oxidagdo simultanea de L-AscH, e AU foi realizada em E, = 0,15 Ve
E»=0,40 V versus Ag/AgCl, respectivamente (em E; = 0,150V ha oxidac¢ado de
L-AscH;). Por outro lado, em E,=0,40 V ocorre oxidacdo tanto de L-AscH,
quanto de AU. Por esta razdo, para obter o amperograma liquido ou curva
analitica, em outras palavras, sem a contribui¢do da corrente de oxidagao de L-
AscH,, € necessério subtrair a corrente dos amperogramas entre E, e E;, em
diferentes concentragdes, apOs otimizacdo dos parametros experimentais (Fig.
IV.25a e b para L-AscH, e AU, respectivamente).

O sensor proposto mostrou uma faixa linear de resposta de 5 a 120 wmol
L' (insert da Fig. IV.25a,b) para L-AscH, e AU, a qual pode ser expressa de

acordo com as Equagdes IV.20 e IV.21 seguinte:

Aj (A cm™®) = 0,3(% 0,4) + 540(+ 3) [L-AscH,] / mmol L™ (Eq.IV.20)

Aj (A cm™®) = 1,7(£2,1) + 680(x2) [UA]/ mmol L™ (Eq.IV.21)

Com um coeficiente de correlacao de 0,998 (para n=9) e 0,999 (para n=9) para
L-AscH, e AU, respectivamente, com melhor sensibilidade e limites de
deteccdao do que aqueles reportados na literatura (Tabela 1.3). A boa
sensibilidade de 540 pA cm™ L mmol” pode ser atribuida a eficiéncia da

transferéncia de elétrons entre o Ar-NO e L-AscHo,.

Limites de detec¢do (LD) de 1,6 pmol L™ e 1,3 umol L™ para L-AscH, e

AU foram determinados, usando uma razao 36/b, respectivamente, € limites
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de quantificacio foram 5,5 umol L' e 4,5 umol L' para o L-AscH, e AU,
respectivamente, usando uma razao 10c/b, sendo ¢ o desvio padrao do valor

médio para dez amperogramas do branco, determinado de acordo com as

recomendagdes da [IUPAC (Analytical Methods Commitee, 1987).
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Figura 1V.25. Medidas amperométricas combinadas com potencial pulsado
para determinagdo simultdnea de L-AscHy e AU em E; = 0,150 V (a) e E; =
0,400 V (b) vs. Ag/AgCl, respectivamente, no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN
obtida em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L' em pH 7,0. Insercdo: curva

analitica.

IV.4.7. Estabilidade do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN
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Apds o processo de ativacdo in situ do eletrodo modificado, a
estabilidade do par redox 4-NOFN/4-NHOHPH foi checada por meio de
amperogramas sucessivos na presenca de 10,0 pmol L™ L-AscH, e AU em 0,1
mol L™ em tampao fosfato 0,1 mol L'em pH 7,0.

Ap6s 100 determinagdes, nenhuma mudanca significativa foi observada
nas respostas amperométricas do sensor desenvolvido. Quando o eletrodo
modificado foi estocado a seco e a temperatura ambiente, nenhuma mudanca
significativa foi observada, por um més. O eletrodo modificado apresentou
uma boa repetibilidade para determinac¢ao de L-AscH, e AU.

Além disso, o desvio padrdo relativo para dez determinacdes de L-
AscH; e AU 5,0 umol L' foi 4,5%. Adicionalmente uma série de 10 sensores
preparados da mesma maneira e testados em solu¢cdo tampao fosfato 0,1 mol
L' (pH = 7,0) contendo 10,0 umol L' de L-AscH, e AU apresentaram
respostas com DPR menor do que 5,0 %, indicando uma boa estabilidade e
repetibilidade provavelmente devido as interagdes 7T-m e propriedades
lipofilicas que devem favorecer a adsor¢do na matriz, levando a uma boa

estabilidade em suas respostas amperométricas.

IV.4.8. Aplicacio do Sensor em Amostras e Testes de

Recuperacao

O método proposto foi aplicado para determinacdo simultinea de L-
AscH; e AU em trés amostras de urina e determinacao de L-AscH, em tabletes
de vitamina C, em triplicata, usando o método de adicdo de padrdo. Para

ajustar na faixa linear a determinagdo de L-AscH, e AU, todas as amostras de
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urina foram diluidas 50 vezes; esta diluicao pode ajudar a reduzir os efeitos de
matriz de amostras reais.

