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RESUMO

No presente trabalho é apresentado o desenvolvimento de uma nova plataforma
para eletroandlise de isoniazida baseada em (MWCNTO-GO/FePc). O eletrodo
modificado com FePc/MWCNTO-GO diminuiu sensivelmente o potencial de oxidag¢ao
da isoniazida para +200 mV vs. Ag/AgCl. As propriedades eletroquimicas e
eletroanaliticas do eletrodo modificado com FePc/MWCNTO-GO foram investigadas
por voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia eletroquimica, microscopia
eletroquimica de varredura, e amperometria. O sensor apresentou melhor desempenho
em tampao fosfato 0,1 mol L' com pH 7.4. Sob condi¢des otimizadas uma faixa de
resposta linear de 5 pmol L a 476 pmol L™ foi obtida com uma sensibilidade de
0,0225 pA L umol™. O limite de detecgdo e quantificacdo para a isoniazida foram
determinados como sendo 0,56 pmol L' e 1,88 pmol L', respectivamente. O desvio
padrio relativo para 10 determinagdes de 100 pmol L' de isoniazida foi de 2,5%. O
sensor foi aplicado com sucesso para determinacio de isoniazida em fluidos corporais

artificiais.

Palavras chave: Nanotubo de carbono de paredes multiplas; 6xido de grafeno;

ftalocianina de ferro; isoniazida.



ABSTRACT

A novel platform for electroanalysis of isoniazid based on multi-walled carbon
nanotube oxide and graphene oxide composite as support to iron phthalocyanine
(MWCNTO-GO/FePc) has been developed. The FePc/MWCNTO-GO modified
electrode is sensible for isoniazid, decreasing substantially its oxidation potential to +
200 mV vs. Ag/AgCl. Electrochemical and electroanalytical properties of the
FePc/MWCNTO-GO modified electrode were investigated by cyclic voltammetry,
electrochemical impedance spectroscopy, scanning electrochemical microscopy, and
amperometry. The sensor presents better performance in 0,1 mol L' phosphate buffer at
pH 7,4. Under optimized conditions, a linear response range from 5 pmol L™ to 476
pumol L was obtained with a sensitivity of 0,0225 pA L pmol'l. The limits of detection
and quantification for isoniazid determination were 0,56 pmol L' and 1,88 pmol L',
respectively. The relative standard deviation for 10 determinations of 100 pumol L'
isoniazid was 2,5%. The sensor was successfully applied for isoniazid determination in

artificial body fluids.

Keywords: Multiwalled carbon nanotube; graphene oxide; iron phthalocyanine;

isoniazid.
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1. INTRODUCAO

Mundialmente a tuberculose tem sido um grande problema de satde publica pois
a forma de contégio € facilitada devido a sua transmissdo aérea. A tuberculose € causada
por uma bactéria em forma de bacilo que cresce mais rapidamente em areas com uma
maior concentragdo de oxigénio. Consequentemente, a doenca causa maior frequéncia
de lesdes nos tecidos pulmonares embora seja observado o crescimento do
microrganismo em qualquer parte do corpo. (NEVES et al., 2012).

No Brasil, entre os anos de 2005 e 2014 houve um decréscimo do namero de
casos notificados de tuberculose observando-se uma reducdo do coeficiente de
incidéncia que passou de 41,5 / 100 mil hab para 33,5 / 100mil hab. No entanto, ainda
ha muitos desafios no combate a tuberculose pois o nimero de casos novos registrados
por ano € de aproximadamente 73.000. (BRASIL, 2015).

A isoniazida (Inz) € um dos mais frequentes e eficientes farmacos usados para o
tratamento da tuberculose (LI & ZHENG, 2007). A isoniazida figura como um
medicamento de primeira linha pois tem uma boa eficicia e um grau de toxidade
razoavelmente aceitavel. No entanto, tém sido documentados varios efeitos adversos
associados ao uso corrente deste farmaco. Dentre eles Fuchs & Wannmacher (2010)
citam efeitos gastrintestinais; disfuncdo hepdtica (0,6%); neuropatia periférica
(deficiéncia de piridoxina) (0,2%); rasch cutaneo (2%); acne; febre (1,2%); discrasias
sanguineas; artralgias; reagcdes psicoticas; depressdo respiratdria, convulsdo e coma (em
superdosagem).

Alem disto, algumas populacdes apresentam mutacdes que se caracterizam por
polimorfismos genéticos que podem afetar a concentracdo de isoniazida tal como a
deficiéncia na sintese de N-acetiltransferase.(GOLAN et al., 2012).

Os individuos que apresentam esta alteracdo genética t€m maiores concentragdes
sanguineas de isoniazida devido a diminui¢do da sua velocidade de excrecao e, portanto,
esses individuos apresentam uma maior propensdo a apresentar efeitos danosos tais
como hepatotoxicidade (SHARMA, 2003; JENA & RAJ, 2010).

A isoniazida pode inibir ou induzir a acdo das enzimas do complexo P450
(ARBEX, 2010). Essas enzimas fazem parte do chamado sistema microssomal, sendo
responsdaveis pela metabolizacdo de farmacos no organismo promovendo sua
biotransformagdo. (FRANCO & FRANCO, 2003). Assim, a interagdo da isoniazida

com esse complexo enzimdtico pode favorecer o aumento ou a diminui¢do da
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concentracdo sanguinea de alguns firmacos, de forma a provocar o aparecimento de
efeitos adversos e/ou toxicos, a efeitos sub-terapéuticos. Brunton et al. (2012), relatam o
aparecimento de toxicidade neuroldgica e depressdo respiratéria quando a isoniazida
estd associada a carbamazepina e ao diazepam respectivamente. Em contrapartida,
quando associada a isoflurano ou enflurano, os mesmos autores citam uma eficacia
reduzida desses farmacos.

Portanto, o controle de qualidade de farmacos em formulacdes farmacéuticas é
um dos requisitos mais importantes no intuito de proporcionar um produto farmacéutico
seguro ao consumidor uma vez que os farmacos podem sofrer alteracdes ao interagir
com os excipientes. Segundo Pessanha et al. (2012), apesar de os excipientes serem
pouco reativos, o contato fisico destes com os principios ativos podem provocar
desestabilizacao de formulacOes farmacéuticas com degradacdo de farmacos, causando
reduc¢do da qualidade e consequente perda da eficiacia medicamentosa.

Por outro lado, apés a administracdo de fairmacos a base de isoniazida, varios
fatores podem afetar a concentragdo sanguinea da isoniazida em fluidos bioldgicos de
forma a comprometer sua eficcia terapéutica. Portanto, sua determinacdo sensivel no
tratamento da tuberculose em fluidos bioldgicos é também de grande importancia nos
estudos farmacéuticos e biomédicos (ESCURRA et al., 2012; KIM et al., 2015).

Assim, os ensaios dos niveis de isoniazida nos fluidos do corpo humano também
€ vital para um contole eficaz das dosagens terapéuticas, o que torna necessirio o
desenvolvimento de métodos rdpidos e efetivos para a andlise quantitativa de isoniazida
nos fluidos do corpo humano (PELOQUIN, 1997).

Portanto, uma série de métodos analiticos tem sido desenvolvidos para a
deteccao de isoniazida explorarando vérios principios de detec¢do tais como anélise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia(CHELLINI et al., 2015), o ensaio de titulagdo
(SWAMY et al., 2015), andlise por quimioluminescencia (ABOLHASANI &
HASSANZADEH, 2014), espectrofotometria (STETS et al., 2013), ressonancia de
plasmons de superficie localizada (ZARGAR & HATAMIE, 2013), ressonancia
magnética nuclear (ASSIS et al., 2012), métodos eletroquimioluminescentes (SAFAVI
et al., 2003; MERVARTOVA et al.,, 2007; YI et al.,, 2008; WU et al., 2012),
eletroforese capilar (ATURKI et al., 2014; FARIA et al.,, 2010; LIU et al., 2011),
optodos (SAFAVI & BAGHERI, 2008), andlise fluorimétrica (IOANNOU, 1988;
LAPA et al., 2000, MOHAMED, 2013; SONG et al., 2001) e espectrometria de
absor¢do atbmica (ZAMORA et al., 1992).
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No entanto, estes métodos possuem desvantagens tais como instalagcdes caras,
pré-tratamento de amostras complexas, etapas trabalhosas, treinamento de profissionais
e apresentam longo tempo de andlise. Cabe ressaltar que, embora os métodos
cromatograficos permitam determinar eficazmente isoniazida na presenga de diversos
compostos interferentes, sdo ecologicamente desfavordveis devido ao uso de
quantidades elevadas de solventes (ABSALAN et al., 2016; SOUZA et al., 2003).

Os métodos eletroanaliticos podem ser vantajosos porque eles fornecem
determinag@o simples, rapida, sensivel e confidvel de numerosos fairmacos eletroativos
presentes em amostras de fluidos bioldgicos e farmacéuticos (COUTO et al., 2016)
como hemocisteina (AGUT et al., 2007), imipramina (ORTUNO et al., 2007), guaiacol
(2-metoxifenol) (SUN et al., 2015), dcido ascérbico e 4cido drico (ERGUN et al., 2016),
adrenalina (SOCHR et al., 2014), uréia (NGUYEN et al., 2016), dopamina (JIANG et
al., 2016), amitriptilina (MARCO et al., 2013), dentre muitos outros.

As técnicas eletroanaliticas apresentam-se como uma interessante ferramenta
para quantificacdo de farmacos eletroativos pois oferecem sensibibilidade, exatidao,
precisdo a baixo custo operacional e instrumental. Assim, os métodos eletroanaliticos
tem possibilitado a determinacdo de concentracOes extremamente baixas de inimeros
farmacos de maneira segura com baixo custo em diversas matrizes. (OZKAN et al.,
2015).

A utilizacdo destas técnicas no desenvolvimento de sensores € de grande valia
pois estes dispositivos favorecem a coleta de dados e obtengdo de informacgdes ja que
sdo passiveis de automagdo, miniaturizacdo e consequente portabilidade
(LOWINSOHN & BERTOTTI, 2006).

Embora, existam alguns sensores relatados para a deteccdo eletroquimica da
isoniazida, geralmente ha problemas associados com passivagdo do eletrodo, elevado
sobrepotencial, eletrélito de suporte extremamente dcido ou alcalino, o que influencia
grandemente a sua repetibilidade, sensibilidade tornando-os inadequados para a
detecgdo de isoniazida em amostras farmacéuticas e biologicas (AZAD et al., 2015).

