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RESUMO

Neste trabalho desenvolveu-se um sensor eletroquimico a partir da
modificacdo de superficie de um eletrodo de carbono vitreo com nanoparticulas
metalicas de Pt e intermetalicas de NiSb suportadas em carbono Vulcan® XC72. Tal
modificacdo visou a obtencdo de um sensor de baixo custo, simples e rapido para
determinacao do cloridrato de tetraciclina (TTC). A tetraciclina é um farmaco com
propriedades antibidticas amplamente utilizado na saiude humana e animal devido
sua baixa toxicidade e facil obtencdo. A modificacdo de superficie do eletrodo de
trabalho foi realizada a partir da adicdo de uma suspensdo das nanoparticulas em
dimetilformamida (DMF) (1 mg/1 mL) sobre a superficie do eletrodo previamente
limpo e os estudos voltamétricos conduzidos utilizando as técnicas de voltametria
ciclica, voltametria de pulso diferencial e cronoamperometria. Como consequéncia
dos resultados obtidos, prosseguiu-se apenas com o0s estudos da nanoparticula de
Pt na construcdo de um sensor para determinacdo da TTC. As nanoparticulas
apresentam propriedades diferentes daquelas exibidas pelo mesmo material quando
estes se encontram em particulas de maior tamanho como bulks, e dentre suas
principais caracteristicas, o aumento da area superficial provocado pela modificacao
do eletrodo mostrou resultados promissores na detecgéo e quantificacdo do analito.
Apos diversos estudos sobre o eletrdlito de suporte e o pH, obteve-se a melhor
resposta voltamétrica em solucgéo de tampé&o fosfato 0,10 mol L™ pH 3,0 através da
voltametria ciclica tanto na determinacdo do analito em agua purificada quanto na
determinacdo em urina sintética. O eletrodo modificado com nanoparticulas de Pt
apresentou resposta linear na faixa de 9,99 e 44,01 umol L?, limite de deteccdo
4,28 pmol L™ e limite de quantificacdo 14,26 umol L. A aplicacdo do eletrodo em
uma amostra de urina sintética ocorreu com sucesso, alcangando um valor de

concentracéo com diferenca de 3% para o valor real.



ABSTRACT

In this work it was developed an electrochemical sensor by the surface
modification of a glassy carbon electrode with metallic Pt nanoparticles and
intermetallic NiSb nanoparticles in Vulcan® XC72 carbon as the support. Such
surface modification sought to obtain a low cost sensor, easy to work and quick
working to determine tetracycline hydrochloride. The tetracycline is a drug with
antibiotics properties widely used in human and animal treatment due to its low
toxicity and easy obtainability. The surface modification of the work electrode was
accomplished through the addition of a suspension of the nanoparticles in
dimethylformamide (1 mg/1 mL) in the electrode surface previously cleaned and the
voltammetric studies conducted with the use of techniques such as cyclic
voltammetry, differential pulse voltammetry and chronoamperometry. As a
consequence of the obtained results, only the studies with the sensor developed with
Pt nanoparticles were continued for the tetracycline determination. The nanoparticles
presents different properties of those shown by the same material when these are in
bigger forms, such as bulks and among the main characteristic, the superficial area
increase caused by the electrode modification shown promising results for the
detection and quantification of the analyte. After several studies about the supporting
electrolyte and the pH, it was obtained a better voltammetric response in phosphate
buffer solution 0.1 mol L™ and pH 3.0 for the determination of the analyte in purified
water and synthetic urine. The modified electrode with metallic Pt nanoparticles had
a linear response in the range 9.99 to 44.01 umol L™ with a detection limit of 4.28
umol L™* and quantification limit of 14.26 pmol L™. The electrode application in a
synthetic urine sample was a success, reaching concentration values with a

difference within 3% of the real value.
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1 INTRODUCAO

Capazes de coletar dados de um sistema estudado, 0s sensores quimicos
permitem correlacionar os resultados obtidos com outros parametros do ambiente ao
qual foram inseridos.! Dentre os diversos tipos de sensores quimicos existentes,
estudou-se nesta dissertacdo um sensor eletroquimico.

O desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos aumenta de maneira
expressiva, visando suprir as necessidades de diversos segmentos da industria,
como a farmacéutica, alimenticia e ambiental. Isso por se tratar de uma opc¢ao para
0s quimicos analiticos que permite a resolugcéo de problemas com op¢des de grande
sensibilidade, custo moderado, portabilidade, dentre outras vantagens.

A modificacdo superficial de eletrodos tem como principal objetivo pré-
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solucdo como
forma de alterar, tanto a reatividade, quanto a seletividade do eletrodo base.? Além
disso, as modificacbes superficiais podem eliminar problemas comuns em matrizes
biolégicas, como o elevado potencial de oxidacdo ou reducdo do analito,
interferentes presentes que possuem potencial de oxidacéo/reducdo préximo ao da
espécie de interesse e também o bloqueio na superficie do eletrodo causado pela
adsorcao dos produtos formados pela reagéo eletroquimica.

E necessario que o eletrodo apresente condicdes ideais de funcionamento,
sensibilidade, seletividade, tempo de resposta, linearidade, estabilidade e
reprodutibilidade.®> Por isso, a existéncia de um vasto campo de estudos
eletroanaliticos sobre as possiveis modificacdes e agentes modificadores dos
eletrodos bases, como através da eletrodeposicdo de metais, 0xidos, adsor¢do de
espécies organicas, agentes biolégicos, filmes poliméricos, entre outros.?®

Novos materiais sdo integrados a cada dia, como, 0sS nanomateriais,
responsaveis por um dos maiores impactos no desenvolvimento de sensores gragas
aos avancos tecnoldgicos na sintese destes materiais, permitindo o controle de
tamanho, forma e caracteristicas fisico-quimicas®, o que os torna um campo de
estudo tdo promissor, capaz de fornecer vantagens sobre 0s sensores ja existentes.

Escolheu-se o cloridrato de tetraciclina (TTC) como analito devido seu alto
consumo na medicina humana e veterindria como antibiético, pois o mesmo

apresenta amplo espectro de acéo, baixo custo de producao e baixa toxicidade.’
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sensores quimicos e eletrodos quimicamente modificados

Segundo Stradiotto et al.2, um sensor quimico é um dispositivo que capaz de
fornecer informacdes continuamente sobre o meio ao qual foi inserido. Tal sensor
deve ser capaz de fornecer uma resposta diretamente relacionada as espécies
presentes no meio analisado. Um sensor é composto de um transdutor, que
converte a resposta quimica em um sinal detectavel para um instrumento de medida
e uma camada seletiva que deve separar a resposta do analito do meio ao qual esta
inserido. Dentre os tipos existentes de sensores quimicos, como oOpticos, de massa,
termais, destacam-se 0s sensores eletroquimicos, principalmente em funcdo da
facilidade de construcao, baixo custo e capacidade de deteccéo de analitos.

Dentre as classificagcbes existentes de sensores eletroquimicos, neste
trabalho utilizou-se um sensor voltamétrico, que utiliza uma diferengca de potencial
medida entre um eletrodo de trabalho e um de referéncia que € utilizada em um
intervalo de potencial, que causara a oxidacao ou reducéo das espécies eletroativas
no meio.®. Como resultado, a corrente resultante é medida pela instrumentacéo
apropriada e este valor pode ser relacionado a quantidade de espécies oxidadas ou
reduzidas.

O desenvolvimento dos eletrodos de trabalho € um dos campos de maior
estudo sobre sensores eletroquimicos, pois os eletrodos podem ser modificados
através da insercdo de uma espécie na superficie eletrodica com o objetivo de
melhorar suas propriedades, pois com a modificagdo o eletrodo possuira as
caracteristicas fisico-quimicas do agente modificador. Quando essa insercao é feita,
tais eletrodos séo classificados como eletrodos quimicamente modificados (EQM) e
podem ser aplicados com os mais diversos propositos, como a catalise de reacbes
organicas e inorganicas e a transferéncia de elétrons entre espécies de interesse
analitico.’

O desenvolvimento de EQM recebe atencdo especial na identificacdo de
analitos, porém apesar da grande versatilidade, em muitos casos a utilizagcdo do
eletrodo é limitada gracas a um fendmeno de passivacéo™ da superficie eletrédica,
principalmente pela adsorcdo de produtos formados na propria reacdo de
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oxirredugcdo ou subprodutos dessas reacdes, que podem se depositar sobre a
superficie dos eletrodos.’®*" Além disso, muitos analitos tem a sensibilidade da
resposta voltamétrica prejudicada devido a cinética de transferéncia de elétrons
entre tais compostos e 0s materiais dos eletrodos ser muito lenta.**

Outro problema que a modificagéo superficial do eletrodo visa solucionar é a
proximidade entre potenciais de reducdo e oxidagdo de compostos que possuem
caracteristicas redox similares ou interferentes que possam estar presentes na
matriz a ser analisada.™

Os EQM possuem um vasto campo de estudo, devido principalmente aos

12,13 14,15 16,17

diferentes tipos de eletrodo base, como pasta de carbono , ouro™>"",

18-22

, platina

carbono vitreo , entre outros; e materiais utilizados na modificacdo superficial,

23,24 25,26 27-30

como oxidos metalicos“><", polimeros condutores e nanoparticulas metalicas

Além disso, existem diversos métodos de modificagdo de superficie, como “spin-

n31,32 3334 «Langmuir-Blodgett™*>*, deposicdo “Layer-by-

39,40

coating
137,38

, eletropolimerizagéo
Layer e formacéo de camadas auto-organizadas

A escolha do material que sera utilizado como eletrodo base, cuja superficie
sera modificada, € um aspecto muito importante no preparo de um eletrodo
guimicamente modificado. Isso porque o eletrodo base deve apresentar
propriedades eletroquimicas apropriadas e também ser um substrato adequado ao
método e ao material de modificacdo. Por isso a escolha do eletrodo de carbono
vitreo como eletrodo de trabalho, devido suas excelentes propriedades elétricas e
mecanicas, resisténcia a ataques acidos, alta taxa de reprodutibilidade e

possibilidade de trabalho em uma extensa janela de potencial.***?