Para checar a precisdo dos resultados, as amostras foram fortificadas
com solucdes padroes de L-AscH, e AU e assim as quantidades totais foram

detectadas. A recuperacdao das amostras fortificadas foi determinada, com

valores entre 98,5% e 100,7% (Tabela IV.7).

Tabela IV.7. Determinacado de L-AscH, e AU em amostras de urina.

Amostras
Urina 1# Urina 2# Urina 3#
AU AscH, AU AscH, AU AscH,

Detectado (umol L") 50,35 6,52 56,44 721 5487 6,65

“Spike” (umol L) 15 20 15 20 15 20
Ap6s “spike” 65,10 26,12 71,50 27,40 6991 26,73
(umol L™)

Recuperacio (%) 99,7 98,5 100,1 100,7 100,1 100,3
DPR (%) 2,4 2,2 2,1 2,9 2,6 2.4

Phabyanno Rodrigues Lima — Tese de Doutorado — IQ/UNICAMP



119
Capitulo 1V — Resultados e Discussdo

IV.5.Sensor Amperométrico para NADH

IV.5.1. A oxidacao eletrocatalitica de NADH pelo EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN

De maneira a verificar a atividade eletrocatalitica do par redox
4-NOFN/4-NHOHFN na presenca de NADH, alguns ensaios foram
realizados. Assim, a Figura IV.26 mostra os voltamogramas ciclicos para um
EPC/4-NOFN/4-NHOHEFN em solugdo tampao TRIS 0,1 mol L! (pH = 7,0),
usando uma varredura anddica, com Ej,.iyq = -0,1 Ve E, =0,4 V, na auséncia
(a) e na presenca (b,c) de NADH.

Para propdsito comparativo, voltamogramas obtidos em um eletrodo de
pasta de carbono nao modificado na auséncia (d) e presenca de NADH (e) sao
também apresentados. Nestes voltamogramas (Figs. IV.26d,e), ndo ha
evidéncia de picos, indicando que a oxidacdo direta de NADH esté fora destes
limites (Ep, > 0,4 V vs. Ag/AgCl). Na Figura IV.26a, o sistema redox L/I,
relativo 4-NOFN/4-NHOHEN esta presente em potenciais de E,, = 0,12 V e
Epe =0,07 V vs. Ag/AgCl.

Ap6s adicao de NADH a solucao (Figs. IV.26b e c¢), o pico de oxidagao
aumenta significativamente e o pico de reducdo do mediador desaparece
completamente na presenca de altas concentragdes de NADH, indicando,

portanto, uma eletrocatélise eficiente.
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Figura IV.26. (A) Voltamogramas ciclicos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN,
na auséncia (a) e na presenca de NADH/mmol L':(b) 0,1, (c) 0,3; eletrodo de
pasta de carbono ndo modificado na auséncia (d) e na presencga (e) de 0,3
mmol L' de NADH. Velocidade de varredura (v): 2,0 mV s”. Estudos
realizados em tampdo TRIS 0,1 mol L' em pH 7,0.

Estudos mais detalhados a respeito da corrente de pico de oxidacdo da
NADH na superficie do EPC/4-NOFN/4-NHOHFN foram realizados por
voltametria ciclica em solugdo tampdo TRIS 0,1 mol L' (pH=7,0). A Figura
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IV.27 exibe os voltamogramas ciclicos de uma solucio de NADH em
diferentes velocidades de varredura.

Como observado na Figura IV.27A, o pico de oxidagdo catalitico
desloca gradualmente para potenciais mais positivos com o aumento da
velocidade de varredura, sugerindo uma limitagio cinética na reagao entre 0s
grupos eletroativos € o NADH. Por outro lado, um gréafico da corrente
catalitica I, versus a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial
(v”z) na faixa de velocidade de 2 a 70 mV s™ foi construido e resultou numa

dependéncia linear (Figura IV.27B), expressa pela seguinte Equagao I'V. 22:
IpA)=1,5+75v*(vshH"” (Eq. IV.22)