Do exposto, neste trabalho foi desenvolvido um sensor eletroquimico baseado
em ftalocianina de ferro, nanotubo de carbono oxidado e o6xido de grafeno
(FePc/MWCNTO-GO) para a deteccdo de isoniazida com ampla faixa linear, sensivel e
boa estabilidade, em pH préximo ao fisiolégico. O sensor mostra potenciais aplicagdes

para a determinac¢do de isoniazida em amostras de saliva e plasma saguineo. Até onde se



18

sabe, este € o primeiro sensor para a determinacao de isoniazida baseado na intera¢do de

FePc com o compdésito MWCNTO-GO.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Isoniazida-caracteristicas, farmacologia e metabolismo.

Descoberta em 1945 por Chorine (FOX & LA ROCBE, 1952), a isoniazida tem
férmula molecular C¢H7N30 e massa molar 137,14 g/mol. Apresenta-se como um pé
cristalino branco, solivel em &4gua, ligeiramente solivel em etanol e praticamente
insoluvel em éter etilico e benzeno. Sua nomenclatura oficial é 4-hidrazida &cida
piridincarboxilica (BRASIL, 2010; BRENNAN et al., 2008 ) cujos valores de pk, sdo
2,0 e 3,5 (LIMA et al., 2015). Sua férmula estrutural esta representada na Figura 1.

Figura 1 - Férmula estrutural da isoniazida
0= o NH—NH;

=

NN
N

Fonte: Autor

A isoniazida tem mostrado grande importincia no tratamento da tuberculose
pois age tanto interrompendo o crescimento de bactérias em repouso como destréi
bactérias em plena ploriferacdo. Adicionalmente, a isoniazida tem grande valor
terapéutico pois € capaz de penetrar nas células dos mamiferos de forma a atuar contra
as bactérias intracelulares, especialmente em tecidos com lesdo tuberculdsica. (RANG
et al., 2012).

A Inz intacta nao € toxica ao bacilo, no entanto, uma vez dentro da bactéria sofre
ativacdo por uma enzima bacteriana, uma catalase-peroxidade multifuncional (KatG),
produzindo diversas substancias que contribuem com o efeito bactericida, dentre elas o
radical nicotinoil, superéxidos, H,O,, Alcil hidroperéxidos, e NO. O radical nicotinoil
pode reagir com NAD e NADP da bactéria e produzir varios adutos. Dentre estes

destaca-se o nicotinoil-NAD e o e nicotinoil-NADP. O nicotinoil-NAD inibe a atividade
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das proteinas como InhA (proteina carreadora enoil-acil-redutase) e KasA (proteina
carreadora B-cetoacil-acil-sintase) ( TIMMINS & DERETIC, 2006; WHALEN et al.,
2015).

O efeito inibidor da isoniazida sobre as enzimas InhA (TIASSE & CRONAN,
2009) e KasA (SCHAEFFER et al., 2001) tem como resultado a inibicdo do principal
componente da parede celular bacteriana, o 4acido micdlico (MARRAKCHI et al.,
2014). O nicotinoil-NADP age inibindo a a¢do da DHFR (Diidrofolato redutase)
micobateriana (ARGYROU et al., 2006). Esta enzima tem grande importancia na
proliferacdo das células bacterianas pois estdo envolvidas na sintese de seus acidos
nucleicos (SCHNELL et al., 2004).

No organismo a isoniazida pode sofrer reacdes através de vdrias vias. Ao ser
conjugada com a Acetil CoA atrivés da enzima NAT, a Inz é convertida em
acetilisoniazida, a qual pode ser desdobrada em diacetilhidrazina (atéxica) para ser
excretada na urina, ou poderd sofrer hidrélise gerando dcido isonicotinico e Acetil-
hidrazina. Esta dltima, por sua vez, poderd sofrer mais uma hidrélise e gerar hidrazina
que por sua vez € toxica (PREZIOSI, 2007).

Dependendo de como a Inz é metabolizada no organismo, os individuos podem
ser classificados em dois grupos: acetiladores répidos e lentos. Esses individuos diferem
em relacdo a concentragdo do farmaco no sangue apds a administracdo de uma mesma
dose de isoniazida e também nas rotas de transformacio e processos de eliminagdo do
farmaco. (KOPEC & ZOFIA, 2002).

Basicamente essas diferengas estdo relacionadas a maior ou menor atividade da
NAT,. Nos acetiladores lentos esta enzima tem sua atividade diminuida devido a
diferencas interindividuais, caracterizadas por variagdes genéticas hereditarias ou
polimorfimos genéticos (JAKOBY, 1980).

Devido a baixa atividade de NAT, nos acetiladores lentos, uma via metabdlica
alternativa para metabolizacdo da isoniazida é sua decomposicao em 4cido nicotinico e
hidrazina através de hidrélise (TOSTMANN et al., 2008). Como a Isoniazida ativa as
enzimas do complexo P450, a hidrazina pode sofrer oxidagdes, gerando intermediarios
toxicos que podem ligar-se convalentemente a macromoléculas hepdticas e assim
desencadear um processo inflamatério (SINHA & MASON, 2014).

Essas diferencas na via de metabolizacio de Inz dos acetiladores geram
diferentes concentracdes nos fluidos corporais e consequentemente variadas respostas

terapéuticas e de toxicidade.
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A presenca de baixos niveis plasmaticos de Inz em acetiladores rdpidos é
considerada como um dos fatores associados a faléncia terapéutica relatados em alguns
trabalhos pois concentragdes subterapéuticas de Inz causam resisténcia do bacilo ao
farmaco (KITA et al.; 2001; RAMACHANDRAN & SWAMINATHAN, 2012). Ja os
acetiladores lentos sdo mais propensos a desenvolver toxidade hepatica (HUANG,
2007).

Segundo Katzung et al. (2012), apés uma dose de 300 mg (5 mg Kg' em
criancas) administrada oralmente, a Inz ¢é rapidamente absorvida pelo trato
gastrointestinal e atinge concentracdes plasmadticas maximas (21,88 umol L' a 36,46
umol L") dentro de 1 a 2 horas. J4 para Dasgupta (2012), a concentracio tanto para soro
como para plasma sanguineos variam entre 21,87 umol L™ a 43,75 umol L™,

Posteriormente a absor¢do, a Inz difunde-se por todos os tecidos e liquidos
corporais. Em média, a concentragdo plasmética de Inz dos acetiladores rapidos é 1/3
dos acetiladores lentos (KATZUNG et al, 2012).

A monitorizacdo terapéutica pode ser conceituada como a determinagdo das
concentracdes de farmacos em fluidos bioldgicos através da correlagdo dessas
concentracdes com a resposta clinica. Desta forma, observa-se ap6s a administracdo do
farmaco, se as suas concentracdes estdo entre os limites compreendidos pela
concentracdo minima eficaz e a concentracdo téxica minima, a chamada faixa
terapéutica (BURTIS et al.,2014).

A monitorizacdo de isoniazida e a correlacdo de suas concentracdes em saliva e
sangue tém sido relatadas em alguns trabalhos. Basicamente observa-se que as
diferengas das concentracdes de Inz nessas matrizes sdo minimas. Portanto, em ambos
0s meios suas concentracoes podem ser utilizadas para determinacdo de parametros
farmacocinéticos (HUTCHINGS et al., 1988), assim como para a diferenciacido entre
acetiladores rapidos e lentos (HUTCHINGS & ROUTLEDGE., 1996).

Segundo Boxenbaum et al. (1975), apds a administracdo de 700mg de isoniazida
tomadas oralmente, a relagdo saliva/plasma de concentracdo de Inz variou de 0,9 a 1,17
com as medidas sendo realizadas em tempos variados apds a administracdo do farmaco.

J4 para Gurumurthy et al. (1990) o perfil de acetilacdo pode ser determinado
ap6s administragao de 300mg de Inz realizando-se as medic¢des 1,2,3,6 e 8 horas apds a
administracdo do farmaco. Ainda segundo os mesmos autores a faixa de pico de
concentracdo em saliva e soro sanguineo foi determinada apds 2 horas da administracdo

de isoniazida. Os valores das faixas nessas matrizes estao descritos na tabela 1 abaixo.
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Tabela 1 Faixas terapéuticas em saliva e soro humanos apds 2 horas da administragdo

Acetiladores Faixa de pico de Faixa de pico de
concentracio em saliva concentraciao em soro
(umolL™) (umolL™)
Lentos 26,25 — 74,37 27,70 — 84,5
Rapidos 21,88 — 49,58 21,88 — 41,56

Assim, a monitorizacdo terap€utica de antituberculésicos pode desempenhar
uma importante funcdo na selecdo de pacientes, detacando-se como seu uso mais
relevante a promocdo de uma assisténcia clinica, a otimizacdo e melhoramento do
sucesso terapéutico, € a minimizacdo do grau de toxidade (UNSALAN et al., 2005;
HEYSELL et al., 2010).

Sabendo-se das diferencas de resposta terapéutica e de toxidade da Inz no
organismo, o desenvolvimento de métodos tteis para sua monitorizacdo apresenta-se
como uma valiosa ferramenta auxiliar para avaliacio do sucesso no tratamento da

tuberculose (DASGUPTA, 2012).

2.2 Sensores eletroquimicos

Sensores quimicos sdo dispositivos que transformam informacdo quimica
associada a interacdo de um componente especifico de uma amostra com um
determinado elemento de reconhecimento em um sinal analiticamente Ttil.
(HULANICKI et al., 1991). Os sensores quimicos ganharam revelancia na sociedade
devido ao seu elevado desenvolvimento tecnolégico, podendo ter diversas aplicagdes,
como em processos quimicos, farmacéuticos, na Industria de alimento, em biomedicina,
monitoramento ambiental e clinico. Sdo basicamente constituidos de um elemento de
reconhecimento que € sensivel a estimulos produzidos por compostos quimicos
(analitos) e um elemento de transdu¢do, que gera um sinal com grau de magnitude
proporcional a concentracdo da substancia de interesse. (SEKHAR et al., 2010).