2.2 Nanoparticulas metalicas e sua aplicacdo como sensores eletroquimicos

2.2.1 Nanoparticulas e suas propriedades

Materiais nanoestruturados tornaram-se um campo de estudos essenciais
para o desenvolvimento de novos materiais com propriedades diferenciadas.** Com
isso, destaca-se no cenario cientifico um novo ramo interdisciplinar da ciéncia, a
nanociéncia, que vem se destacando nas ultimas décadas. A nanociéncia se dedica

ao estudo da sintese, caracterizacao, avaliacdo das propriedades e aplicacdo de
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materiais constituidos de particulas que possuam uma, duas ou trés dimensdes na
escala nanométrica.*® O elevado interesse neste grupo de materiais deve-se
principalmente as novas propriedades que 0S mesmos possuem, apenas por se
diferenciarem na escala de tamanho. Tais propriedades sdo destacadas quando um
determinado tamanho, conhecido como tamanho critico € atingido pelo material.
Este parametro de tamanho critico varia de material para material (quando se
analisa especificamente uma propriedade), e de propriedade para propriedade (em
um mesmo material).

As propriedades das nanoparticulas também s&o alteradas pela sua forma,
sendo assim, ndo apenas a composicao influencia as propriedades de um
nanomaterial, mas também a forma das nanoparticulas e o tamanho médio.

A diferenca entre nanoparticulas e materiais em maior escala de tamanho
esta na diferenca na relagcdo entre atomos na superficie e atomos no interior da
particula. Com a diminuicdo do tamanho da particula, ocorre o aumento da
propor¢cado atomos na superficie/atomos no interior da particula, fazendo com que a
contribuicdo destes as propriedades do material seja mais expressiva. A mudanca
das propriedades ocorre devido ao menor nimero de ligagfes feitas pelos atomos
superficiais. Essa diferenca no numero de ligacbes causa uma alteracdo nas
propriedades do material, e ja que os atomos da superficie contribuem mais nas
propriedades gerais do material, fazendo com que novas caracteristicas até entao
ausentes possam ser observadas.**’

A reducdo do tamanho da particula gera um efeito conhecido como efeito
quantico de tamanho, caracterizado pela ocupacdo dos elétrons em niveis mais
discretos de energia, diferentemente de materiais macroscépicos, 0s quais sao
constituidos por bandas, onde os elétrons se movem livremente. O surgimento deste
fenbmeno ocorre devido ao reduzido numero de espécies que compdem uma
nanoparticula, acarretando em um menor numero de orbitais moleculares e,
consequentemente, tornando mais significativas as barreiras energéticas existentes
entre estes orbitais. Propriedades 6pticas e eletronicas sofrem alteracbes causadas
pelo efeito quantico de tamanho.

Com a modificacdo nas propriedades e o0 aumento no numero de atomos de
superficie, aumenta-se a quantidade de sitios ativos que o material possui, tornando

0S nanomateriais potenciais candidatos na aplicacdo na area de sensores, pois
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confere a estes vantagens como menores niveis de deteccdo e quantificacao,
aprimoramento do transporte de massa, entre outros.*®

A composicdo quimica, a condicdo superficial, a qualidade da estrutura
cristalina, a orientacdo dos eixos cristalograficos, entre outros, sdo parametros
criticos de um nanomaterial, pois influenciardo cumulativamente o mecanismo de

transporte de elétrons.®
2.2.2 Nanomateriais metalicos e intermetalicos

As nanoparticulas metalicas atraem grande interesse cientifico
principalmente por serem uma conexao entre o nivel atbmico e materiais do tipo
bulk. A diferenca principal entre um bulk e a nanoparticula fica na constante
apresentacao das propriedades de um bulk independente do seu tamanho, ao
contrario das nanoparticulas, que possuem propriedades diferentes justamente por
seu menor tamanho e propriedades essas que podem mudar de acordo com a
mudanca do tamanho destas nanoparticulas.*

As novas propriedades apresentadas por estes materiais 0s tornam tao
atrativos na eletroquimica. Dentre os varios fatores que podem influenciar o sinal da
resposta voltamétrica estdo o tamanho e a morfologia do eletrodo. O uso de
nanoparticulas na construcéo de eletrodos tem como uma das principais vantagens
0 aumento da area superficial do recobrimento, pois em escala hanométrica, planos
cristalinos até entdo ndo acessiveis passam a estar expostos, o que melhora as
propriedades do eletrodo, tornando as reacdes eletroquimicas mais rapidas e
aumentando a resposta voltamétrica e melhorando as propriedades cataliticas.*®

As fases intermetalicas ordenadas sdo caracterizadas como compostos
homogéneos formados por dois ou mais elementos metdlicos, constituindo um
material de estequiometria simples dentro de uma faixa de composi¢ao delimitada
prevista por seus respectivos diagramas de fases.”® As propriedades eletrdnicas
destes compostos sao diferentes, principalmente pelo fato da diferente estrutura
cristalografica que os compde.>*>?

E importante ressaltar que as fases intermetélicas sdo diferentes das ligas
metalicas, pois apresentam propriedades fisico-quimicas definidas e estabilidade
alta quando comparadas a outros materiais. As ligas metalicas sdo comumente

formadas por uma solucdo solida simples onde agregados dos elementos sao
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distribuidos de maneira heterogénea pelo composto, tornando mais dificil a
reproducéo das propriedades ao longo da amostra.>®

2.2.3 Nanoparticulas como sensores quimicos
A aplicacdo eletroanalitica de nanoparticulas metalicas € uma éarea de

grandes estudos*®, sendo os metais mais comumente estudos o ouro>**® 56,57

60,61

, prata
64,65

e

platina®®°°. Além disso, outros metais como paladio®®®, niquel®®®®, cobre e

ruténio®®’

sao aplicados como eletrodos. Um dos principais motivos da expansao
de dispositivos baseados em nanoparticulas € a reducdo de custos ja que se utiliza
uma menor quantidade do mesmo metal nobre requerido na construcdo de um
macro-eletrodo.*®

A platina € amplamente utilizada na industria como catalisador e apesar de
apresentar maior valor de custo quando comparado a prata e ao ouro, apresenta
caracteristicas de estabilidade e condutividade que a tornam tdo atraente aos
estudos eletroquimicos.*®

As nanoparticulas metalicas sdo empregadas com diversas finalidades na
eletroquimica, como na construcdo de sensores’® %% assim como na
eletrocatalise de alcodis de baixo peso molecular, como metanol, etanol e

glicerol.56869

2.3 Tetraciclinas e sensores para tetraciclinas

A  tetraciclina  (2-(amino-hidréxi-metilideno)-4-dimetilamino-6,10,11,122-
tetrahidréxi-6-metil-4,42,5,52-tetrahidrotetraceno-1,3,12-triona), foi estudada neste
trabalho em funcéo de suas propriedades e utilizacdo antropogénica.

As tetraciclinas sdo compostos com propriedades antibioticas utilizados tanto
no tratamento humano, quanto no tratamento animal, acarretando na possibilidade
de presenca no ambiente, no solo e na 4gua, assim como em amostras de derivados
alimenticios provenientes de animais, como o leite bovino.”

O uso do medicamento veterinario de maneira indiscriminada pode
ocasionar o acumulo em futuras matérias-primas do setor alimenticio, o que pode
causar problemas na flora intestinal humana prejudicando sua acéo protetora, além

de alergias em pessoas sensiveis as espécies derivadas dessa familia de
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compostos, ou mesmo interferir no processo de produgcdo de derivados que
envolvam a cultura de microorganismos.”*

Os compostos da familia das tetraciclinas foram utilizados como antibidticos
entre as décadas de 1950 e 1970 gracas a descoberta dos compostos, de
ocorréncia natural (tetraciclina, clortetraciclina, oxytetraciclina, demeclociclina), além
de outros compostos sintetizados em laboratério através da modificacdo das
moléculas, mantendo a caracteristica basica da familia (quatro anéis aromaticos) e
alterando os grupos funcionais.’

Devido ao uso excessivo de compostos da familia das tetraciclinas, muitas
espécies desenvolveram resisténcia a tais compostos. Entretanto, em alguns casos,
as tetraciclinas continuam como principal opcao no tratamento contra determinadas
bactérias.’

A estrutura molecular da tetraciclina estudada nesta dissertacéo € exibida na

Figura 1.

Figura 1 - Representacéo da estrutura molecular da tetraciclina e a indicagdo dos provaveis sitios de
ocorréncia da oxidacéo.