Assim, esta dependéncia linear sugere que o processo seja controlado
por difusdo na faixa de velocidade de varredura de potencial estudado. Para
ratificar que o processo de oxidacdo eletrocatalitica entre a NADH e o EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN de fato apresenta uma etapa quimica acoplada, foram
realizados alguns ensaios. A andlise do grifico da corrente de pico
normalizada com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial
'~ %) versus a velocidade de varredura de potencial (Figura IV.27C) permite
observar um perfil caracteristico de um tipico processo eletroquimico-quimico
catalitico (EC.y) (Bard & Faulkner, 2001), corroborando, portanto, com o

mecanismo proposto.
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Figura 1V.27. (A) Voltamogramas ciclicos para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN
em vdrias velocidades de varredura(v): (a) 2, (b)15, (c) 30, (d) 50 e (e) 70 mV
s, (B) grdfico de I, vs. v"”? e (C) variagdo de Ly V' vs. v. Estudos realizados

em solugdo tampdo TRIS 0,1 mol L' em pH 7,0 e [NADH] = 0,5 mmol L’

Como jad mencionado, o substituinte nitro na ftalonitrila pode ser
transformado totalmente no grupo hidroxilamina que, na varredura reversa,
pode ser oxidada ao grupo nitroso por um processo de dois elétrons e dois

protons. Assim, o ciclo catalitico para a oxidagdo eletrocatalitica de NADH
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envolve o par redox 4-NOFN/4-NHOHFN, andlogo ao sistema bem conhecido
quinona/hidroquinona (Lobo et al., 1997), como pode ser observado e

sugerido através da Figura IV.28 seguinte:
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Figura 1V.28. Modelo mecanistico proposto do processo de oxidagdo

eletrocatalitica da NADH pelo EPC/4-NOFN/4-NHOHFN.

Em geral, as quinonas sao hdbeis para se submeterem a um processo de
transferéncia de elétron-préton-elétron seqiiencial ou a uma transferéncia de

hidreto (Carlson & Miller, 1985). Para o nitrosoftalonitrila, neste caso, a rota
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via hidreto deve ser preferida devido a presenga de uma carga parcial positiva
no nitrogénio do grupo NO, devido a deslocalizacdo de elétrons. Apds a
transferéncia de hidreto para o grupo NO, o complexo substrato-mediador
dissocia-se, seguido pela rapida protonacdo do oxigénio como reportado por

Mano & Kuhn (1999a,b), em tampao TRIS 0,1 mol L'l, em pH 8,0.

IV.5.2 — Parametros cinéticos para a eletrooxidacio de NADH

no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN

Para uma melhor avaliagdo quantitativa do comportamento
eletrocatalitico da oxida¢do de NADH no EPC/4-NOFN/4-NHOHEN,
medidas cinéticas foram realizadas em diferentes concentracoes de NADH em
diferentes velocidades de rotacdo w (rad s™) em tampdo TRIS 0,1 mol L' (pH

=7) e uma velocidade de varredura fixa de 2 mV s™ (Figura 1V.29).
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Figura 1V.29. (A) Curvas de polarizacdo obtidas em diferentes velocidade de
rotacdo do eletrodo para oxidac¢do eletrocatalitica de NADH no EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN, na auséncia (Aa) e presenca de NADH: (Ab) 0,1
mmol L. Velocidade de rotagdo: (1) 1,62; (2) 2,29; (3) 3,24; (4) 4,58; (5)
5,59; (6) 6,47 e (7) 7,24 rad soy= 2,0 mVs~'. Estudos realizados em tampado
TRIS 0,1 mol L' em pH7,0el =6,5x 10 mol em™.

Assim, como pode ser verificado na Figura IV.29A, na presenca de

NADH, o pico de oxidacdo aumenta drasticamente e o pico de redugdo
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diminui, indicando um efeito eletrocatalitico bastante eficiente. A catalise é
um resultado da difusdo do NADH para a superficie eletrédica onde ocorre
redu¢io do mediador oxidado (4-NOFN) para formar NAD" e a forma
reduzida do mediador (4-NHOHEFEN).

Neste contexto, experimentos foram realizados com o objetivo de
estudar o mecanismo da reacdo, bem como avaliar as constantes de velocidade
do referido processo eletrocatalitico. A escolha do pH 7 foi também
racionalizado uma vez que hd uma grande quantidade de enzimas
desidrogenases que dependem do processo redox do NADH e que sado
dependentes do pH, apresentando um pH 6timo em 7 (Bartlett et al., 1997).
Além disso, é também neste pH, onde ambos NADH e NAD® mostram
maiores estabilidades quando dissolvidos em solucdo aquosa (Chenault &
Whitesides, 1987) e onde a maioria dos valores prévios de x,,, foram
reportados na literatura (Gorton & Dominguez, 2002).