Como descrito por Griindler (2007), os sensores quimicos podem ser
classificados de acordo com o principio de funcionamento do transdutor:

e Opticos: transformam a interacio entre o analito e o elemento de
reconhecimento em fendmenos Opticos como absorbancia, refletincia,
luminescéncia, fluorescéncia, indices de refracdo em solugdes, ressonancia de

plasmon de superficie, eventos 6ptico-térmicos, dispersdo de luz, entre outros.
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e Eletroquimicos: transformam a energia resultante da interacdo do analito com a
superficie de um eletrodo em um sinal eletroquimico mensurdvel. Dentre eles
diferem-se o0s sensores voltamétricos, amperométricos, potenciométricos,
impedimétricos, etc.

e Sensores piezoelétricos: dispositivos sensiveis a variacdo de massa devido a
acumulac¢do do analito a superficie do material de suporte.

e Sensores magnéticos: dispositivos baseados no paramagnetismo de espécies.

e Dispositivos termométricos: sensiveis aos efeitos de calor originados de uma
reacdo quimica ou da adsor¢do de um determinado analito.

Os sensores eletroquimicos formam o mais antigo e extenso grupo de sensores
quimicos e atualmente consiste no tépico de maior atuacao no campo de sensores.

Esta ultima classe de sensores € constituida de um sistema eletroquimico
composto por uma célula eletroquimica de trés eletrodos, dentre eles: o eletrodo de
trabalho, o eletrodo auxiliar e o eletrodo de referéncia.

Nos sensores potenciométricos, as medidas sdo realizadas sob condicdes de
corrente desprezivel de forma que o sistema opere sob condi¢des de equilibrio
termodinamico. Por outro lado, nos sensores voltamétricos a corrente da reacdo de
oxidagdo ou reducdo do analito é resultado da polarizacdo do sensor e depende da
concentracdo de espécies eletroativas. Assim, as velocidades de reacdo redox sdo
limitadas pela transferéncia de massa do analito para a superficie do eletrodo.
(JANATA, 2009; SKOOG, 2006).

Os sensores amperométricos medem a corrente resultante da reacdo do analito na
superficie de um eletrodo a um potencial fixo de forma que a corrente € medida em uma
faixa de potencial elétrica. Cabe ressaltar que, o desempenho dos sensores
eletroquimicos melhorou sensivelmente com o advento dos eletrodos quimicamente
modificados.

Segundo Pereira et al. (2002), os eletrodos quimicamente modificados (EQM)
sdo eletrodos cujas superficies sdo alteradas através da imobilizacdo de espécies
quimicamente ativas. Objetiva-se dessa forma o melhor controle da natureza fisico-
quimica da interface eletrodo solucdo, alterando a reatividade e seletividade de um
sensor base, para vérias aplicagdes como catélise por exemplo.

Os avangos na tecnologia tornaram possivel o uso de uma grande quantidade de

materiais no desenvolvimento de dispositivos eletroanaliticos para deteccao de
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isoniazida, incluindo polimeros condutores (RASTOGI et al., 2016), nanoparticulas
metdlicas (WU et al., 2015), 6xido de grafeno reduzido (ZHU et al., 2015), carbono
vitreo (QUINTINO & ANGNES, 2006), carbono mesoporoso (YAN et al., 2011), filme
de hidréxido de niquel ( MARTINS et al., 2014), filme de rédio (CHEEMALAPATI,
2014), poli(acido amidossulfonico) (YANG et al., 2008), e nanotubos de carbono de
paredes multiplas (SATYANARAYANA, 2014).

Diversos sensores utilizando técnicas voltamétricas e amperométricas tem sido
propostos para a quantificacdo de Inz em variadas matrizes utilizando as propriedades
eletrocataliticas de eletrodos modificados. Como afirma THAPLIYAL et al. (2015),
dentre os sistemas empregados para a quantificacdo de Inz eletroquimicamente, as
técnicas eletroanaliticas que mais se destacam sdo a voltametria € a amperometria.

Shahrokhian & Asadian (2010) determinaram simultaneamente a isoniazida,
acetominofen e acido ascorbico por voltametria utilizando um eletrodo de pasta de
carbono modificado com nanotubos de carbono de miultiplas camadas. Segundo os
autores, os resultados obtidos demonstraram a potencialidade dos sensores
eletroquimicos para a determina¢do de Inz, tanto em amostras farmacéuticas como para
fluidos bioldgicos, exibindo boa sensibilidade, alta seletividade e baixos limites de
deteccao. No presente trabalho foram empregadas voltametria ciclica e voltametria de
pulso diferencial para realizacdo das andlises, as quais foram conduzidas em tampao
acetato pH 4,0.

Majidi et al. (2006), verificaram o comportamento voltamétrico e quantificaram
amperometricamente a Inz em formulagdes farmacéuticas frente ao eletrodo de carbono
vitreo modificado polipirrol oxidado. O sensor proposto apresentou um limite de
detec¢do para determinacdo de Inz da ordem de 3,15 pumol L' empregando tampao
NH3/NH4OH pH 9,0 como eletrdlito. O sensor apresentou duas faixas lineares de
resposta sendo a primeira de 3,99 pumol L' a 39,64 umol L! (com sensibilidade de
0,085 uA L umol') e a segunda entre 39,64 pumol L' e 1990 umol L' (com
sensibilidade de 0,085 pA L pmol'l).

Yang et al. (2008), também determinaram Inz em formula¢Oes farmacéuticas
empregando eletrodo de carbono vitreo modificado com um polimero de &cido
amidosulfonico e usaram a voltametria de pulso diferencial (VPD) como técnica de
andlise e aplicagdo potencial para pré-concentracdo do analito. O eletrodo modificado
apresentou faixa linear de resposta para concentragdes de Inz entre 0,05 umol L'e 10

umol L empregando tampio fosfato pH 6,5 como eletrélito de suporte.
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J4 Bergamini et al. (2010), determinaram a Inz em urina através de um sensor
baseado em eletrodo de carbono impresso modificado com poli-L-histidina. Trés
diferentes técnicas eletroquimicas foram empregadas para obtencdo de pardmetros
analiticos referentes a oxidagdo de Inz em tampao fosfato pH 7,0, dentre elas a
voltametria linear, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada cujos
limites de detec¢c@o foram 0,5 umol L'l, 0,17 pmol L'e 0,25 pmol L'l, respectivamente.
O sensor apresentou faixa linear de resposta entre 0,5 pmol L™ e 100 pmol L™ para
VPD e sensibilidade de 2,99 pA L pmol ™.

Recentemente Zhu et al. (2015), mostraram o desempenho de um sensor
voltamétrico baseado em 6xido de grafeno reduzido eletroquimicamente destinado a
quantificacdo de Inz em formulagdes farmacéuticas. Os autores observaram uma faixa
linear de trabalho entre 0,09 e 100 umol L com limite de deteccio e sensibilidade de
0,015 pmol L' e0,563 pA L pmol’l, respectivamente.

Yan et al. (2015), desenvolveram um sensor baseado em O6xido de grafeno
reduzido modificado com um polimero de dcido sulfosalicilico cuja faixa linear de
resposta foi 0,05 a 15 pmol L e o limite de detecgdo de ordem de 0,012 pmol L' em
tampao NH3/NH,OH pH 9,0

Cheemalapati et al. (2014), determinaram a Inz em urina e plasma sanguineo
humano utilizando voltametria direta. Um eletrodo de carbono vitreo foi modificado
depositando eletroquimicamente particulas de rédio empregando voltametria ciclica.
Esse eletrodo mostrou-se bem estavel e durdvel pois manteve até 96% da corrente
inicial mesmo apdés 24h posteriores a modificagdo. Além disso, mesmo depois da
realizacdo de 150 ciclos consecutivos, a resposta obtida foi de 94% da resposta de
corrente inicial.

Guo et al. (2015), demonstraram o sinergismo das propriedades eletrocataliticas
do 6xido de grafeno reduzido e nanoparticulas de Au na detec¢do da Inz em amostras
farmacéuticas. O nanocompésito adsorvido na superficie de um eletrodo de carbono
vitreo resultou em duas faixas lineares para oxidacdo de Inz. A primeira faixa linear foi
compreendida entre 0,1 umol L' e 100 umol L com sensibilidade de 0,135 uA L
umol”. A segunda faixa linear foi linear de 100 pA L pmol'1 a 1000 pA L pmol‘1 e
resultou em uma sensibilidade de 0,045 pA L umol ™.

Os sensores baseados em amperometria t€ém sido confeccionados em diversas
plataformas acopladas a técnicas como andlise por inje¢cdo em batelada (BIA, do inglés

bath injection analysis) (QUINTINO & ANGNES, 2006), e andlise por injecdo em


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0927776514003208

27

fluxo (FIA, do inglés flow injenction analysis), (OLIVEIRA et al., 2012). Desta forma,
os sensores amperométricos podem ser empregados no desenvolvimento de sistemas
que explorem diversos niveis de automacao.

Jena & Raj (2010), mensuraram a Inz através de um sensor amperométrico
constituido de uma plataforma a base de silicatos modificados com nanoparticulas de
ouro. O sensor foi aplicado para detec¢io de isoniazida um tampdo fosfato 0,1 mol L™ e
pH 9,2 com um limite de detec¢io de 0,0001 pmol L™

Yan et al. (2011), desenvolveram um sensor amperométrico baseado na
modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo com um material constituido de carbono
mesoporoso. As medi¢des foram realizadas em tampao fostato em (pH = 7,0). A faixa
linear dependente da concentracio de Inz foi de 0,1umol L™ a 370pumol L™ O limite de
deteccao foi 0,084 umol Lt

Azad et al. (2015), recobriram a superficie de um eletrodo de carbono vitreo com
argila bentonita e dosaram a Inz em formulacdes farmacéuticas. A faixa linear de
trabalho foi de 10,0 pmol L™ a 10000,0 pmol L' sob um potencial aplicado de 800 mV
vs. ECS. Ja Rastogi et al. (2016), determinaram Inz em comprimidos empregando um
eletrodo de carbono vitreo modificado com um copolimero contendo nanoparticulas de
prata. A faixa de linear de resposta foi de 0,05umol L™ a 150 pmol L' com limite de
deteccdo de 0,01 pmol L.

Conforme pode ser observado da revisdo apresentada anteriormente, a
determina¢do de Inz tem sido um tdpico de intenso e regular interesse de inimeros
grupos de pesquisa ao redor do mundo. De forma geral, o interesse na determinacdo de
Inz tem residido principalmente na determinagcdo desta espécie em formulacdes
farmaceéuticas, porém poucos esfor¢os tem sido conduzidos na aplicacdo de sensores
eletroquimicos a amostras bioldgicas.