A oxidacdo da tetraciclina em processos amperométricos apresenta dois
picos definidos em potenciais proximos a 1,0 V vs ECS. A Figura 1 apresenta a
estrutura da molécula de tetraciclina e os possiveis sitios de oxidacdo da molécula,
grupo dimetilamina na posicdo C, e fenol na posicdo Cio, sendo este ultimo

efetivamente considerado o grupamento oxidado irreversivelmente. ">"3
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Ha diversos métodos propostos na literatura sobre a detec¢do e

quantificacdo da tetraciclina, sendo frequentemente estudados aqueles que

envolvam a eletroforese capilar’*"®

77,78

, cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada

a diversos detectores 79,80 81,82

, cromatografia liquida'"", técnicas espectroscopicas e
eletroquimioluminescéncia®?®*. Entretanto, tais andlises exigem etapas analiticas
mais complexas, com tempo de analise mais longo, elevado custo operacional e
dificuldade da operacao in situ.

As técnicas voltamétricas possuem como caracteristica a simplicidade, a
rapidez e o baixo custo de aplicagdo. Diversos sensores eletroquimicos para
determinacdo da tetraciclina podem ser encontrados na literatura, como sensores

85-87

voltamétricos™™’, além de outras técnicas como a polarografia de corrente

alternada®, polarografia de pulso diferencial® 9091

, Voltametria de pulso diferencia

Na Tabela 1 é possivel visualizar os resultados obtidos e publicados em
recentes trabalhos sobre a determinacdo eletroquimica da tetraciclina, com enfoque
nos métodos utilizados, materiais base dos eletrodos, regido de linearidade de
trabalho e o limite de deteccao (LOD) alcancado.

Tabela 1 - Alguns dos métodos eletroquimicos para determinagéo de tetraciclina, indicando o eletrodo
utilizado, a técnica, a regido de linearidade, o limite de deteccao e a referéncia utilizada

Eletrodo Técnica Re(grinél)? :que)ar (mlz)?lt_) 1) Referéncia

Au VC 2,1x10°-21,0x10° 0,19 x 10° 92
CAMWNT VG 208x10°-8377x10°  083x10° 83
A0 Lo sxiot-e0x10°  1xi0® s
______ o

Au-SPGE  FIA-VC 1x10°-500x 10° 0,96 x 10° 94
CNEDD Ve 1x10%-00x10°  1ox10° o5
CoED o oia0%soxi0f 001x10° %

Tabela 1 - Continua



Tabela 1- Conclusao
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Eletrodo Técnica Regido linear

Referéncia

___________________________________________________ molt ey
Ni-GC FIA-Amp 5,2 x10°-166,0 x 10°

GCLMANT WL 011x10°-220x10°  ax10° o

""""

""""

Sendo: Au: ouro; MWNT: nanotubo de carbono de parede miltipla; SPGE: eletrodo impresso de ouro;

Ni-BDD: diamante dopado com boro com niquel implantado; BDD: diamante dopado com boro; Ni-

GC: carbono vitreo modificado com niquel; GC: carbono vitreo; IL: liquido i6nico; EGPU: eletrodo

composito grafite-poliuretana; HDME: eletrodo gotejante de mercurio; VC: voltametria ciclica; FIA-

DAP: analise por injecédo de fluxo acoplada com deteccdo amperométrica de pulsos; FIA-VC: andlise

por injecdo de fluxo acoplada com voltametria ciclica; FIA-Amp: andlise por injecdo de fluxo acoplada

com deteccdo amperométrica; VL: voltametria linear; VPD: voltametria de pulso diferencial; DPSV:

voltametria de redissolucao de pulso diferencial.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste presente trabalho foi o desenvolvimento de um sensor
voltamétrico a partir da modificacdo de superficie de um eletrodo de carbono vitreo
com nanoparticulas metélicas de Pt e intermetéalicas de NiSb suportadas em carbono
Vulcan® XC72 e aplica-lo na determinacdo de cloridrato de tetraciclina em uma

amostra de urina sintética.



4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes

24

Os reagentes utilizados no preparo dos eletrodos e medidas eletroquimicas

estao listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados.

Tabela 2- Continua

Material Formula Quimica Procedéncia Pureza (%)
Acido citrico CsHsO7 Merck 99,5
Acido cloridrico HCI Synth PA
Acido fosférico H3PO, Vetec PA
Acido sulftrico H,SO4 Synth PA
Alcool etilico absoluto C,HsOH Neon 99,5
Alumina (<50nm) Al;O3 Sigma-Aldrich -
Cloreto de amonio NH,4CI Nuclear PA
Cloreto de calcio CaCl,.H,0 Quimis PA
Cloreto de potéassio KCI Synth 28005
Cloreto de sodio NacCl Quimex PA
Cloridrato de tetraciclina C22H24N20g.HCI Sigma-Aldrich > 95
Dihidrogenofosfato de KH,PO, Carlo Erba ACS
potassio
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Tabela 2- Conclusdo

Material Formula Quimica Procedéncia Pureza (%)
Diamante monocristalino ) Sigma-Aldrich i
(Tum)
Dimetilformamida (CH3),NCOH Sigma-Aldrich 99,8
Ferricianeto de potassio K4Fe(CN)s Vetec 99
Hidrogenofosfato
dissédico anidro NazHPO, Synth 99
Hidréxido de sédio NaOH Vetec 99
Sulfato de sodio Na,SO4 JT Baker ACS
Tetraborato de sédio 99,5 -
decahidratado NazB407.Hz0 Synth 105,0
Uréia (NH2),CO Dinamica PA

4.2  Nanoparticulas

As nanoparticulas metélicas de Pt/C e intermetélicas de NiSb/C foram
sintetizadas e caracterizadas pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Antonio Carlos
Dias Angelo da UNESP de Bauru.

O preparo das nanoparticulas metalicas de Pt/C foi realizado a partir da
mistura de etilenoglicol e Carbono Vulcan® XC72 (80% em peso) que foi entdo
colocada em banho ultrassénico por duas horas sob atmosfera de nitrogénio.
Transferiu-se a mistura a um baldo de fundo redondo e adicionou-se &cido
hexacloroplatinico (IV) e manteve-se a soluc¢éo por 4 horas sob aquecimento de 140
°C sob atmosfera inerte (N(g).*

A sintese das nanoparticulas intermetélicas de NiSb/C seguiu 0 mesma

procedimento, sendo que o precursor de Sb foi adicionado junto ao Carbono
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Vulcan® XC72 (80% em peso) e apds 16 horas de sintese foi adicionado ao meio
reacional o precursor de Ni. Prosseguiu-se com a reacdo por mais 48 horas sob

aguecimento de 190 °C e atmosfera inerte.

4.3  Preparo de solucdes

4.3.1 Suspensfes de nanoparticulas

As suspensfes das nanoparticulas metalicas de NiSb/C e Pt/C foram
preparadas a partir da adicdo de 1 mL de dimetilformamida (DMF) a 1 mg da
nanoparticula e posterior aplicacdo de banho ultrassénico por 10 minutos antes de

cada adicao & superficie do eletrodo.*®
4.3.2 Solucdes diluidas de acidos

As solucdes diluidas de acido sulfurico e cloridrico foram preparadas através
da transferéncia de volumes dos acidos para balées volumétricos, completando-os
com &gua deionizada, buscando-se solucdes com concentracdes de 0,1 mol L™ e
6,0 mol L™ respectivamente.

4.3.3 Solugdes de tampéo universal e tampao fosfato

A solucao padrao de tampao universal foi preparada a partir da mistura dos
seguintes reagentes cuja concentracdo na solucdo esta indicada entre parénteses:
tetraborato de sédio decahidratado (5,7 mmol L™), hidrogenofosfato dissédico anidro
(0,02 mol L™), &cido citrico (0,01 mol L") e cloreto de potassio (0,5 mol L™),
solubilizados em 0,5 L de agua deionizada com auxilio de banho ultrassénico. O
ajuste do pH (1 a 10) da solucéo tampéo foi realizado com HCl e NaOH 6 mol L™,

Ja a solucédo de tampao fosfato foi preparada a partir da mistura de acido
fosforico e dihidrogenofosfato de sédio monohidratado com concentracéo final de
fosfato igual a 0,1 mol L. Preparou-se uma solucéo de pH 2,45 através da mistura
de 1,15 mL de é&cido fosférico e 4,1397 g de dihidrogenofosfato de sddio
monohidratado e entdo para os estudos necessarios, ajustou-se o pH do tampao

utilizando HCIl e NaOH, ambos de concentracéo 6 mol L™.
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4.3.4 Solugdes de cloridrato de tetraciclina

As solucées de concentracdo 10 mmol L™ de cloridrato de tetraciclina foram
preparadas a partir da solubilizacdo de 0,0243 g em 5 mL do eletrélito de suporte
estudado no momento com auxilio de banho ultrassoénico e utilizadas imediatamente.
Para solu¢cdes de concentragcdo menor, 0 preparo acontecia a partir da transferéncia
de um volume determinado da solucdo 10 mmol L™ e posterior diluigéo.

Para cada estudo preparou-se uma nova solucdo. Isso porque o produto
deve ser armazenado em freezer, protegido de luz solar, pois em caso de exposi¢céo
a luz excessiva pode escurecer.’® A partir dessas solucdes, pode-se avaliar o
comportamento eletroquimico da TTC nas duas solu¢cdes tampéao estudadas e entéo

construir as curvas analiticas.