Para muitos eletrodos modificados quimicamente usados para oxidagao
eletrocatalitica de NADH, tem sido postulado que um complexo de
transferéncia de carga é formado na reacdao entre NADH e o mediador, por
causa do valor de x,,, diminuir com o aumento na concentracdo de NADH
(Santos et al., 2002a,b). Além disso, acredita-se que um complexo de
transferéncia de carga, inicialmente formado entre os reagentes, comporta-se
andlogo a cinética de Michaelis-Menten de reagdes enzimaticas (Gorton &
Dominguez, 2002). Assim, a reacdo de eletrooxidacdo de NADH pode ser

esquematizada conforme mostrado (Eq. IV.23):

4 - NOFN + NADH —*#—4 - NHOHFN + NAD" (Eq.IV.23)
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A reacdo ndo estd estequiometricamente completa, como ndo esta claro
se o proton é transferido do NADH para o mediador. A reacdo da Equacdo

IV.23 ¢ seguida por uma reoxidagdo de 4-NHOHFN:

4 - NHOHFN —=—4 - NOFN +2¢™ +2H" (Eq. IV.24)

Sendo o x;, a constante de transferéncia de elétrons entre o mediador
imobilizado e o eletrodo.

A Figura IV. 30 mostra os graficos de Levich obtidos para o EPC/4-
NOFN/4-NHOHFN para cinco diferentes concentracdes de NADH, 50, 100,
300, 500 e 700 pmol L'l, tampao TRIS (0,1 mol L'], pH 7,0). A corrente de
oxidacdo para o NADH no eletrodo modificado pode ser limitada pelo
transporte de massa do NADH para a superficie do eletrodo e/ou pela cinética
da reacdo (Eq.IV.24). A partir da Figura I'V. 30, fica evidente que ha limitagcao
cinética na reacdo global. Para o eletrodo de disco rotatério, a corrente
limitada pelo transporte de massa (/4q1,) depende da velocidade de rotagdo, o,
e da concentracao de NADH no seio da solucdo [NADH]*, de acordo com a

equacdo de Levich (Bard & Faulkner, 2001) (Eq.IV.25):

Iye, = 0,620nFA[NADH]* D** v (Eq.IV.25)

sendo n o numero de elétrons, F a constante de Faraday, va viscosidade

cinemdtica, e D o coeficiente de difusdo. Os valores de D e vde 2,4x10° cm?
s' (Moiroux & Elving, 1980) e 0,01 cm® s (Bard & Faulkner, 2001),

respectivamente, foram empregados.
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Figura 1V.30. Grdfico de Levich para a resposta eletrocatalitica de estado-
estaciondrio para o EPC/4-NOFN/4-NHOHFN em diferentes [NADH].
Estudos realizados em tampdo TRIS 0,1 mol L' em pH70el =65x1 o'’

-2
mol cm™.

Para uma reagdo catalisada, a corrente limitada cinéticamente (Iy;,) €

dada geralmente pela seguinte expressao

I, =nFAx, T *[NADH]*

(Eq. IV.26):

(Eq. IV.26)
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sendo /* a cobertura total do 4-NOFN/4-NHOHFN. Uma dependéncia linear
da corrente catalitica na @ é esperada a partir da equacdo de Levich. O
desvio observado a partir da equacdo de Levich (Figura IV.30) pode ser o

resultado da etapa limitada quimicamente. Assim, a expressdo geral para a

corrente global, /, € dada por (Eq. IV.27A):

-1 -1 -1
] = [d(L) + [Kin (Eq. IV.27A)

Fazendo a inversao da Equacdo IV.27A, tem-se a conhecida Equacdo IV.27B
de Koutecky-Levich, muito utilizada em reacdes cataliticas empregando
eletrodos contendo mediadores de elétrons (Murray, 1984, 1992). Esta
equacdo foi empregada na obtencao da Figura IV.31 , variando a concentragdo

de [NADH]*:

1 1 1
T + 164~ 273 12
I nFAk, T'*[NADH]* 0,620nFAv "D"[NADH]* ®

(Eq. IV.27B)

Pela inclinagdo da curva, € possivel obter o nimero de elétrons (n)
envolvidos na reagdo. Através da interceptacdo do grafico de Koutecky-

Levich € possivel também avaliar o x,,,, conhecendo-se entdo o valor deT .
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Figura 1V.31.
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Grdficos de Koutecky-Levich dos dados experimentais
mostrados em (B). Estudos realizados em tampdo TRIS 0,1 mol L' em pH 7,0

el'=65x 10 mol cm™.