Adicionalmente, um grande nimero de sensores para Inz tem sido desenvolvidos
focando-se exclusivamente na sensibilidade do dispositivo e negligenciando-se o fato de
que o farmaco Inz pode sofrer acentuada decomposicao em solugdes de pH superiores a
8,0 de forma a gerar uma mistura de compostos, entre eles dcido isonicotinico,
isonicotinamida, 1,2-di-isonicotinoil-hidrazina, entre outros (FLOREY et al., 1977).

Por outro lado, um aspecto comum a quase todos os sensores desenvolvidos para
determinac¢ao de Inz € o uso de nanomateriais, sejam eles metélicos, a base de polimeros

condutores, polimeros ndo condutores bem como materiais de carbono. Neste sentido, é
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apresentada a seguir uma breve revisdo em termos de aspectos gerais dos principais

materiais de carbono empregados atualmente no desenvolvimento de sensores quimicos.

2.3 Nanomaterias de Carbono

Os nano-materiais tem sido objeto de estudo em muitas dreas devido as suas
propriedades fisico-quimicas tinicas tendo aplicagdes em diversos ramos da ciéncia com
destaque no dmbito da biomedicina (CHAU, 2015) da biologia (BATTIGELLI et al.,
2013) e aplicacdes em Quimica analitica (SCIDA et al., 2011).

Como possuem pequenas dimensdes, em média na faixa de 1 a 100nm, os
nanomateriais exibem alta razdo drea de superficie-volume, elevada capacidade de
adsor¢cdo molecular, e alta resisténcia mecanica. Tais propriedades conferem aos
materiais nanoestruturados, dentre outras aplicacOes, grande potencial para o
desenvolvimento de diversos tipos de sensores, incluindo os termomecanicos, térmicos,
Opticos, magnéticos, e quimicos. (TUANTRANONT, 2013).

Atualmente hd uma grande convergéncia no que diz respeito a pesquisa
cientifica associada ao desenvolvimento e aplicacdo de novos materiais para o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Dentre os materiais usados tem recebido
destaque os materiais de carbono, tais como: grafeno e seus oxidos, nanotubo de
carbono, fulerenos, nanocarbono, nanohorns de carbono, entre outros.

Os nanomateriais de carbono apresentam excelentes caracteristicas no que diz
respeito ao desenvolvimento de sensores quimicos incluindo uma rapida cinética de
transferéncia eletronica, elevada capacidade de sor¢cdo e distribuicdo homogénea de
espécies eletroativas e catalizadores sobre suas superficies e propriedades
eletroquimicas moduldveis de acordo com seus estados de oxidagdo. (YANG et al.,

2015).

2.3.1 Grafeno

O grafeno € um material composto por carbonos de hibridizagao sp2 ligados na
forma de um anel hexagonal, os quais estdo interconectados através de uma rede
bidimensional. A origem natural do grafeno € o grafite, o qual é constituido de um
empilhamento de folhas de grafeno, empacotadas e unidas por forcas de Van der Walls.
Segundo Pati et al. (2011), podem existir trés grupos de materiais de grafeno de acordo
com o ndmero de camadas, o grafeno de camada simples (GS), grafeno com duas

camadas ou bicamada (GB) e o grafeno em poucas camadas. Quando sintetizado, a
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caracterizacdo e determinacdo estrutural do grafeno pode ser realizada por diversas
técnicas e dentre elas a Microscopia de forca atdmica (AFM, do inglé€s Aromic force
microscopy), Microscopia de tunelamento com varredura (STM, do inglés Scanning
Tunneling Microscopy ) e Espectroscopia Raman.

Conhecido pelas suas interessantes propriedades tais como grande d4rea
superficial, alta elasticidade, alta condutividade térmica, alta resisténcia mecanica, boa
condutividade elétrica dentre outras, o grafeno tem sido utilizado em pesquisas de
diversas dreas. As propriedades do grafeno s6 sdo possiveis gracas as suas ligacdes do
carbono sp2 e a sua configuracdo eletronica. (LEE et al., 2008; MOROZOV et al., 2008;
NOVOSELOV et al., 2004).

O carbono tem configuracio eletronica 1s*, 2s%, 2p” no estado fundamental. A
partir da hibridiza¢do dos orbitais s e p surgem trés orbitais sp2 que fazem ligacOes
covalentes fortes do tipo ¢ no plano da folha de grafeno. A essas ligacdes sdo atribuidas
a estabilidade energética e eldstica do grafeno. Os elétrons restantes estdo dispostos no
orbital p,, formando uma ligagdo mais fraca do tipo m, perpendicular ao plano
constituindo um sistema eletronico deslocalizado. E atribuida aos elétrons desse sistema
deslocalizado uma significativa contribuicdo para as propriedades elétricas do grafeno
(TUAN, 2015).

A nivel molecular, as folhas de grafeno apresentam regides estruturais distintas,
sendo eles o plano de base (plano basal ou basal plane) e o plano de borda (edge plane)
(BROWNSON & BANKS, 2012), conforme representado na Figura 2. Em estudos
eletroanaliticos recentes, tem-se demonstrado que embora haja contribui¢do do plano
basal, € atribuida ao plano edge a maior atividade eletroquimica do grafeno, pois o
aumento da densidade de estados eletronicos esta relacionado a uma maior quantidade
de planos edge e assim a taxa de transferéncia eletrOnica heterogénea pode ser

aumentada gerando uma rédpida cinética. (PUMERA et al., 2010; YUAN et al., 2013).
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Figura 2 - Representacdo de plano basal e de borda

Basal Plane

Edge Plane

Fonte: Brownson & Banks (2012)

O grafeno pode ser obtido por uma série de técnicas. A mais simples delas € a
esfoliacdo mecanica, um método manual onde o material oriundo da descamagdo ou
raspagem (peeling) do grafite por meio de uma fita adesiva pode ser transferido para um
substrato de interesse. Esta técnica, tem a vantagem de preservar todas as caracteristicas
do grafeno (NOVOSELOV et al., 2004). A realizacdo deste procedimento é possivel
gracas a pequena forca de atracdo das interagdes de Van der Walls entre as folhas de
grafeno. E uma técnica indicada para estudos fundamentais de caracterizacio e
determinac¢do das propriedades, contudo como o seu rendimento é pouco, ndo € indicada
para producdo em larga escala deste interessante nanomaterial de carbono (MEHL et al.,
2014).

O crescimento epitaxial é uma técnica de sintese onde as folhas de grafeno
crescem sobre um substrato cristalino ou metélico (SiC, Ru etc.) no processo chamado
de grafitizacdo. O crescimento € realizado a vdcuo em altas temperaturas, geralmente
em torno de 1300°C. E indicada para a producio de grafeno para aplicacdes em
nanoeletronica. No entanto algumas desvantagens sdo observadas, como a dificuldade
de controle da espessura em producdo rotineira e a ocorréncia de diferentes padroes de
crescimento (ZHENG & KIM, 2015).

A deposicdo quimica em fase de vapor (CVD, do inglés chemical vapor
deposition) para a producdo de grafeno dar-se-a através do crescimento de grafeno
diretamente em um substrato de metal de transicio (Ni ou Cu, por exemplo), com
exposi¢cdo a um gds de um hidrocarboneto em altas temperaturas (WHITENER JR &
SHEEAN, 2014).
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No resfriamento do substrato o carbono precipita em folhas de grafeno em
multicamadas (SUN et al., 2011). De acordo com Reina et al. (2009), algumas
vantagens sdo a produg¢do de um filme com boa qualidade, com menos defeitos e
possibilidade de transporte para um outro substrato. Como desvantagens citam-se a
possivel contaminagdo com catalisadores, custo elevado e dificuldades na producao de
camada simples de grafeno.

O grafeno também pode ser sintetizado por esfoliacio quimica do grafite por
exposicdo em um meio altamente oxidante. O tratamento € feito através do uso de
substancias como KCIO;, HNOs, H,SO,4, KMnO,4, NaNOs e H;PO,, dentre outras. Neste
caso, o produto resultante serd uma mistura de grafeno e 6xido de grafeno (GO, do
inglés graphene oxide). Este ultimo € assim chamado devido a presenca de vérios
grupos hidroxilas, epoxi, carbodxilas, cetonas, ésteres, etc, na malha estrutural

carbonacea (GAO, 2015), como mostrado na Figura 3.

Figura 3 - Folha de grafeno funcionalizado contendo grupos oxigenados.

FONTE: Pei & Cheng (2012)

Alguns estudos utilizando ressonancia magnética nuclear sugerem que os grupos
hidroxila e epdxi estdo localizados no plano basal do grafeno e os grupos lactol, éster e
carboxilas e cetonas, em pequenas quantidades, estdo localizadas no plano de borda
(edge) da folha de grafeno. Esses grupos funcionais conferem ao 6xido de grafeno sitios
para vérias reacoes de modificacdo da sua superficie, de forma a possibilitar um vasto
campo para producdo de materiais baseados em gafeno (SINGH et al., 2011). O
tratamento quimico oxidativo do grafeno tem fornecido monocamadas de grafeno em

quantidades apreciavés para aplicacdes em varios campos (PARVEZ et al., 2015).
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No entanto, os fortes agentes oxidantes favorecem um enfraquecimento das
forcas de Van der Waals entre as camadas de grafite, pois as moléculas dos reagentes se
acomodam entre as camadas, gerando um espacamento entre elas. O resultado é um
rompimento parcial das ligacdes do tipo sp>-sp’, resultando em folhas com carbonos
possuindo liga¢des do tipo sp’-sp’, tornando esse material menos estivel e com
propriedades diferentes do grafeno oriundo de outros métodos (JESUS et al., 2012).

Desta forma, o material produzido serd de baixa condutividade elétrica,
dispersivel em meio aquoso, porém ndao homogéneo e amorfo (DREYER et al., 2010).
Portanto, tratamentos subsequentes de 6xido de grafeno sdo necessarios para a redugdo
do mesmo de forma a proporcionar-se uma melhora nas caracteristicas importantes
destes materiais, no que tange suas aplicacdes no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos, tais como sua condutividade elétrica.

Em geral, a redu¢do de GO pode apresentar rendimentos varidveis. Por exemplo,
grupos epoxi e hidroxilas em uma parte do grafeno sem defeitos de rede sdo faceis de
remover, mas os localizados nos locais de defeitos e nas bordas sdo mais dificeis. Além
disso, uma elevada concentracdo de defeitos de rede dificulta muito a retirada de
oxigénio e os proprios defeitos de rede sdo dificeis de se reestabelecer apds tratamento
quimico (PEI & CHENG, 2012).