4.4  Preparo dos eletrodos

4.4.1 Limpeza do eletrodo de carbono vitreo

Previamente a cada modificacdo da superficie, o eletrodo de carbono vitreo
foi submetido a um procedimento de limpeza constituido de duas etapas, uma
mecanica e outra eletroquimica.

A limpeza mecanica ocorre através do polimento em lixas d’agua (600 - 1200
- 1500) com uma suspensao de po de diamante (600 - 1200) e suspensdo de
alumina (1500). Apés o polimento, o eletrodo foi imerso em alcool etilico absoluto e
lavado abundantemente em 4gua deionizada.

O procedimento eletroquimico consistiu da exposi¢cado do eletrodo a técnica
de voltametria ciclica em H,SO4 0,1 mol L™, velocidade de varredura 25 mV s* e
janela de potencial de -1,0 V a +1,0 V vs ECS (eletrodo de calomelano saturado) até

obtencdo de um perfil voltamétrico estavel.**2

4.4.2 Modificacao da superficie do eletrodo com as nanoparticulas

A modificacdo superficial dos eletrodos foi realizada a partir de mdultiplas
adicdes de 10 pL de uma suspensao de 1 mg da nanoparticula metalica de interesse
(Pt/C ou NiSb/C) em 1,0 mL de DMF apds 10 minutos em banho ultrassénico sobre

a superficie do eletrodo de carbono vitreo. O intervalo entre cada adicéo variou entre
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2,5 e 3 horas, sendo que a adi¢cdo seguinte acontecia sempre apos a secagem do

volume adicionado previamente.

4.5 Equipamentos

4.5.1 Balanca

As pesagens foram realizadas utilizando-se balanca analitica Ohaus

Adventures, modelo AB204-S com precisao de = 0,1 mg.
4.5.2 pHmetro

As medidas de pH foram realizadas em pHmetro Metrohm, modelo 781 com

eletrodo de vidro combinado com eletrodo de calomelano saturado em KCI.
4.5.3 Potenciostato/Galvanostato py-Autolab®.

As medidas eletroquimicas foram realizadas por potenciostato/galvanostato
M-Autolab®. A obtencdo de dados foi realizada através do software GPES tipo Il
(EcoChimie®).

4.6 Medidas eletroquimicas

O estudo do comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados foi
realizado em uma célula eletroquimica de vidro convencional contendo os seguintes

eletrodos:

» Eletrodo de fio de platina, utilizado como eletrodo auxiliar (EA),
e Eletrodo de calomelano saturado (ECS), como eletrodo de referéncia (ER),

» Eletrodo de carbono vitreo modificado como eletrodo de trabalho (ET).

Os trés eletrodos foram acoplados a um potenciostato/galvanostato -

Autolab® tipo Ill com controle de microcomputador conforme exibido na Figura 2.
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Figura 2 - Representacao esquematica de uma célula eletroquimica contendo os seguintes eletrodos:
eletrodo auxiliar (EA), eletrodo de trabalho (ET) e eletrodo de referéncia (ER).

EA ER

ET

O
R

T R

A caracterizacdo eletroquimica foi realizada empregando trés técnicas
eletroanaliticas, a voltametria ciclica, a cronoamperometria e a voltametria de pulso
diferencial.

Os eletrodos modificados foram submetidos a varredura ciclica de potenciais
para a determinacéo dos potenciais de oxi-reducao e reversibilidade dos processos
redox. Para o estudo da resposta eletroquimica do eletrodo modificado utilizou-se
uma solucéo de Ks[Fe(CN)g] 0,010 mol L™ em solucéio de KCI 0,5 mol L™, através da
técnica de voltametria ciclica, com janela de potencial de -0,2 V a 0,6 V vs ECS,
para determinacao da influéncia eletroquimica da quantidade de material depositada
sobre a superficie do eletrodo.

Além disso, a técnica foi empregada na avaliacdo do eletrodo modificado
como sensor eletroquimico para o analito cloridrato de tetraciclina através de
adicdes multiplas de um padrdo 10 mmol L™. Previamente as medidas voltamétricas
que envolvessem a TTC, as solucbes do eletrolito de suporte e padrdo de TTC
foram deaeradas por 20 minutos com Nyg. O limite de deteccdo e a sensibilidade
foram calculados através das respostas eletroanaliticas quando adicionadas as

aliquotas de TTC.
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A cronoamperometria foi utilizada durante as medidas eletroquimicas para
determinacdo da area eletroativa do eletrodo. Para utiliza¢cdo deste método, utilizou-
se uma solucdo de Ks[Fe(CN)g] 0,010 mol L™ em solugcdo de KCI 0,5 mol L™. Os
dados coletados foram tratados e através da Equacdo de Cottrell pode-se
determinar a area eletroativa do eletrodo modificado com a nanoparticula metalica.

Como método comparativo a voltametria ciclica foi utilizada a técnica
voltamétrica de pulso diferencial, buscando-se aquela que apresentasse maior
sensibilidade ao analito em questdo. Repetiu-se entdo o0 mesmo procedimento da
voltametria ciclica, utilizando a mesma solugcdo como eletrdlito de suporte, a mesma

concentrag&o do analito e adigbes de volumes iguais.

4.7  Aplicacédo do eletrodo em uma amostra de urina sintética

Visando estudar o comportamento eletroquimico do eletrodo de carbono
vitreo modificado com nanoparticulas metélicas frente amostras bioldgicas,
utilizaram-se amostras de urina sintética na detec¢do de diferentes concentragdes
do analito em questdo. A escolha de trabalhar com urina sintética deve-se ao seu
facil preparo.

A producédo da urina artificial ocorreu de acordo com uma adaptacdo do
método proposto por Laube et al.!%?, descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Reagentes utilizados no preparo da amostra de urina sintética e suas respectivas
concentracdes utilizadas de acordo com o método proposto por Laube et al.'?.

Material Formula quimica  Concentracdo (gL ™)
Cloreto de calcio CaCl,.H;0 1,103
Cloreto de sédio NacCl 2,295
Sulfato de sédio Na,SO4 2,250
Dihidrogenofosfato de potassio KH2PO4 1,40
Cloreto de potassio KCI 1,60
Cloreto de amonio NH.CI 1,00
Uréia (NH,),CO 25,00
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As amostras de urina sintética produzidas e propositalmente contaminadas
com cloridrato de tetraciclina foram acidificadas com &cido cloridrico 6 mol L™ até
obtencdo de uma amostra com pH 3,0, devido a maior estabilidade do analito em pH
mais acidos'®. A determinacdo do analito ocorreu em solugéo tamp&o e em pH
escolhidos apdés os estudos iniciais que determinaram a melhor resposta

voltamétrica do cloridrato de tetraciclina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Resposta voltamétrica dos eletrodos modificados com nanoparticulas de Pt/C
e NiSb/C

Inicialmente, avaliou-se o desempenho do eletrodo de carbono vitreo
modificado com as nanoparticulas intermetélicas de NiSb/C através da adicdo de 10
uL de uma suspensédo de 1 mg da mesma em 1,0 mL de DMF.

A resposta eletroquimica dos eletrodos quimicamente modificados foi obtida
através da voltametria ciclica em solucédo de KCI 0,5 mol L™ e K3[Fe(CN)e] 0,010 mol
L™ em solucdo de KCI 0,5 mol L%, janela de potencial entre -0,2 V e 0,6 V vs ECS e
velocidade de varredura de 25 mV s™.

Pode-se observar a partir do voltamograma ciclico representado na Figura 3
(a) um pico de oxidacdo em +0,27 V atribuido ao par Fe(CN)s>/ Fe(CN)s*. Além
disso, observou-se a possibilidade da presenca de um segundo par redox além do
potencial estipulado como limite da regido anddica (0,6 V) na janela estudada (-0,2 V
a 0,6 V), o que levou a expanséao da janela de potencial de trabalho para-0,2 V a 1,0
V, conforme visualizado na Figura 3 (b). Pode-se entdo verificar a presenca de um
segundo pico de oxidacdo em valor proximo a +0,625 V.

Figura 3 - Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo modificado com nanoparticulas
intermetalicas de NiSb/C em solucio de Ks[Fe(CN)s] 0,010 mol L™ em KCI 0,5 mol L™,

v=25mVst e janela de potencial de -0,2V a 0,6 Vvs ECSe-0,2a 1,0V vs ECSem
(a) e (b) respectivamente.
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Visando verificar a existéncia de algum processo redox da nanoparticula
depositada ou do material de suporte, os eletrodos foram analisados em uma
solucdo de KCI 0,5 mol L™ por voltametria ciclica antes e apés a andlise voltamétrica
em hexacianoferrato(lll) de potassio conforme exibido pela Figura 4, onde foi
possivel verificar a existéncia de um pico de oxidacdo em aproximadamente 0,7 V
apos a analise do eletrodo por voltametria ciclica em solucdo de hexacianoferrato(lll)
de potassio.

Figura 4 - Voltamograma ciclico obtido com o eletrodo modificado com nanoparticulas intermetalicas
de NiSb/C em solugéo de KCI 0,5 mol LY, v=25mV s janela de potencial de -0,2 V a
1,0 V antes (—) e apés (—) a exposicdo ao hexacianoferrato(lll) de potassio.
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Posteriormente a constatacdo da presenc¢a do par redox em solugédo de KCI
0,5 mol L%, investigou-se a estabilidade do mesmo expondo o eletrodo & ciclagem
exaustiva em janela de potencial entre -0,2 V e 1,0 V vs ECS e velocidade de
varredura de 25 mV s*. Apés 100 ciclos, os dados foram coletados e foram
discriminados na Tabela 4 e na Figura 5.
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Tabela 4 - Valores de corrente e potencial dos picos anddicos e catédicos do estudo de estabilidade
em KCI 0,5 mol L™ para o eletrodo modificado com NiSb/C apds a exposi¢do ao
hexacianoferrato(lll) de potassio.