O valor da constante x,, apresentou-se altamente dependente da

[NADH]* como observado na Figura IV.32.

oxidacgdo eletrocatalitica de NADH (Santos e

a. Este comportamento tem sido

observado para outros eletrodos modificados com mediadores usados na

t al., 2002a,b; Kubota & Gorton,

1999), sendo esta alta dependéncia explicada pela formagdo de um complexo
de tranferéncia de carga (CT-complexo) entre 0 NADH e o mediador antes da

formacdo do produto da reacao representada pela Equacdo I'V.28 a seguir:
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Kobs (Eq. IV.28)

[
'

K+1 K
NADH + (NC), C.H,-NO === CT-conplex > NAD" + (NC),C.H,-NHOH

-1

Este tipo de mecanismo de reacdo € bastante empregado para o estudo
de cinética de Michaelis-Menten e obtencdo da constante que leva 0 mesmo

nome (ky), que pode ser definida conforme a Equagado IV.29 (Gorton, 1986):

— K, +Ky,

K, (Eq. IV.29)

K

+1
A constante de velocidade global da reacdo, x,,, para qualquer
concentracdo de NADH pode ser expressa como proposto abaixo (Gorton,

1986):

K+2
K =
Invertendo a Equacao I'V.30a, obtém-se a expressao
1 Ky N [NADH]*
= Eq. IV.30B
Kobs K+2 K+2 ( q )

A construcgdo do gréfico 1/ k,,s vs. [NADH]* como observado na Figura
IV.32.b fornece uma relagdo linear, compativel com a equacgdo

Kk, " =216(£0,05)|NADH |+5,7(x0,4)x10™*, com coeficiente de correlacdo de

0,999 paran = 5, sendo 0 «, ' em mol L's e [NADH] em mmol L sendo
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indicativo que um complexo de transferéncia de carga deve se formar entre a
4-nitroftalonitrila ativada e o NADH. Do coeficiente angular da curva, é
possivel calcular o valor de «,, e, do coeficiente linear, o valor de Ky, pode ser
avaliado. Como verificado na Tabela IV.8, 0 «,,., x,, € K\ foram calculados e

apresentaram os valores de 1,0x 10* mol' L s, 0,3 s' e 2,7x10° mol L™,

respectivamente.
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Figura IV.32. (a) Variagcdo de k,,s vs. [NADH] obtidos para o eletrodo
modificado com o 4-nitroftalonitrila ativado e (b) Variacdo de 1/k,ps Vs.
[NADH]. Estudos realizados em tampdo TRIS 0,1 mol L' em pH70el =65

x 10 mol em™.

A Tabela I'V.8 lista alguns trabalhos reportados na literatura envolvendo
eletrodos modificados com varios mediadores, bem como seus respectivos
parametros cinéticos referentes ao processo de oxidagdo eletrocatalitica de
NADH, permitindo, portando, comparar seus resultados com o presente sensor
desenvolvido e discutido ao longo deste tépico.

Assim, de acordo com a Tabela IV.8, observa-se que o valor de x,,, é

maior quando comparado aos valores publicados previamente para os sistemas
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eletrodo-mediador, exceto para os trabalhos de Nassef et al. (2006) e Mano &

Kuhn (1999). Por outro lado, mediadores que t€m apresentado altos valores de

Kobss

ttm também requerido altos

sobrepotenciais

para a oxidacdo

eletrocatélitica de NADH, como verificado no trabalho desenvolvido por

Nassef et al. (2006), dificultando, assim, sua aplica¢do no desenvolvimento de

biossensores.

Tabela IV.8. Pardmetros eletroquimicos e cinéticos de alguns eletrodos
modificados para eletrooxidagcdo de NADH.