Segundo Parvez et al. (2015), apesar de diversos métodos para reducdo de GO
terem sido propostos, em nenhum deles se conseguiu uma reversao total do processo
oxidativo, sendo os principais métodos para reducdo do GO a reducdo quimica, térmica,
assistida por plasma, fotocatalitica e solvatotérmica.

Baseado na extraordindria capacidade de transferéncia eletronica e na alta drea
de superficie especifica, grafeno funcionalizado se habilita como excelente promotor de
troca eletronica entre superficie de eletrodos e analitos diversos, tornando-se excelente
para o desenvolvimento de sensores (VASHIST & LUONG, 2015).

Dentre estes materiais a base de grafeno, o 6xido de grafeno reduzido (reduced
graphene oxide) obtido por via quimica tem sido grandemente utilizado em
eletroanalitica na detec¢do de diversas substincias. A atividade eletroquimica desses
materiais parcialmente funcionalizados tem sido atribuida a estrutura porosa, aos
defeitos em suas folhas, aos grupos funcionais (principalmente os oxigenados)
resultantes, e as impurezas oriundas destes processos de fabricagdo. (BROWNSON &

BANKS, 2014).
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2.3.2  Nanotubos de Carbono

A descoberta dos nanotubos de carbono € atribuida ao japonés Sumio lijima em
1991 (PUJADO, 2012). Os primeiros relatos da existéncia de nanotubos de carbono
datam de 1952 e foram feitos pelos russos Radushkevich e Lukyanovich com base em
medidas de microscopia eletronica de transmissdao. Contudo, tais estruturas de carbono
ndo tinham sentido até a divulgacdo dos trabalhos de lijima.

Os nanotubos de carbono (NTC) sdo construidos a partir de ligacOes entre
carbonos com hibridizagdo sp® formando anéis hexagonais, e estes anéis ligados
covalentemente formando uma rede com formato de um tubo cilindrico, com didmetros
medidos na ordem de nandmetros e os comprimentos em micrometros (Figura 4). Os
grupos mais distintos sdo (RIVAS et al., 2007):

e Nanotubos de Carbono de parede Simples (SWCNT): Constituidos de
uma unica folha de grafeno enrolada, formando um cilindro de 1-2 nm de
diametro.

e Nanotubos de Carbono de multiplas paredes (MWCNT): Constituidos
como folhas de grafeno enroladas de formas cilindricas concéntricas ,
com vdrias camadas separadas por uma distancia de aproximadamente
0,34 nm, sendo que a extensdo da abertura dessas camadas varia de 2 a
25 nm. A estabilizacdo desses nanotubos se dd por forcas de forcas de

van der Waals.

Figura 4 - Representagdo esquemadtica dos Nanotubos de carbono de parede simples e
de paredes multiplas respectivamente. A: MWCNT. B: SWCNT
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v

2-25 nm
. Fonte: Metters & Banks (2012)
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Por possuirem propriedades tnicas os NTC tém sido objeto de intimeras
pesquisas. Apresentam alta condutividade térmica, caracteristica que contribui para
melhoria significante de propriedades termomecanicas de materiais compdsitos. Em
geral comportam-se como semimetdlicos e metélicos e quando condutores podem
apresentar resistividade em torno de 10™Q a 27°C de forma a caracterizar-se como um
dos materiais de carbono de maior condutividade elétrica. (KAUSHIK & MAJUMDER,
2015)

A maneira pela qual as folhas de grafeno sdo enroladas é determinante da
estrutura dos nanotubos de carbono e suas propriedades fisicas, tendo relevancia dois
parametros resultantes dos indices de Hamada (n,m)(HAMADA et al.,, 1992): a
helicidade (angulo quiral (), quiralidade) e o diametro do nanotubo. Pode-se calcular o
vetor quiral C}, ou vetor de Hamada através da equacdo (1), onde m e n sdo nimeros
inteiros e a; e az sdo valores unitdrios dos vetores de base da rede hexagonal de grafeno
(Figura 5).

Ch =naq + ma, (1)

O vetor quiral define e conecta a posicdo relativa de dois sitios
cristalograficamente iguais (ROMERO et al., 2002).

Uma vez que os médulos de a; e a, sdo iguais, um valor aproximado da
distancia entre as ligacdes de carbono-carbono (a._.) poderd ser calculado a saber
la; | = |a,| = 321,42 = 2,46 A . Assim, se os efeitos de curvatura no comprimento
de ligacdes C-C forem desprezados, o médulo do vetor quiral e o didmetro do nanotubo
poderdo ser calculados a partir da equacdo (2) representada abaixo, para NTC com
diametros maiores que 1,0 nm (SOUZA FILHO et al., 2007). De acordo com Malagu et
al (2015) um modelo téorico foi proposto e o angulo quiral () pode ser calculado a

partir da equagdo (3)

de = IChl/n =a®m?® + m? + mn)/w @)

+ 3

0 = Arctan( Sm ) )
2n+m

Quando 6 = 0° e 8 = 30° os nanotubos sdo considerados do tipo Zig-zag e

armchair respectivamente. Enquanto que se possuir valores de 6 no intervalo de 0° e
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30°, o NTC € chamado de quiral (MARANA et al., 2016). As congiguracdes Zig-zag

armchair e quiral estdo representadas na Figura 6.

Figura 5 - Vetores de base e quiral na rede de grafeno.
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FONTE: Malagu et al. (2015).

Os nimeros de paredes dos nanotubos, o angulo de enrolamento (quiralidade) da
folha de grafeno e o didmetro do nanotubo determinam o tipo de conducdo elétrica
nesses materiais. Os MWCNT sdo essencialmente de carater metalico. Ja nos SWCNT,
o tipo de arranjo influenciard nas propriedades elétricas. Em geral os NTC do tipo
armchair sdo condutores, enquanto que os do tipo quiral e zigue-zag podem ser
condutores e semicondutores dependendo do didmetro do nanotubo.

A sintese seletiva de NTC baseados em sua quiralidade ndo é pratica, pois em
geral os nanotubos sdo obtidos como misturas contendo isdmeros com quiralidades,
comprimentos e raios distintos, no entanto, recentemente a fabricacdo seletiva de
nanotubos de carbono do tipo armchair foi conseguida (BAUGHMAN et al., 2002;
GOODING, 2005; NAKANISHI et al., 2014; TOUR, 2014).

Diferentes rotas de sintese tém sido tomadas para produzir vdrios tipos de
Nanotubos de carbono. Dentre elas citam-se: Pirdlise de grafite, Sintese catalitica,
Descarga por arco elétrico, ablagdo por laser, Deposi¢do quimica por vapor (CVD),
Decomposi¢do do monodxido de carbono sob alta pressdo (HiPCO). Tais processos t€m a
desvantagem de produzir impurezas, como carbono amorfo e particulas metélicas
oriundas de catalizadores. Muitos trabalhos sobre sintese de NTC ja foram realizados
para minimizar o custo € a geracdo de impurezas. As técnicas de CVD e a sintese

catalitica t€m melhorado o controle dessas varidveis, no entanto, as pesquisas ainda
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estdo em desenvolvimento para que se consiga atender aos critérios 6timos de producio
como custo, eficicia, rapidez e produ¢do em massa. (HERBST et al., 2004; LAWAL,
2016).

Figura 6 - Congiguracdes Zig-zag, armchair e quiral em nanotubos de carbono.

(10,0) (6,6)
zig-zag armchair

Fonte: Bell (2015).

A Producdao de NTCPM por descarga de arco elétrico requer o controle dos
parametros experimentais para que se consiga um bom rendimento, devendo ser
realizado com extremo cuidado pois produz uma mistura de compostos que precisam de
purificacdo posterior. Em geral a producdo de CNT por esta técnica baseia-se na
aplicacdo de um arco elétrico entre dois eletrodos cilindricos de grafite com 1 a 4 mm
de distancia entre eles, com 6 a 12 mm de didmetro, dispostos verticalmente ou
horizontalmente, dentro de uma camara a baixas pressdes na presenga de um gds inerte
como He ou N, E gerado um plasma entre os eletrodos, a altas temperaturas (préximas
a 4000°C) com aplicacdo de uma tensdo que varia de 20 a 25 V e uma corrente continua
na faixa de 50 a 120 A. As temperaturas atingidas excedem o ponto de sublimacdo do
carbono, dessa forma material carbonidceo do eletrodo positivo (anodo) € transferido
para o eletrodo negativo (catodo)(KUCHIBHATLA et al., 2007).

O método de ablacdo por laser é semelhante a0 método de descarga em arco, no
entanto, neste método o material carbdnico € vaporizado a partir de um bastdo sélido em
fluxo de gases nobres (He ou Ar). O processo inicia-se em um tubo de quartzo a uma
pressdo menor que 10 Torr, elevando-se a temperatura em torno de 1200°C. Entdo se
preenche o tubo de quartzo com o gas inerte e um pulso de laser de alta poténcia é

aplicado sobre o eletrodo de grafite. O material carbonico vaporizado € entdo arrastado
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pelo fluxo do gés inerte até um coletor resfriado por dgua, onde entdo condensa-se e
deposita-se na forma de uma fuligem rica em nanotubos. Este método fornece um
material com baixas quantidades de carbono amorfo, com uma pureza maior (70 a 90%)
quando comparado aos produzidos por arco elétrico (MUBARAK et al., 2014; THESS
et al., 1996) .

A Deposi¢do por vapor quimico (CVD do inglés chemical vapor deposition) é
uma técnica que permite a deposicdo de filmes finos de diversas matrizes no estado
s6lido (KOPONEN, 2016), surgiu com potencial para producdo de NTC em larga em
escala a partir de 1996. Na sintese de nanotubos de carbono por CVD os catalisadores
sdo depositados em um substrato, para entdo sofrerem um processo de nucleacio, este
pode ser realizado através de tratamento quimico ou térmico. Este material de suporte
pré-tratado € entdo colocado em um reator, aquecendo-se a uma temperatura que varia
de 600 a 1200°C. Uma mistura gasosa contendo hidrocarbonetos (Acetileno, metano
etc.) e um gés de processo (Hidrogénio, argonio etc.) € entdo liberada para reagir com os
catalizadores metdticos em um intervalo de 15 a 60 min. O material precursor quando
decomposto, produz carbono sélido, que € entdo coletado em um recipiente com gas
hidrogénio sendo eliminado por exaustdo (SHAH & TALI, 2016). Comparado aos
métodos de Ablacdo por laser e Descarga por arco elétrico, o método CVD € o mais
promissor para produ¢do em massa pois apresenta vantagens como condi¢des de uso
mais brandas, sintese controlavel e baixo custo (MIAO, 2013).