Ciclo | pa/ LA lpc/HA Epa/V vs ECS | Epc/V vs ECS
1 37,21 -38,80 0,654 0,580
5 28,41 -33,55 0,651 0,580
50 19,13 -22,39 0,645 0,580
100 16,40 -19,21 0,641 0,579

Conforme observado na Tabela 4, houve decréscimo de 55,9% na

intensidade da corrente no pico de oxidacéo e 50,5% no pico de reducéo.

Figura 5 - Voltamograma ciclico do estudo de estabilidade em KCI 0,5 mol L™ para o eletrodo
modificado com NiSb/C apés a exposicao ao hexacianoferrato(lll) de potassio.
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A presenca do par redox em 0,7 V poderia referir-se a possivel formacéo de
oxidos ou hidroxidos dos metais depositados na superficie do eletrodo ou entéo a
possivel adsorcdo de material da solu¢ao na superficie do eletrodo.

Para investigar a possivel formacdo dos 6xidos ou hidroxidos metalicos de
Ni e Sb presentes na suspensédo adicionada a superficie do eletrodo, aplicou-se a
técnica de voltametria ciclica em solucdo de NaOH 0,1 mol L, por 50 ciclos, janela
de potencial entre -0,5V a 1,0 V vs ECS em velocidade de varredura igual a 25 mV

s™. Ap6s o teste em solucdo alcalina, o eletrodo foi analisado em KCL 0,5 mol L* e o
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voltamograma ciclico obtido foi comparado ao resultado do eletrodo modificado apd6s
analise em solucdo de hexacianoferrato (lll) de potassio. O comparativo dos
voltamogramas pode ser observado na Figura 6.

Figura 6 - Voltamogramas ciclicos para o eletrodo modificado com a suspenséo de NiSb/C em KCI

0,5 mol L™, (—) ap6s a analise em hexacianoferrato(lll) de potassio 0,1 mol L e (—)
ap6s analise em NaOH 0,1 mol L™
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Conforme exibido na Figura 6, o0s voltamogramas obtidos apresentam
diferencas na apresentacao de processos de oxidagao e reducao e na magnitude de
corrente. Com isso e devido a instabilidade da resposta do processo oxidativo, que
conforme dados da Tabela 4, teve reducéo do sinal de corrente em mais de 50%, a
hipotese de formacao de 6xido na superficie do eletrodo apds a anélise em solucéo
de Ks[Fe(CN)g] foi descartada.

A existéncia dos picos do par redox pode ser atribuida a hipotese de
adsorcdo de espécies na superficie do eletrodo ja que sé é possivel observa-los
apos a utilizacdo do eletrodo em solucédo de Ks[Fe(CN)g]. Contribui a esta hipétese o
fato de que em potencial proximo ao indicado pelo par redox no voltamograma,
ocorre a reacdo de oxidacdo do Fe®",'® podendo-se entdo supor que se trata do
mesmo.

A fim de verificar o comportamento eletroquimico das nanoparticulas,

repetiu-se o estudo em solugcédo de hexacianoferrato(lll) de potassio para o eletrodo
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de carbono vitreo limpo e modificado com as nanoparticulas metalicas de Pt. Todos
os parametros das medidas eletroquimicas, como, volume da suspenséo adicionado
a superficie do eletrodo, concentracdo das solucdes, janela de potencial e
velocidade de varredura foram os mesmos, para analise comparativa dos resultados.

O eletrodo modificado com nanoparticulas metélicas de Pt/C apresentou
aumento significativo no valor da corrente e também aumento da reversibilidade do
processo redox do par Fe(CN)s*/ Fe(CN)s*, diferentemente do resultado obtido com
a modificacdo com NiSb/C, que apresentou resultados semelhantes a resposta do

eletrodo de carbono vitreo limpo, conforme visualizado na Figura 7.

Figura 7 - Voltamograma ciclico obtido com o eletrodo ndo modificado ( — ) e modificado com uma
adicdo de 10 uL das nanoparticulas intermetdlicas de NiSb/C (— ) e metalicas de Pt/C (—)
em solugcdo de K;[Fe(CN)g] 0,010 mol L" em KCI 0,5 mol L™, v = 25 mV s*, janela de
potencial de -0,2 V a 0,6 V vs ECS.
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Diferentemente do eletrodo modificado com NiSb/C, tanto o eletrodo de
carbono vitreo limpo quanto o modificado com nanoparticulas de Pt/C néo
apresentaram adsorcdo de material em suas superficies, o que pode ser

comprovado pela Figura 8.
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Figura 8 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo ndo modificado (a) e modificado com a suspenséo de
Pt/C em KCI 0,5 mol LY, v=25mVs'e janela de potencial de -0,5V e 1,0V, antes (—) e
apos (—) a exposicdo a solucao de hexacianoferrato(lll) de potassio.
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Devido a adsorcdo de material na superficie do eletrodo modificado com
NiSb/C e sua contaminacéo, optou-se pela continuacdo dos estudos apenas com a
nanoparticula de Pt/C no desenvolvimento de um sensor eletroquimico para

cloridrato de tetraciclina.

5.2 Determinacéo da area ativa do eletrodo

A area geométrica do eletrodo de carbono vitreo foi cuidadosamente
determinada através de medicdo com paquimetro, onde se determinou o diametro
de 0,3 cm, e area superficial de 0,0707 cm?. A determinacéo da area eletroativa do
eletrodo modificado com a suspensdo de Pt/C em DMF foi realizada através de
medidas realizadas pela técnica de cronoamperometria. Estudou-se o efeito da
quantidade de material na superficie do eletrodo através da adicdo de 10 pL da
mesma sobre a superficie do eletrodo.

A cada modificacdo superficial, utilizou-se a técnica de voltametria ciclica e
uma solucdo de KCI 0,5 mol L™ como eletrdlito de suporte para determinacdo da
possivel adsor¢cdo de material na superficie do eletrodo modificado com a
suspensdo de nanoparticulas ap6s a utilizacdo do mesmo em solugdo de
Ks[Fe(CN)g] 0,010 mol L™ em solugéio de KCI 0,5 mol L™.

Na solucdo de hexacianoferrato(lll) de potassio o eletrodo foi submetido a

analise de voltamétrica em janela de potencial de -0,2 V a 0,6 V vs ECS, velocidade
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de varredura 25 mV s e 25 ciclos para determinacéo da variacdo da corrente entre
0s picos anddicos e catédicos.

Também utilizando a solucéo de hexacianoferrato(lll) de potassio, pode-se
determinar a area eletroativa do eletrodo modificado utilizando a cronoamperometria
como técnica voltamétrica. Estabeleceu-se os seguintes parametros, pulso de -0,1 V
a 0,5V, com duragéo de 1 segundo.

Conforme exibido pela Figura 9, o aumento do numero de adi¢des de 10 pL
da suspensdo de nanoparticulas metalicas de Pt/C sobre a superficie do eletrodo,
favoreceu o incremento da corrente quando realizada a voltametria ciclica em
solucdo de hexacianoferrato(lll) de potassio, com excecdo da modificacdo com 7
adicoes.

Figura 9 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo ndo modificado e modificado com a suspenséo de Pt/C

em Ks[Fe(CN)g] 0,010 mol L e KCI 0,5 mol.L™, v = 25 mV.s™, e janela de potencial de -0,2
Ve0,6V.
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Além do incremento de corrente, a modificagcdo com as nanoparticulas de
Pt/C favoreceu o aumento da reversibilidade do processo redox, que apresentava
um valor de AE, = 0,178 V para o eletrodo de carbono vitreo, e o menor valor obtido
foi para o eletrodo modificado com 4 adi¢des de 10 pL, onde o AE, = 0,081 V. Os
dados de corrente de pico anddico e catdodico, assim como Seus respectivos

potenciais de pico podem ser melhor observados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores de corrente, potencial dos picos anddicos e catodicos e AE, do estudo da area
eletroativa do eletrodo de carbono vitreo ndo modificado e modificado com nanoparticulas
metalicas de Pt/C em K;[Fe(CN)g] 0,010 mol L™ em solucéo de KCI 0,5 mol L™.

Modificag&o loa! HA loe / PA EP""S’(\:/E"S' EPCS/(\:/E"S' AE, |V

Carbono vitreondo | 57 o7 58,87 0,293 0,115 0,178
modificado

1x 10 pL 82,17 -102,47 0,253 0,155 0,098

2 x 10 pL 119,67 | -145,00 0,248 0,165 0,083

3x10 pL 140,61 | -171,58 0,252 0,168 0,084

4% 10 pL 154,59 | -187,45 0,249 0,168 0,081

5x 10 pL 161,00 | -194,65 0,251 0,167 0,084

6 x 10 pL 187,40 | -217,85 0,237 0,137 0,100

7% 10 pL 131,13 | -165,76 0,287 0,135 0,152

Os dados da cronoamperometria foram analisados através da Equacao de

Cottrell*®® descrita abaixo:

_ MFAC,D,
I = —EG (1)

onde A € a area eletroativa do eletrodo, | o valor da corrente, t o tempo e os valores
de n (nimero de elétrons envolvidos no processo), F (constante de Faraday), vr ,
\/D_O (constante de difusdo para espécies eletroativas) sdo constantes e
C, (concentracdo de espécies eletroativas) um valor semelhante em todas as
medidas, onde buscou-se sempre utilizar valores proximos e a mesma solucédo de
KCl para evitar interferentes externos a medida.