0’ F kobs KM

Ref. E"(mV) pH (mol em?) (mol'Ls™) (mol L")
(Pereira et 9 ; A

-140 vs. SCE 7,0 5,7x10° 5,5x10 1,0x10* 1,9
al., 2003)
(Nassef et 0 s s

+200 vs.Ag/AgCl 7,0 4,2x10 1,1x10 2,2x10° 2,0
al., 2006)
(Santos et 9 ; A

230 vs. SCE 7,0  52x10 1,4x10 2,1x10* 1,9
al., 2002a)
(Kubota &
Gorton,  -220 vs.SCE 70 6,8x10"°  8,2x107 1,8x10° 2,0
1999)
(Mano &
Kuhn, 50 vs. Ag/AgCl 8,0 12x10"°  5,0x10° _ 1,9
1999)
(Santos et 9 ; A

-60 vs.SCE 7.0  4,4x10 1,8x10 2,7x10*% 1,9
al., 2002b)
(Munteanu 0 ; A

1 +156 vs.Ag/AgCl 6,0 2,7x10 3,0x10 3,1x10% 2,0

et al.,
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2003)

(Antiochia ___

et al., 7,0 9,7x10™"
2005)

(Vasantha

& Chen, +200vs.Ag/AgCl 7,0 2,6x10"
2006)

Este

+100 vs.Ag/AgCl 7,0 6,5x10"°
trabalho

2,0x10°

9,8x10°

1,0x10*

2.7x107

1,9

IV.5.3 — Deteccao amperométrica de NADH

Para obter uma curva analitica para o

sensor desenvolvido,

amperogramas para a oxidacdo de NADH foram realizados em diferentes

concentra¢des em tampdo TRIS 0,1 mol L™ (pH = 7,0) e potencial aplicado de

+100 mV vs. Ag/AgCl (Figura IV.33).
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Figura 1V.33. (A) Medidas amperométricas para a eletro-oxidacdo de NADH
no EPC/4-NOFN/4-NHOHFN obtidas em tampdo TRIS 0,1 mol L'em pH 7,0
e [NADH]: (1)0,8 - (17)17,0 umol L’ (B) Curva analitica. E,, = 100 mV vs.
Ag/AgCl.

A resposta para este sensor foi rapida, alcangando um maximo em cerca
de 0,1 s. Este tempo de resposta € muito curto, considerando que o eletrodo
utilizado € feito a base de pasta de carbono, onde a difusdao das espécies deve
ser mais dificultada. Sabe-se que uma condi¢ao para o sensor responder € que

haja difusdo da solucdo através da pasta, sendo que esta etapa influi no tempo
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de resposta. Provavelmente, o procedimento usado para construir o sensor a
base de pasta de carbono resultou num sistema bem empacotado, tornando
dificil a solucdo difundir profundamente através da pasta, e isso pode levar a
uma resposta mais rapida, pois somente os sitios superficiais devem contribuir
para a resposta.

Além disso, o sensor proposto mostrou uma faixa linear de resposta de
0,8 a 8,5 umol L (Figura IV.33), que pode ser expressa de acordo com
equagdo: Al /(uA) = 0,34 (+ 0,07) + 0,50 (+ 0,02) [NADH] / (umol L") com
um coeficiente de correlacdao de 0,997 para n = 10 apresentando sensibilidade
maior do que os sensores reportados na literatura (Tabela 1.4).

Assim, esta sensibilidade de 0,5 HA L umol' pode ser atribuida a
eficiéncia na transferéncia de elétrons entre a 4-nitrosoftalonitrila e o NADH.
O limite de deteccao de 0,25 wmol L' foi determinado usando um razio 36/b
e limite de quantificacio de 0,82 pmol L' usando 106/b, sendo G o desvio
padrdao do valor médio para dez amperogramas do branco e b o coeficiente
angular da curva analitica, determinado de acordo com as recomendacdes da
IUPAC (Analytical Methods Commitee, 1987).

A Tabela 1.4. lista alguns trabalhos reportados na literatura, envolvendo
eletrodos quimicamente modificados com vérios mediadores para a deteccao
de NADH, com o propdsito de comparacao. Assim, de acordo com a Tabela
[.4., varios eletrodos modificados apresentam os potenciais de oxidagdo para
NADH relativamente altos quando comparados com o do presente trabalho, o
qual também apresenta maiores sensibilidade e limite de deteccdo em relacdo

aos sensores apresentados na Tabela 1.4.
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IV.5.4 — Estabilidade do 4-nitroftalonitrila ativado no eletrodo

modificado

Depois de ativado o eletrodo modificado com 4-nitroftalonitrila, a
estabilidade do par redox 4-NOFN/4-NHOHFN foi checada por meio de
amperogramas sucessivos na presenca de NADH 5,0 umol L, em tampio
TRIS 0,1 mol L' em pH 7,0.