Os nanotubos de carbono podem ter suas propriedades alteradas, através de
reacoes ou adsorcao de certas espécies quimicas as suas estruturas, com a finalidade de
melhorar suas condicdes de uso. Por exemplo, a solubilidade e a dificil manipulacdo em
solventes limita o uso de NTC. Como alternativa, a funcionalizacio de NTC é um
importante artificio para ampliar o campo de aplicacdo desses materiais.

TASIS et al. (2006), relatam uma série de modificacdes que os NTC podem
sofrer, como a adicdo de dtomos de Flior nas paredes laterais do NTC tornando-os
soluveis em alcoois. Esses NTC fluorados ainda podem reagir com Diaminas ou Didis
gerando nanotubos soliveis em 4cidos diluidos e d4gua. A funcionalizagdo de NTC pode
alterar as propriedades mecanicas e elétricas dos NTC de origem e desta forma, poderdo
ser explorados para o desenvolvimento de vérios dispositivos e para o uso em sensores
(SOUZA FILHO, & FAGAN, 2007) .

Em aplicacOes eletroquimicas hd basicamente duas principais abordagens ao se

utilizar nanotubos de carbono. A primeira € imobiliza¢gdo de nanomateriais em uma
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superficie de eletrodo. A segunda, é fazer o crescimento de NTC em um substrato, e ele
mesmo ser usado com eletrodo. A primeira abordagem € a mais utilizada. Nesta maneira
os NTC sao dispersos em um meio apropriado e uma aliquota é colocada sobre o
eletrodo de trabalho. Havendo a evaporacdo do solvente, os nanomateriais ficam
imobilizados na superficie do eletrodo desejado (METTERS & BANKS, 2012).

Os eletrodos modificados com NTC possuem algumas vantagens sobre outras
formas de eletrodo baseados em materiais de carbono (carbono vitreo, grafite e
diamante), devido ao seu tamanho pequeno, alta estabilidade quimica, alta
condutividade elétrica e térmica, alta resisténcia mecanica, alta drea superficial
especifica. Como possuem longo comprimento e pequeno didmetro, podem ligar-se
mais facilmente a proteinas exibindo melhor eletroatividade. Também possuem ripida
transferéncia eletronica, assim exibem excelente atividade eletrocatalitica e
comportamento redox para diferentes compostos. Eletrodos modificados com NTC
resultam em baixos limites de detec¢do, alta sensibilidade, redu¢do de sobrepotenciais.
Dessa forma os NTC sao uma excelente alternativa para o desenvolvimento de sensores
e biosensores (AHAMMAD et al., 2009; LI et al., 2008; SAHA et al., 2014).

Os Nanotubos de carbono tém sido utilizados para desenvolver sensores de
natureza eletroquimica em diversas dreas (FENG et al., 2013; RONG et al., 2008; TIAN
et al., 2014; ZHAO et al., 2009; CHAMJANGALI et al., 2015; SINGH et al., 2014). A
natureza eletrocatalitica dos NTC tem sido atribuida aos seus sitios ativos, residentes
nas extremidades abertas, ao plano de borda (edge) do grafite pirolitico e a defeitos nas
paredes laterais dos nanotubos. Estes defeitos sao os sitios mais ativos, devido a elevada
densidade de elétrons m desemparelhados (AXET et al., 2016). As propriedades dos
SWCNT e MWCNT sao semelhantes. No entanto, as paredes dos SWCNT possuem
menos defeito, uma caracteristica que tem motivado a utilizacgdo de MWCNT em um

maior nimero de pesquisas (WEI et al., 2014).

2.3 Ftalocianinas

Ftlatocianinas (Pc) s3o compostos macrocicliclos planares com estrutura
quimica relacionada as porfirinas, contendo 4 unidades de anéis isoindol unidos por
ligacdes do tipo Azo (-N=). Sua caracteristica aromética se da pela presenca de 18 pares
de elétrons m deslocalizados, constituindo uma nuvem eletrOnica que se arranja
alternadamente entre 4&tomos de carbono e nitrogénio, formando um sistema conjugado.

Esse arranjo eletronico confere as ftalocianinas suas principais propriedades como
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estabilidade quimica, térmica, tornando-os tteis para aplicacdo em diversos campos da
ciéncia (NALWA, 2001), industria e medicina (ISAGO, 2015) bem como no
desenvolvimento de sensores quimicos (VALLI, 2005; KUMAWAT et al., 2015).

Como exemplos cita-se o uso dessas substancias como agentes fotocondutores
em fotocopiadoras, reagentes para terapia fotodindmica para terapia do cancer,
elementos de células fotovoltaicas para geracdo de eletricidade, eletrofotografia,
utilizagdo para leitura Optica e gravacdo em discos de computadores, pigmentacdo de
materiais diversos com plésticos, couro e tintas, em eletrocatdlise além de outros usos
(KOBAYASHI, 1999).

Basicamente, as ftalocianinas formam um extenso grupo de compostos
organicos sintetizados artificialmente. Na auséncia do atomo metdlico no centro do
macrociclo, sdo chamadas de ftalocianinas livres (L-Pc). Quando possuem um centro
metdlico (geralmente metais de transi¢do) as ftalocianinas sd@o chamadas de
metaloftalocianinas (M-Pc). Segundo De La Torre et al. (2007), os &4tomos de
hidrogénio da cavidade central podem ser substituidos por mais de 70 metais diferentes,
e tanto nas M-Pc como nas L-Pc vérios substituintes podem ser incorporados na
periferia do macrociclo e em suas posi¢Oes axiais.

Desta forma, as propriedades fisicas das Pc podem ser modificadas, por
exemplo, no melhoramento da solubilidade em dgua (WANG et al., 2013), ou mesmo
na alteracdo das atividades fotofisicas e cataliticas (LO et al., 2007), quando se troca o
centro metdlico ou os ligantes equatoriais e axiais. A Figura 7 abaixo exibe algumas

variagdes da estrutura quimica de Pcs.

Figura 7 a) Representacao de Ftalocianina livre b) Representagdo genérica de
ftalocianina metélica c) representacdo de Ftalocianina de cobre
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Fonte: Autor.
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As metaloftalocianinas (M-Pc) sao conhecidas como catalizadores de reagdes
quimicas homogéneas e heterogéneas. Em muitas dessas reagdes esses compostos agem
promovendo a oxidacdo de muitas substancias, sendo conhecidos também, como
redutores de oxigénio molecular (BAKER et al, 2008). Quando em contato com uma
superficie condutora como a de um eletrodo, as ftalocianinas exercem alta atividade
eletrocatalitica e portanto, t€ém sido objeto de estudo em vdrias reagdes eletroquimicas
(ZAGAL, 1992; SILVA et al., 2013), fazendo dessas moléculas, interessante material
para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos.

A influéncia do centro metdlico (LOPES et al., 2002) e do amplo sistema de
conjugacdo de elétrons m das M-Pc, dentre outras vantagens, conferem as suas
estruturas quimicas minima reorganizacdo energética, tornando-as capazes de participar
de processos redox rapidos e desta forma agirem como mediadores de transferéncia
eletronica nas reacdes de diversas moléculas (ZAGAL et al., 2010) como Dopamina
(ONI & NYOKONG, 2001), hemoglobina (LIU et al., 2010), Serotonina (PATRASCU
et al., 2011), Catecol (APETREI, 2013), dentre outras, pois propiciam uma diminui¢ao
do potencial requerido para que a reagdo ocorra com producdo de bons sinais de
corrente.

Em ordem crescente, as Metaloftalocianinas utilizadas em eletroandlise e que
sdo estudadas com maior frequéncia sdo as MnPc, FePc e CoPc respectivamente, tendo
maior destaque as duas dltimas (ZAGAL, 2010). Ressalta-se a excelente atividade redox
de FePc e CoPc para deteccdo de hidrazina e isoniazida (FOSTER et al., 2014; LI et al.,
2011; OZOEMENA & NYOKONG, 2005).

SHAHROKHIAN et al. (2009), relatam que as fatalocianinas de Ferro e seus
complexos tém despertado interesse, pois esses compostos, quando utilizados como
modificadores de eletrodos, tem apresentado boa resposta em relacdo aos processos
eletrédicos.

Ftalocianinas associadas a nanotubos de carbono ou a Grafeno, criam um efeito
sinérgico, melhoram significativamente o sinal de corrente, aumentam a magnitude da
resposta € melhoram a sensibilidade e a seletividade em andlises de moléculas
especificas (LIN et al., 2010; LUZ et al., 2008; SILVA et al., 2007; WAN et al., 2015).
Dessa forma, nesse trabalho foi proposto um sensor eletroquimico baseado em
ftalocianina de ferro, nanotubo de carbono oxidado de paredes multiplas e 6xido de

grafeno para determinacao de isoniazida.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

A presente dissertacdo tem como objetivo geral o desenvolvimento de um
sensor explorando um material compdsito a base de nanotubos de carbono de paredes
multiplas oxidado-6xido de grafeno modificado com ftalocianina de ferro para

determinacao de isoniazida.