Sendo o numero de elétrons envolvidos no processo igual a 1, a constante
de Faraday 96485 C mol™, e o coeficiente de difusdo para espécies eletroativas (Do)

do hexacianoferrato(lll) de potassio em KCI 0,5 mol L? igual a 7,70 x 10° cm? s*
106,107

Rearranjando a Equacao (1) buscando o valor de A, temos:

_ItVm
~ nF D, C, (2)

e sabendo que



40

6 =1+t 3)
onde 6 ¢ o coeficiente angular do cronoamperograma de | (corrente) vs 1A/t

(inverso da raiz quadrada do tempo), temos que:

e
= nFD.C (4)

Os cronoamperogramas das medidas eletroquimicas com os eletrodos
modificados superficialmente com adi¢oes (entre 1 e 7) de 10 pL da suspenséo de
Pt/C e do eletrodo sem modificagédo sao exibidos na Figura 10.

Figura 10 - Cronoamperogramas do eletrodo ndo modificado (m) e modificado com o seguinte nimero
de adicdes de 10 pL da suspensédo de Pt/C, uma (m), duas (m), trés (m), quatro (=), cinco
(m), seis () e sete (m). Medidas cronoamperométricas realizadas em K;[Fe(CN)g] 0,010

mol L™ e KCI 0,5 mol L™, duracdo de 1 s, intervalo de tempo menor que 0,1 s e janela de
potencial de -0,1V e 0,5 V.
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Os valores de 6 obtidos a partir dos cronoamperogramas estdo expostos na
Tabela 6, assim como os valores das respectivas areas eletroativas calculadas a
partir da Equacdo (4) para cada modificacdo superficial do eletrodo de carbono

vitreo, assim como para o eletrodo ndo modificado.
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Tabela 6 - Valores de 6, coeficiente angular da reta, e area eletroativa em cm?, calculada a partir da
Equacdo de Cottrell rearranjada conforme descrito na Equacédo (4), do eletrodo de
carbono vitreo ndo modificado e modificado com nanoparticulas metalicas de Pt/C.

Eletrodo 0 (mA s'?) A (cm?)
Carbono vitreo 5,3880E-05 0,0357
1x10 pL 1,7148E-04 0,1133
2 x10 pL 2,5402E-04 0,1683
3x10 pL 4,2383E-04 0,2812
4 x 10 pL 4,9725E-04 0,3289
5x 10 pL 5,9405E-04 0,3936
6 x 10 pL 5,0590E-04 0,3341
7 x 10 pL 2,4939E-04 0,1657

Através dos cronoamperogramas pode-se observar um incremento no valor
de 6 até a adicdo de 50 pL da suspensao de Pt/C a superficie do eletrodo, tendo
entdo para as adicdes de 60 e 70 pL apresentado comportamento inverso. O valor
da area eletroativa para cada modificacao esta diretamente relacionado ao valor de
6 e os valores de area eletroativa obtidos podem ser observados na Tabela 6 e na
Figura 11.

Figura 11 - Valores da area eletroativa em c¢cm?® para o eletrodo de carbono vitreo ndo modificado e
modificado com nanoparticulas metalicas de Pt/C.
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De acordo com os dados expostos na Tabela 6, o eletrodo modificado com
volume total de 50 pL da suspensdo de Pt/C atingiu area eletroativa de 0,3936 cm?.
Este valor corresponde a aproximadamente dez vezes mais que o0 obtido para o
eletrodo ndo modificado (0,0357 cm?) que possui area geométrica de 0,0707 cm?,
conforme previamente determinado por medicdo com paguimetro.

Este aumento da area superficial pode ser atribuido as nanoparticulas®,
sendo esta caracteristica um dos principais atrativos deste material. Sendo assim, a
modificacdo com 50 pL a escolhida para continuacdo do desenvolvimento do sensor

voltamétrico para cloridrato de tetraciclina.

5.3 Estudo da velocidade de varredura em solugcéo de hexacianoferrato(lll) de

potassio 0,10 mol L™

Estudou-se o efeito da velocidade de varredura de potenciais, variando-a de
5 a 175 mV s, sobre a resposta voltamétrica do eletrodo modificado com cinco
adicoes da suspensdo da nanoparticula metalica de Pt/C em uma solucdo de
hexacianoferrato(lll) de potassio 0,10 mol L* em KCI 050 mol L* Os
voltamogramas ciclicos estédo apresentados na Figura 12.
Figura 12 - Estudo da influéncia da velocidade de varredura sobre o eletrodo de carbono vitreo

modificado com nanoparticulas metélicas de P/C em Ks[Fe(CN)s] 0,1 mol L'* em KClI
0,50 mol L, janela de potencial de -0,2 a 0,6 V.
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Verificou-se a partir dos voltamogramas ciclicos que com o aumento da
velocidade de varredura, ha uma maior separagdo dos picos de oxidagdo e reducdo,
caracterizando um valor de AE, maior. A Tabela 7 exibe os valores de correntes de
pico anodico e catédico, assim como 0s potenciais e 0 respectivo AE, para cada
velocidade de varredura estudada.

Tabela 7 - Valores de corrente e potencial de pico anddico e catodico, do estudo da velocidade de

varredura do eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas metélicas de Pt/C
em solucao de Ks[Fe(CN)g] 0,1 mol L' em KCI 0,50 mol L™.

v lpa ! HA lc/ WA | Epa/V Vs. SCE | Epc/VVs.SCE | AE,/V

5 58,2 -107,8 0,257 0,145 0,112
10 90,6 -142,7 0,265 0,134 0,131
15 120,2 -163,1 0,278 0,125 0,153
25 159,8 -187,2 0,292 0,116 0,176
50 209,2 -237,8 0,310 0,103 0,207
75 246,5 -275,4 0,328 0,080 0,248
100 | 2758 -308,8 0,332 0,055 0,277
125 | 3068 -335,7 0,359 0,037 0,322
150 | 3326 -362 0,395 0,019 0,376
175 | 3590 -386,8 0,420 0,001 0,419

A partir dos dados exibidos na Tabela 7, pode-se realizar o estudo do
mecanismo de transferéncia eletrbnica, através do logaritmo dos valores de
correntes de pico anddico em funcdo do logaritmo das velocidades de varredura,

conforme exibido na Figura 13.
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Figura 13 - Representagdo do processo de transferéncia eletrénica através do logaritmo da corrente
(A) do pico anddico vs o logaritmo da velocidade de varredura (V s'l).
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O processo adsortivo estd ligado a reacdes que ocorrem na superficie do
eletrodo e o processo difusional ao transporte de massa através do gradiente de
concentracdo das espécies eletroativas presentes na solucdo e proxima a superficie
do eletrodo modificado, j& que o uso do eletrdlito de suporte com concentracdo muito

bY

maior que a do analito e a minimizacdo do distarbio mecanico a solucao
praticamente anulam o transporte por migracéo e convectivo respectivamente.'®

Para processos do tipo adsortivo o valor do coeficiente angular 6 apresenta
valor proximo a 1, enquanto em processos difusionais o coeficiente apresenta valor
proximo a 0,5. O valor obtido através do grafico de log | vs. log v para o eletrodo
modificado com nanoparticulas de Pt/C foi de & = 0,488, valor que caracteriza o
processo como difusional, para todas as velocidades de varredura estudadas.

O aumento da é&rea superficial causado pela modificacdo do eletrodo com as
nanoparticulas coopera para que o processo de transferéncia eletrbnica dependa
exclusivamente do transporte de massa a superficie do eletrodo independente da

velocidade de varredura.
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5.4 Influéncia do pH sobre a janela de potencial

Estudou-se a influéncia do pH sobre o material depositado na superficie do
eletrodo de carbono vitreo, através de voltametria ciclica em solucdo de tampéo
universal, janela de potencial -0,5 V a +1,5 V vs ECS, velocidade de varredura 25
mV s* e faixa de pH entre 1 e 10, variando uma unidade de pH a cada medida.

Utilizou-se o eletrodo modificado com 50 pL da suspensdo de Pt/C,
conduzindo os testes voltamétricos nas solu¢cdes de pH mais acidos , até pH mais
basicos.

A Figura 14 exp0e os resultados obtidos para o eletrodo modificado com as
nanoparticulas metéalicas de Pt/C, mostrando para cada pH a faixa de potencial onde
a corrente ndo sofre alteracdes por processos eletroquimicos, como por exemplo da
reacao de reducao do oxigénio.

Figura 14 - Faixa de potencial livre de processos eletroquimicos interferentes entre os pH 1,0 e 10,0

por voltametria ciclica para o eletrodo modificado com cinco adicfes da suspensao de
Pt/C em tamp&o universal, janela de potencial de -0,5Ve 1,0Vev=25mVs™.
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De acordo com os resultados obtidos, o eletrodo modificado com
nanoparticulas metalicas de Pt/C apresentou maior faixa de trabalho sem processos
de oxidacéo e reducéo que causariam interferéncia no sinal de resposta do cloridrato
de tetraciclina para pH 5,0 e 6,0, cuja janela de trabalho compreende o intervalo de

aproximadamente -0,5 V até valores proximos a +0,8 V.