Ap6s 100 determinagdes, nenhuma mudanga significativa foi observada
nas respostas amperométricas do sensor desenvolvido. Quando o eletrodo
modificado foi estocado a seco e a temperatura ambiente nenhuma mudanca
significativa foi observada por um més. O eletrodo modificado apresentou
uma boa repetibilidade para determinacdo de NADH. Além disso, o desvio
padrio relativo para dez determinagdes de NADH 5,0 umol L™ foi de 4,5%.
Adicionalmente uma série de 10 sensores preparados da mesma maneira e
testados em solugdo tampdo TRIS 0,1 mol L' (pH = 7,0) contendo 5,0 wmol
L' de NADH apresentaram respostas com DPR menor do que 5,0%,
indicando uma boa estabilidade e repetibilidade provavelmente devido as
interacdes -7 e propriedades lipofilicas que devem favorecer a adsor¢ao na

matriz, levando a uma boa estabilidade em suas respostas amperométricas.
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CARITULO V
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V. Conclusoes Gerais

Este trabalho relata a constru¢do de forma simples e aplicagdo da pasta
de carbono modificada com a 4-nitroftalonitrila, que submetida a uma reducao
preliminar do grupo nitro, promove a formacdo do par redox 4-NOFN/4-
NHOHEFEN na superficie, sendo uma alternativa vidvel para a determinacdo
eletroanalitica de L-CySH, L-GSH, L-AscH, e AU em amostras de interesse.
Os resultados foram comparados com métodos descritos na literatura,
mostrando concordancia entre eles, em nivel de 95 % de confianca.

A otimizacado das condi¢Oes experimentais forneceu um 6timo limite de
deteccdo e sensibilidade para os analitos estudados, superiores a varios
dispositivos reportados recentemente na literatura. Além disso, este trabalho
demonstrou que a pasta de carbono modificada com a 4-nitroftalonitrila
ativada € um sensor sensivel, robusto e estavel, mostrando ser uma notavel
ferramenta para a determinacdo de L-CySH, L-GSH, L-AscH,, AU e NADH.

Particularmente, os estudos eletrocataliticos e cinéticos do NADH e L-
AscH, empregando o sensor desenvolvido comprovaram a grande efici€ncia
do mediador, a 4-nitroftalonitrila ativada, em mediar a transferéncia de
elétrons, envolvendo a molécula de NADH e L-AscH,. Além disso, a pasta de
carbono constitui-se em excelente ambiente para a elaboracdo de sensores
capazes de promover a deteccdo de NADH, com O6tima sensibilidade e
estabilidade.

A partir dos sensores desenvolvidos, foi possivel operar a célula
eletroquimica durante a eletrooxidacao do NADH, aplicando potencial de 0,1
V vs. Ag/AgCl para o sensor desenvolvido, o que amplia bastante a

possibilidade de uso destes sensores em amostras complexas, pois, neste
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potencial, o sensor torna-se mais seletivo e muito menos sensivel a possiveis
interferentes.

A avaliacdo dos pardmetros analiticos deste sensor mostrou que sao
otimos dispositivos para a determinagdo de NADH, com ampla faixa de
resposta linear. Além disso, o sensor desenvolvido apresenta-se como uma
alternativa para o desenvolvimento de biossensores com o emprego de

enzimas NADH dependentes.
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VII. Perspectivas

Pretende-se dar continuidade aos estudos ora reportados no que tange a
quantificacdo de tidis totais, bem como utilizar novos compostos com grupo
nitro e assim, verificar a atividade eletrocatalitica do sensor desenvolvido
frente a outros tiois, mostrando-se desta forma a potencialidade do material
desenvolvido.

Tentar imobilizar o mediador redox em diferentes matrizes tais como,
silicas modificadas, nanotubos de carbono, entre outras, visando o aumento de
estabilidade do mesmo para posterior aplicacdo em fluidos bioldgicos.

Estudar novos sistemas para oxidacao catalitica do NADH visando o

desenvolvimento de biossensores.
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