3.2. Objetivos especificos

a) Modificar o Eletrodo de Carbono Vitreo com Nanotubo de Carbono
Oxidado (MWCNTO-GO) e com Ftalocianina de Ferro (FePc) de forma
a aumentar as propriedades eletrocataliticas destes compostos, visando a
oxidagdo eletroquimica da isoniazida.

b) Caracterizar os MWCNTO-GO, o filme compdsito MWCNTO-GO/FePc
empregando a Microscopia Eletroquimica de Varredura (SECM),
Microscopia Eletronica de transmissdo e Espectroscopia Raman.

c) Estudar as propriedades eletrocataliticas da oxidacdo eletroquimica da
isoniazida e determinar parametros cinéticos utilizando as técnicas
eletroquimicas (Voltametria Ciclica e Espectroscopia de Impedancia
eletroquimica).

d) Construir curvas analiticas para a determinacdo de isoniazida utilizando a
amperometria de acordo com os parametros otimizados para quantificar

isoniazida em amostras de plasma sanguineo e saliva artificiais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Materiais e Reagentes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. O
nanocompdsito baseado em Nanotubo de carbono/6xido de grafeno foi preparado de
acordo com o método proposto por Zanin e seus colaboradores (ZANIN et al., 2014;
ZANIN et al., 2015). Ftalocianina de Ferro e Isoniazida foram comprados da Sigma-
Aldrich. Etanol, bicarbonato de sddio, fosfato monobasico de sédio, fofato dibasico de
sddio, tiocianato de potdssio, Acido latico, cloreto de magnésio, cloreto de célcio,
sulfato de sdédio, hidréxido de sédio, cloreto de sédio, cloreto de potdssio, dcido
hidroclérico, dimetilsulféxido, hidréxido de sédio e acido citrico foram obtidos da
Vetec Quimica Fina LTDA (Brasil). Todas as solucdes foram preparadas com &dgua
purificada em um sistema OSIO0LXE da companhia GEHAKA (Gehaka Ltd., Sdo
Paulo-SP, Brasil)

4.2. Medidas Eletroquimicas

As medidas de Voltametria ciclica, Amperometria e Espectroscopia de
Impedancia Eletroquimica foram realizadas utilizando-se um potenciostato /
galvanostato da Autolab PGSTAT (Eco Chemie) controlado com o software GPES 4.9
ou FRA 2. Uma célula eletroquimica contendo trés eletrodos foi utilizada para todas as
medidas. O eletrodo de trabalho foi de carbono vitreo modificado com
FePc/MWCNTO-GO, o contraeletrodo e o eletrodo de referéncia foram um eletrodo de
platina e Ag/AgClg, respectivamente. As resisténcias de transferéncia de carga dos
sensores foram obtidas através dos espectros de impedancia registrados em solucao de
KC1 0,1 mol L' contendo 1 mmol L™ de [Fe(CN)6]3' em uma faixa que varia de 10 mHz

— 0.1 MHz sob uma amplitude de 10mV.

4.3. Microscopia eletroquimica de varredura (SECM, do inglés scanning

electrochemical microscopy)

Experimentos de Microscopia Eletroquimica de Varredura foram realizados
utilizando um microscopio da marca Sensolytics (Bochum, Germany) acoplado a um bi-
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128 N da Eco chemie (Utrecht,

Netherlands). As imagens e as curvas de aproximagao foram feitas utilizando o modo de
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feedback do SECM em uma configuracdo com quatro eletrodos a temperatura ambiente
que utiliza uma fase de traducdo em trés eixos conduzidos por 3 motores de passo (eixo
X, y € z) para posicionar a tip. As sondas utilizadas foram microeletrodos de platina
adquiridas comercialmente, com raio a de 5 um e RG ~10 (RG ¢ a relacao entre o raio
da parte isolante (vidro), rg, e a parte condutora condutora (platina), entdo RG = rg/a )
sendo aplicado neste um potencial de -0,2V vs. Ag/AgCl, um potencial escolhido

realizando voltametria ciclica com a sonda de Pt a d > 500 um.

4.4. Sintese de nanotubos de carbono oxidado de paredes miiltiplas

O compésito MWCNTO-GO foi preparado de acordo como método proposto
por Zanini e seus colaboradores (ZANIN et al., 2014; ZANIN et al., 2015). Em resumo,
MWCNTO em p6 foi preparado usando uma mistura de canfora e ferroceno em um
forno por deposicdo térmica de vapor quimico (chemical vapour deposition, CVD). A
mistura foi vaporizada a 220°C em uma antecamara e seus vapores foram carreados por
um fluxo de gas argdnio para a camara do forno de CVD numa temperature de 850°C a
pressdo atmosférica. Os vapores foram rapidamente inseridos na cidmara, que tem um
aparato propicio para confind-los na regido reativa. A grande quantidade de precursores
e as melhores condi¢des foram adequadas para converter vapores em p6 de MWCNTO.
O tempo decorrido durante o processo usado para produzir o MWCNTO foi de apenas

alguns minutos.

4.4.1 Tratamento de funcionalizagdo de MWCNTO

Os nanotubos de carbono previamente obtidos foram tratados por plasma de
oxigénio por 10 min. As amostras funcionalizadas com oxigénio foram denominadas
MWCNTO-GO. Um tratamento acido foi utilizado para remover as particulas cataliticas
do MWCNTO em p6. As amostras foram submetidas a um processo de sonicag¢do por 5
h em HCI 10 mol L™ ¢ em seguida foram lavadas em dgua e secos. Para incorporar os
grupos contendo oxigénio foi empregado um reator de plasma de corrente continua
pulsada a uma pressao de 300 mTorr, -900 V e com frequéncia de pulso de 20 kHz. O
p6 de MWCNTO foi oxidado usando uma agitacdo in situ permitindo que o plasma de
oxigénio alcangasse tridimensionalmente as amostras. O p6 de MWCNTO foi
desaglomerado durante o processo. Este sistema de agitacdo funciona como um catodo

oco formando um denso plasma de oxigénio em todo o seu volume interno. Os
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tratamentos com plasma de oxigénio foram realizados por 10min. As amostras

funcionalizadas com oxigénio foram denominadas MWCNTO-GO.

4.5. Preparacdo do sensor

A superficie do eletrodo de carbono vitreo foi polida com uma suspensdo de
alumina antes da modificacio do mesmo com posterior lavagem com dgua destilada
para remover as espécies adsorvidas. Apds a limpeza da superficie do eletrodo, uma
suspensdo foi preparada pela mistura de 2,0 mg de MWCNTO-GO, 1,0 mg de FePc e
500 pL de dimetil sulféxido (DMSO). Entdo 20 pL dessa suspensdo foram colocados
diretamente na superficie do eletrodo e deixou-se o conjunto secar a 50°C por 30 min
para a formar o compdsito FePc/MWCNTO-GO na superficie do eletrodo. Depois
disso, 10 uL de solu¢do metandlica de Nafion® 5 % (m/v) foi adicionada sobre o filme
compdsito e deixou-se 0 conjunto secar a temperatura ambiente. Finalmente, o eletrodo
modificado foi completamente lavado com dgua destilada e colocado dentro da célula

eletroquimica.

4.6. Preparacdo das amostras de saliva e plasma artificiais

A saliva artificial foi preparada de acordo com a formula descrita em Botta et al.
(2010). A saliva artificial foi feita com diferentes concentracoes das substincias em mg
mL™: KCI (0,96), NaCl (0,67), MgCl, (0,04), KH,PO, (0,27), CaCl, (0,12), Nipagin
(0,01), Nipasol (0,1), Carboximetil Celulose (8,0), Sorbitol (24,0). Todos os
componentes foram dissolvidos em dgua destilada. O plasma artificial foi feito com
diferentes concentracdes dos sais em mg mL"': KCI (0,225), CaCl,-2H,O (0,293),
MgCl,-6H,O (0,311), Na,HPO,4 (0,238), NaHCO3 (0,352), NaCl (8,036), e Na,SO4
(0,072) (LIU et al., 2006).



RESULTADOS E

DISCUSSAO



48

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo do MWCNTO-GO

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM, do inglés Transmission electron
microscopy) do material MWCNTO-GO (Figura 8 (a)) revela defeitos causados pela
esfoliacdo e oxidacdo das extremidades e paredes do MWCNT-GO. A microscopia
revela uma estrutura com boa cristalinidade e em forma de bambu cujo didmetro médio
¢ de ~25 nm, nanotubos possuindo defeitos em suas paredes com espaco interplanar de

~0,33 £ 0,02 nm (ZANIN et al., 2014).

Figura 8 - (a) Microscopia de Transmissao Eletronica e (b) Espectro Raman da amostra
de MWCNTO-GO
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Fonte: Zanin et al. (2014).

A Figura 8 (b) mostra o espectro de espalhamento Raman de primeira e segunda
ordem do MWCNT e MWCNTO-GO. A deconvolugdo foi realizada utilizando formas
Lorentzianas para a banda D, G e G’ e as formas Gaussianas para as bandas em torno de
1250, 1480 e 1611 cm! (ombro D') (ZANIN et al., 2014). A banda D € usualmente
atribuida a desordem e aos defeitos nos cristalitos de carbono. A banda G ¢ atribuida a
um dos dois modos E, correspondente aos estiramentos vibracionais no plano basal
(dominio sp?) do cristal simples de grafeno. A alta intensidade da banda G’ revela que

esses materiais apresentam alta cristalinidade. No espalhamento Raman de primeira
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ordem do MWCNTO-GO para anular a deconvolu¢do foi necessdrio adicionar dois
picos de Gaussian centrados em 1250 e 1480 cm™'. Provavelmente o ombro tem sua
origem em dupla ressonéncia, porque seu deslocamento Raman (~1200 cm™) é um
ponto nas curvas de dispersao de fonons para o grafeno. A origem da banda 1480 cm™ é
provavelmente correlacionada com o grupo polar originado na superficie do

MWCNTO-GO (ZANIN et al., 2014).

5.2. Construgdo e caracterizagdo eletroquimica do Sensor FePc/ MWCNTO-GO /GC

Ap6s a construcao do sensor (FePc/MWCNTO-GO), realizou-se 20 ciclos no
intervalo de potencial de -500 mV a 500 mV em tampao fosfato (pH=7,0) 0,1 mol L'a
uma velocidade de varredura de 25 mV s'. O eletrodo modificado com
FePc/MWCNTO-GO forneceu uma resposta eletroquimica estivel. Devido a
estabilidade e reversibilidade eletroquimica dos pares redox associados ao
FePc/MWCNTO-GO, tornando-se atrativo para o seu uso como um mediador do
transporte de elétrons entre o eletrodo e a isoniazida.

A Figura 9 mostra os voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo

modificado com FePc/MWCNTO-GO em solucdo tampao de fosfato (pH 7,0) a vérias
velocidades de varredura (10 - 2000 mV s'l).

Figura 9 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado FePc/MWCNTO-
GO/GC em solugdo de tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) a velocidades de varredura
de 0,00522,0 Vs'';

600- 2000 mVs'
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Fonte: Autor
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Como pode ser visto, na varredura de potencial no sentido positivo, 0s
voltamogramas ciclicos exibem um pico anddico que esta relacionado com a oxidagdo
de Fe (II) (OWLIA & , JAMES, 1987). Enquanto que a varredura de potencial no
sentido catddico apresenta um pico relacionado com a redugao de Fe (IIT) (OWLIA &,
JAMES, 1987). Adicionalmente, o pico anddico apresenta um deslocamento para
valores de potenciais mais positivos (AE = 322 mV), enquanto o pico catédico desloca
para valores de potenciais mais negativos (AE = 0,268 mV), o que indica uma limitacao
na cinética de transferéncia de carga, a qual pode estar associada as interacdes quimicas
entre os ions do eletrélito e o modificador (SI et al., 2015).