5.5 Resposta do eletrodo modificado com Pt/C para cloridrato de tetraciclina

5.5.1 Voltametria ciclica

O primeiro teste com o analito cloridrato de tetraciclina foi realizado em
solucéo de tampéo universal pH 6,0.

Preparou-se uma solucdo de tetraciclina de concentracdo 10 mmol L™ que
foi adicionada a célula eletroquimica, fazendo com que a concentragcdo na mesma
variasse entre 5,05 x 10° e 1,65 x 10° mol L. Conforme voltamograma ciclico
exibido na Figura 15, ndo se observou picos referentes a oxidacéo da tetraciclina na
faixa de concentracdo estudada, sendo observado um pico de reducéo que pode ser
atribuido & alguma reag&o do tampéo catalisada pela Pt.

Figura 15 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com cinco adi¢cdes da suspensao de Pt/C

em tamp&o universal, pH 6,0, janela de potencial de -0,2 V e 0,6 V, v = 25 mV ste
concentracao de tetraciclina variando entre 5,05 x 10° e 1,65 x 10° mol L™

1500

1000

500 |-

| /pA

-500

I I I I I I I
0,6 0,7 0,8 0,9 10 11 1.2

E/VVSECS




47

Novos testes foram realizados utilizando como eletrélito de suporte o tampéo
fosfato, onde a tetraciclina apresentava resposta voltamétrica em pH mais
acidos.®>%*

Mantendo fixos os parametros de janela de potencial, velocidade de
varredura e concentracdo da solugédo padrao de tetraciclina, adicionaram-se 0s
mesmos volumes a célula eletroquimica, mantendo a faixa de concentragédo entre
5,05x 10° e 1,65 x 10 mol L™,

Ao contrario do obtido para o tampao anterior, foi possivel observar resposta
voltamétrica do analito a partir da primeira adicdo, com a presenca de dois picos de
oxidacao, proximos a 0,95 V e 1,15 V vs ECS. Os picos de oxidacao apresentaram-
-se definidos até concentracées préximas a 1,25 x 10 mol L™, ndo sendo possivel

separa-los acima dessas concentracdes, conforme visualizado na Figura 16.

Figura 16 - Resposta voltamétrica da TTC em tampao fosfato, pH 2,45, janela de potencial de 0,6 V a
1,2Vev=25mVs" parao eletrodo modificado com Pt/C nas seguintes concentracdes
do analito: (a) branco, (b) 1,01 x 10”° mol L™, (c) 3,52 x 10° mol L™, (d) 1,83 x 10" mol L™
e (e) 1,25 x 10°% mol L™
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5.5.2 Voltametria de pulso diferencial

Por se tratar de uma técnica mais sensivel*®®

, realizou-se a medida em
voltametria de pulso diferencial para as mesmas condi¢cdes da voltametria ciclica
buscando respostas para concentracées menores que 5,05 x 10° mol L™. Realizou-
se o teste para amplitudes 50 e 100 mV e velocidade de varredura de 25 mV s™.
Entretanto, conforme exibido na Figura 17, s6 foi possivel visualizar os picos
de oxidacdo da TTC a partir de concentracdes acima de 3,0 x 10* mol L™,

concentracéo essa quase 100 vezes maior que o obtido por voltametria ciclica.

Figura 17 - Voltametria de pulso diferencial da TTC em tampao fosfato, pH 2,45, janela de potencial
de 0,75 V e 1,2 V, amplitude de pulso 50 mV s™ e v =25 mV s, do eletrodo modificado
com Pt/C nas seguintes concentracdes: (a) 1,84 x 10* mol L™, (b) 4,21 x 10* mol L™* e
(c) 8,63 x 10 mol L™.
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Comparou-se entdo a resposta das duas técnicas voltamétricas, a
voltametria de pulso diferencial e a voltametria ciclica, empregadas na determinacgéo
do cloridrato de tetraciclina.

Manteve-se 0 mesmo eletrélito de suporte, assim como a quantidade de
analito adicionado a célula eletroquimica. Para a voltametria ciclica utilizou-se a
velocidade de varredura de 25 mV s™ e a janela de potencial de 0,6 V a 1,2 V vs

ECS. No caso da voltametria de pulso diferencial, empregou-se uma janela de 0,75
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V a 1,2V vs ECS, velocidade de varredura de 25 mV s e amplitude de pulso igual a

0,50 V. A comparacéo gréfica das duas técnicas pode ser visualizada na Figura 18.

Figura 18 - Comparativo da resposta eletroquimica entre as técnicas voltametria ciclica e voltametria
de pulso diferencial do eletrodo modificado com Pt/C em tamp&o fosfato, pH 2,45 e
concentracdo de TTC 2,27 x 10" mol L™. Janela de potencial de 0,6 Ve 1,2V ev =25
mv s* para a voltametria ciclica. Janela de potencial de 0,75 V a 1,2 V, amplitude de
pulso 0,05V e v =25mV s? para a voltametria de pulso diferencial.
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A partir do observado no grafico exibido na Figura 18, determinou-se que a
voltametria ciclica foi a técnica com maior sensibilidade ao analito, permitindo a
determinacdo do mesmo em concentragbes mais baixas, contrariando a ideia ja
citada no inicio deste topico. Por esta razao, utilizou-se entdo a voltametria ciclica

como técnica voltamétrica na determinacdo da TTC.
5.6 Influéncia do pH e a oxidacao do cloridrato de tetraciclina

Foi entéo realizado o estudo do efeito da concentracdo hidrogenidnica sobre
a resposta voltamétrica, em relacédo a intensidade de corrente e definicdo dos picos
redox, do cloridrato de tetraciclina no eletrodo modificado com a nanoparticula de

Pt/C.
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A dependéncia do pH foi avaliada por medidas de voltametria ciclica em
tampao fosfato 0,1 mol L™, no intervalo de pH entre 1 e 7. Foi utilizada a mesma
concentracdo de tetraciclina (6,02 x 10° mol L™) para todas as medidas, e
velocidade de varredura de 25 mV s™.

Com o aumento do pH, ambos os picos de oxidagdo sdo deslocados para
potenciais menores conforme representado na Figura 19.

Figura 19 - Relagéo entre o potencial de pico na voltametria ciclica para os picos de oxidagdo da TTC
(6,02 x 10° mol L™) e pH, em solucéo tamp&o fosfato 0,1 mol L™,
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O potencial de oxidagdo do primeiro pico apresentou apenas uma regiao

linear, cuja relacéo é representada pela Equacéao (5):

Ep, =1092,0 mV - 0,060 pH, onde R =0,996 e n = 13 (5)

J& para o potencial de oxidacdo do segundo pico, ha duas regides lineares,
no intervalo entre pH 2,0 e pH 4,0 representada pela Equacéo (6) e de pH 4,0 a pH
7,0 representada pela Equacéo (7):

Ep,=1174,6 mV - 0,029 pH, onde R=0,973en=4 (6)

Ep =1354,3 mV - 0,071 pH, onde R =0,996 e n =7. (7)
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A inclinagcdo das retas representadas pelas Equacbes (5) e (7) mostra
deslocamentos de potencial de pico anddico préximos a 59 mV por unidade de pH,
sugerindo um mecanismo de oxidacdo que envolve o0 mesmo numero de elétrons e
prétons.

Para a Equacgédo (6), a inclinacdo da reta apresenta mudancas no
mecanismo de oxidacéo j& que seu valor préoximo a 29 mV pH™ sugere que para
cada préton envolvido no mecanismo, ha dois elétrons envolvidos (1H'/2e).

Para os pH 1,0 e 1,5, houve incremento de corrente com o0 aumento da
concentragdo do analito, porém os picos eram pouco definidos. Na faixa de pH entre
2,0 e 7,0 houve incremento de corrente e os picos eram definidos, porém com o
aumento do pH, s0 havia resposta voltamétrica em concentracdes maiores.

Na faixa de pH acima de 4,0 ocorreu o0 surgimento de um precipitado branco
na solucdo de TTC 1,0 x 10 mol L. Isso pode ser atribuido & baixa estabilidade
das tetraciclinas em pH mais elevado® devido a réapida reacdo com radicais
hidroxila.®

Dentre a faixa de melhor resposta (pH entre 2,0 e 3,5), foi escolhido a
solucdo de pH 3,0, pois foi a que apresentou melhor definicdo dos picos até valores
maiores de concentracédo, onde a resposta nao foi tdo eficiente dentre os outros pH
estudados.

O comportamento eletroquimico da TTC pode ser atribuido ao fato que para
pH mais acidos, o analito encontra-se protonado. A maior probabilidade é que a
protonagdo ocorra no nitrogénio do grupamento aminico, ja que este é menos basico
gue o nitrogénio do grupamento amidico, ambos grupamentos no anel aroméatico D,

conforme representacdo da molécula protonada indicada na Figura 20.

Figura 20 - Representacéo estrutural da TTC protonada.
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Conforme mencionado anteriormente neste trabalho, a oxidagdo da

tetraciclina acontece no grupamento fenol’*"

, presente no anel aromatico A,
conforme representado na Figura 20.

A partir dos dados disponiveis na literatura, assume-se que a oxidacédo da
tetraciclina aconteca em duas etapas. Primeiramente, o anel aromético A sofre uma

reacdo de hidroxilacdo™* 2

, seguida da oxidacdo das hidroxilas formando uma
benzoquinona'®. A adicdo da hidroxila pode ocorrer em duas posicées no anel
aromatico, na posicdo orto e na posicado para. Isso devido a presenca do grupo
hidroxila na estrutura da tetraciclina, que é considerado um grupamento altamente

ativador.'*®

Figura 21 - Representacdo esquematica da oxidacao da tetraciclina protonada.
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O mecanismo proposto para a oxidagdo entre a espécie que ja sofreu
hidroxilacao (hidroquinona) e o produto final (benzoquinona) € descrito na Figura 22.

Figura 22 - Representacao esquematica do mecanismo de oxidagéo do intermediario formado pela
hidroxilagéo da tetraciclina e os possiveis produtos obtidos.
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5.7  Curva analitica para a determinacéo de TTC por voltametria ciclica

Apbés a determinagdo do eletrolito de suporte e do melhor pH para
determinacdo da TTC com o eletrodo modificado com Pt/C pela técnica de
voltametria ciclica, foram realizados testes adicionando diferentes volumes de um
padrdo 1 x 102 mol L de TTC variando a concentracdo de analito da célula
eletroquimica entre 5,04 x 10° mol L™ e 1,63 x 10 mol L™.

A resposta voltamétrica do eletrodo modificado ao cloridrato de tetraciclina
em solucéo de tampéao fosfato, pH 3,0 pode ser observada na Figura 23.

Figura 23 - Voltamogramas ciclicos da adicao de TTC em tamPéo fosfato 0,1 mol L™, pH 3,0, faixa de

concentracado entre 5,05 x 10° e 1,65 x 10° mol L™, v = 25 mV s, janela de potencial 0,6
Valz2V.
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Para obtencdo da curva analitica para a TTC, apesar da resposta
voltamétrica até concentracées na faixa de 10 mol L™, optou-se por trabalhar com
uma faixa de concentracdo menor, na escala de 10° mol L?, preparando-se entdo
um padréo 1 x 102 mol L™ de TTC e realizando adi¢des sucessivas de 10 pL, sendo
possivel observar a resposta voltamétrica na Figura 24.
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Figura 24 - Voltamogramas ciclicos da adicdo de TTC em tampé&o fosfato 0,1 mol LY, pH 3,0, faixa de
concentracdo entre 9,99 x 10°e 70,75 x 10° mol L™, v=25mV s™, janela de potencial 0,6
Valz2V.
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A partir dos voltamogramas exibidos na Figura 24, pode-se construir a curva
analitica para a TTC exibida na Figura 25.

Figura 25 - Curva analitica obtida através dos voltamogramas ciclicos da adigdo de TTC em tampéao
fosfato 0,1 mol L, pH 3,0, faixa de concentracdo entre 9,99 x 10° e 70,75 x 10° mol L™,
v=25mVs? janela de potencial 0,6 Va 1,2 V.
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Através da curva analitica exibida na Figura 25, pode-se determinar
parametros como a regido linear de trabalho, o limite de deteccgéo, expresso pela

Equacdo 8, e o limite de quantificagéio (LOQ) do eletrodo, conforme Equacdo 9.
Um resumo destes dados pode ser observado na Tabela 8.
3
Lop =22 ®)
b
10
LOQ = _ba 9)

Tabela 8 - Resultados obtidos pelo eletrodo de carbono vitreo modificado com Pt/C sobre a TTC em
tampéo fosfato 0,1 mol L™

Pico de oxidacao
1° Pico 2° Pico
Faixa linear / pmol L * 9,99-44,01 9,99-44,01
LOD / umol L * 4,28 6,12
LOQ / pmol L ™ 14,26 20,40
Sensibilidade /
uA L (umol) 1,268 1,589

O eletrodo modificado com nanoparticulas metélicas de Pt/C apresentou
valores satisfatérios de LOD e LOQ, assim como uma faixa de trabalho linear que

permite a determinacéo de baixas concentracfes do analito em uma amostra.

5.8 Aplicagéo do eletrodo em uma amostra de urina sintética

Apés definicdo das condicbes experimentais para determinacdo de TTC
utilizando o eletrodo modificado com nanoparticulas metalicas de Pt/C, buscou-se
aplicar o eletrodo em uma amostra de urina sintética produzida conforme exposto no

procedimento experimental deste trabalho.
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A urina produzida foi intencionalmente contaminada com o analito em
questdo e entdo pode-se determinar a concentracdo presente na matriz
contaminada através da técnica de adicdo de padrdo, onde se adicionou aliquotas
de um padrdo 4 x 10 mol L™.

Preparou-se uma matriz contaminada com TTC 4 x 10° mol L™ e entdo
adicionou-se 100 pL da mesma ao eletrélito de suporte usado nas medidas
voltamétricas. Com isso, a solucao apresentava concentracao de contaminante igual
a 19,90 x 10® mol L™. O padréo preparado (4 x 10 mol L™ foi adicionado em
aliquotas de 20 pL e todas as medidas foram conduzidas sob atmosfera de Nag). A
Figura 26 apresenta os voltamogramas ciclicos resultantes do método de adicao de

padrao utilizado para determinacéo do cloridrato de tetraciclina.

Figura 26 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com nanoparticulas de Pt/C para
determinacéo de TTC, onde (- -) corresponde ao branco, (—) a amostra “desconhecida”
e (—) as solugBes contendo a matriz e os seguintes volumes (20, 40, 60 e 80 pL) de
padrdo 4 x 10° mol L™
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A partir dos dados de corrente obtidos na Figura 26, pode-se construir o
grafico exposto na Figura 27, onde € possivel determinar a concentracdo da amostra
“desconhecida” a partir do método de adicéo de padrédo. Para construcéao do grafico,
utilizou-se os valores de corrente obtidos a partir do primeiro pico de oxidacdo da

TTC, pois 0 mesmo apresentou menor valor de limite de quantificacao.
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Figura 27 - Gréfico de adicdo de padrédo construido a partir dos valores de corrente do primeiro pico
de oxidagédo da TTC.
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A aplicacdo do eletrodo ocorreu em forma de triplicata e o valor da
concentracdo da amostra “desconhecida” e o valor médio detectado pelo eletrodo

modificado com nanoparticulas de Pt/C podem ser observados na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores de concentracdo da amostra “desconhecida” e determinado pelo eletrodo.

~ Concentragao
Concentracao L 4
- R média determinada , ~
. adicionada a Desvio | Recuperacao
Analito ) P pelo eletrodo .
urina sintética " padréo (%)
) modificado (umol
(umol L ) 1
L)
TTC 19,90 20,42 0,145 102,6

Como é possivel observar na Tabela 9, o eletrodo modificado com Pt/C
apresentou viabilidade como sensor para TTC, alcancando valores satisfatorios
quando utilizado na deteccdo e quantificacdo do analito em uma amostra de urina

sintética.
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6 CONCLUSAO

O eletrodo de carbono vitreo modificado superficialmente com as
nanoparticulas intermetalicas de NiSb/C apresentou adsor¢cdo de compostos em sua
superficie, o que inviabilizou estudos mais profundos sobre sua utilizagdo como
sensor eletroquimico.

Ja os resultados experimentais obtidos para o eletrodo de carbono vitreo
modificado com as nanoparticulas metalicas de Pt se mostraram promissores na
confeccdo de um sensor voltamétrico para determinacdo de tetraciclina. A
modificacdo superficial do eletrodo com nanoparticulas provocou um aumento
consideravel na érea superficial eletroativa do eletrodo, que sem a modificagdo ndo
apresenta resposta voltamétrica ao analito em questdo. Apos estudos voltamétricos
e amperométricos, determinou-se a adicdo de 50 pL da suspensdo modificadora
sobre a superficie do eletrodo limpo como o melhor resultado, considerando a area
eletroativa como parametro.

ApoOs a otimizacdo dos parametros experimentais do eletrodo sobre o
cloridrato de tetraciclina, determinou-se o tamp&o fosfato 0,10 mol L™* em pH 3,0
como eletrdlito de trabalho e a voltametria ciclica como técnica para determinacéo
do analito. As melhores condi¢cdes experimentais selecionadas para determinacao
do analito através das medidas voltamétricas foram: janela de trabalho de 0,6 a 1,2
V vs ECS e velocidade de varredura igual a 25 mV s™.

O cloridrato de tetraciclina apresentou dois picos de oxidacdo que se
mostraram processos irreversiveis e apesar de ambos apresentarem linearidade na
faixa entre 9,99 e 44,01 pmol L™, escolheu-se utilizar apenas o primeiro pico de
oxidacdo na quantificacdo do analito, pois 0 mesmo apresentou menores valores de
limite de deteccéo, 4,28 pmol L™, e limite de quantificacéo, 14,26 umol L ™.

A aplicagdo do eletrodo modificado em uma amostra de urina sintética
intencionalmente contaminada com o analito estudado foi bem sucedida, obtendo-se
resultados satisfatorios na quantificagdo do mesmo.

Em virtude de sua sensibilidade, estabilidade, simplicidade de trabalho e
baixo custo de construgdo, o sensor construido com nanoparticulas metalicas de

Pt/C foi altamente eficiente na determinag&o do analito estudado.
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