Conforme pode ser observado na Figura 10, as correntes de pico anddica e
catédica do par Fe (II) / Fe (IlI) foram diretamente proporcionais a velocidade de
varredura do potencial elétrico. A observacdo de um par redox estdvel e bem definido
indica que o FePc/MWCNTO-GO exibe respostas eletroquimicas caracteristicas de
espécies redox confinadas na superficie do eletrodo. Além disso, o potencial formal [E”
= (Epa + Epc) / 2, onde E,, e E,. sdo os potenciais de pico anddico e catddico,
respectivamente] apresentou-se independente da velocidade de varredura para
velocidades abaixo de 500 mV s, sugerindo uma elevada cinética de transferéncia de

carga (BROWNSON & BANKS, 2014).

Figura 10 - Grafico Ip vs. v obtido a partir dos voltamogramas da Figura 9 .
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Fonte: Autor
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A cobertura de superficie associada a espécie eletroativa confinada na
superficie do modificador FePc/MWCNT-GO foi calculada a partir da seguinte equagao
(GOSWAMI et al., 2014).

I, = n*F?vArl /4RT 4)

onde v € a velocidade de varredura, A € a area de superficie , I, € a corrente de pico, /"€
a concentragdo na superficie das espécies eletroativas, e os outros simbolos t€m os seus
significados usuais. Tomando-se a média de ambos os resultados anddicos e catddicos,
o valor de /" foi estimado em 5,03 x 10 mol cm™ 2. A 4rea de superficie calculada foi de
0,138 cm?, obtida a partir de experimentos com ferricianeto de potéssio e empregando-
se a equacdo de Randles-Sevcik (BARD & FAULKENER, 2000).

O coeficiente de transferéncia de carga (o), e a constante aparente de
velocidade heterogénea de transferéncia de carga (ks), entre o eletrodo e o par redox
confinado na sua superficie foi avaliada por voltametria ciclica a partir da variacdao dos
potenciais de picos anddicos e catddicos com o logaritmo das velocidades de varredura

mediante o emprego do método descrito por Laviron (1979) ( Figura 11).

Figura 11 - Gréifico E,vs. log v obtido a partir dos voltamogramas da Figura 9
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Fonte: Autor

A Figura 11 mostra as magnitudes dos potenciais de pico (E,, and E, ) como

uma fung¢do do logaritimo da velocidade de varredura (log v). Como pode ser visto, 0s
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valores de E, foram linearmente proporcionais ao logaritimo da velocidade de varredura
para altas velocidades. Os coeficientes angulares das curvas de E versus log(v / V s™)
para os picos catédicos e anddicos foram -127mV e 156mV, respectivamente. A partir
da teoria de Laviron (1979), o coeficiente angular do segmento linear para o pico
catodico e para o pico anodico sao iguais a —2.303RT/onF e 2.303RT/(1-o)nF,
respectivamente.

Os valores calculados para a e (1-a) foram 0,46 e 0,38, respectivamente. Assim
sendo, um valor médio de 0,42 para a foi usado nos estudos subsequentes. A constante
de transferéncia eletrOnica aparente também pode ser determinada de acordo com a

seguinte equacdo (LAVIRON, 1979):

log(ks) = a log(l1—a )+ (1—a )log(a )—1log(RT/nFv) —a log(l—

o )nFAE,/2,3RT 5)

A partir da equagio (5), o valor médio encontrado para k, foi de 0,76 s, o qual
foi semelhante aos descritos na literatura para outros modificadores com grande
eficiéncia eletroquimica (NASIRIZADEH, 2013). O desempenho do sensor
FePc/MWCNTO-GO/GC foi avaliado em relagdo a cada um dos componentes isolados
(MWCNTO-GO/GC e FePc/GC) bem como em relacdo ao eletrodo de carbono vitreo
limpo por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) sob condi¢des de circuito
fechado em solugdo de KCl 0,1 mol L contendo [Fe(CN )6]3' 1,0 mmol L! (Figura 12).

O circuito equivalente de Randles inserido na Figura 12 foi usado para modelar
os dados de impedancia eletroquimica, onde R é a resisténcia de solucdo, Q € o
elemento de fase constante, R, € a resisténcia de transferéncia de carga, e W € a
impedancia de Warburg. O grafico de Nyquist mostra uma resposta linear na faixa de
baixas frequéncias indicando a presenca de efeitos de transferéncia de massa na
interface eletrodo-solucao. Por outro lado, o grafico de Nyquist mostra um semicirculo
no dominio de alta frequéncia atribuido a resisténcia de transferéncia de carga na
interface eletrodo-solucdo.

A resisténcia de transferéncia de carga (R.) do eletrodo de carbono vitreo foi de
174 Q, enquanto que, apds a modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com FePc /

MWCNTO-GO, R foi reduzida para 26,53 Q. Os valores R para eletrodo de carbono
vitreo modificado com MWCNTO-GO e FePc foram 3,33Q e 921 Q, respectivamente.
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Figura 12 - Diagrama de Nyquist para o eletrodo modificado FePc/MWCNTO-GO/GC
(linha preta) eletrodo de carbono vitreo (linha azul) em solu¢do de KCI 0,1 mol Lt
contendo 5 mmol L' de [Fe(CN)6]37. Figura inserida: Circuito equivalente de Randles.
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Fonte: Autor

A transferéncia de carga, obviamente, diminui quando MWCNTO-GO foi
colocado sobre a superficie do eletrodo indicando que o MWCNTO-GO promove
transferéncia de carga de forma eficiente, 0 que pode ser atribuido a sua elevada
condutividade. Estes resultados confirmam que a modificacdo do eletrodo de carbono
vitreo com FePc/MWCNTO-GO contribuem para uma melhor transferéncia de elétrons
como consequéncia da alta condutividade de MWCNTO-GO e a atividade catalitica
sinérgica entre FePc / MWCNTO-GO, porque o FePc pode atuar como mediador de
transferéncia de carga.

A Microscopia eletroquimica de varredura (SECM, Scanning electrochemical
mycroscopy ) apresenta vdrias caracteristicas interessantes para medir a cinética de
transferéncia de elétrons, incluindo uma pequena corrente consumida pelo
microeletrodo, baixa queda de iR em solucdo de pequena forga i0nica, e capacidade de
produzir imagens a partir de reagdes eletroquimicas de superficies. Portanto, SECM foi
usado para extrair valores da constante de transferéncia heterogénea (k°) para os

processos eletroquimicos da sonda redox [Fe(CN)s]* no eletrodo modificado e
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limpocom o compésito FePc/MWCNT-GO (FePc/MWCNTO-GO/GC) (Figura 13 (a) e

13(b) respectivamente).

Figura 13 - Curva de aproxima¢do SECM obtida para (a) eletrodo modificado com o
compdsito FePc/MWCNTO-GO e (b) eletrodo limpo em solucdo de tampao fosfato 0,1
mol L™ (pH 7,0), contendo [Fe(CN)s]” 1 mmol L™ . A Tip foi polarizada em -0,2 V o
substrato foi polarizado em (1) 0,2, (2) 0,3, e (3) 0,4V vs. Ag/AgCl. A Figura inserida
mostra o grafico da constante de velocidade aparente vs. sobrepotencial do substrato.
Linha mostra os dados ajustados a teoria de Butler-Volmer na Figura 14.
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Fonte: Autor

O potencial aplicado ao microeletrodo foi definido como um valor no qual a

redugdo eletroquimica da sonda ocorre sob controle diffusional (E;p, = -200 mV vs.
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Ag/AgCl), e o potencial aplicado ao substrato modificado com FePc/MWCNTO-
GO/GC foi fixado progressivamente a maiores valores mais positivos. Este
procedimento foi realizado para uma gama de curvas de aproximacdo e diferentes
valores de constante de transferéncia eletronica heterogénea efetiva (k.s) foram obtidas
em funcdo do potencial aplicado ao substrato.

Como o microeletrodo ¢ movido em direcdo ao eletrodo de carbono vitreo
modificado com MWCNTO-GO FePc polarizado em +0,4 V, o [Fe(CN)s]*, o produto
de reducdo no microeletrodo, é regenerado por uma transferéncia eletronica bimolecular

com o mediador de superficie levando ao modo de feedback positivo no microeletrodo.

Uma representacdo esquematica deste processo € mostrada na Figura 14 abaixo.

Figura 14 - Modo Feedback positivo na Microscopia Eletroquimica de Varredura.
Eletrodo de trabalho modificado com MWCNT-GO/FePc.

‘ Tip (Microeletrodo, Eqpp =-0,2V)

Eletrodo de trabalho modificado com
MWCNT-GO/FePc, Eqpp= 0.4V

Fonte: Autor

A taxa de regeneracdo do ferricianeto de potassio no sensor FePc/MWCNTO-
GO/GC pode ser atribuida as propriedades de transferéncia eletronica do mediador
imobilizado, resultando em uma maior corrente na tip em comparagdo com o eletrodo

limpo também polarizado em 0,4 V. A constante de transferéncia eletronica heterogénea
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efetiva (kegr) para o substrato polarizado em vérios potenciais foi obtida usando as

seguintes equacoes ( JUSTINO et al., 2013)

1,0672 (6)

078377 [0:68+0,3315exp (—
If =] =

T = +
L(Hlj [1+F(L,A]
Y

C
T

)] ins
(1 —~ ILJ + I

onde IMe Ifrepresentam a corrente da tip para substrato isolante e condutor

respectivamente. As expressdes destas correntes como uma fungdo da distincia entre a

tip e o substrato sdo normalizadas (JUSTINO et al., 2013)

(7
16 = 978377 6 3315exp (— 1’0672j +0,68
Iins _ 1 (8)
ns
015+ 15358 0,58exp | — L4, 0,0908exp L-63
L L 1,017L

onde A = ke d/D, onde kg € a constante heterogénea limite aparente, D € o coeficiente
de difusdo e F(L,A) = [(11+7,34)/4]/[(110-40L)].
As constantes de velocidade efetiva foram ajustadas a equacdo de Buttler-

Volmer para obter a constante de velocidade heterogénea (JUSTINO et al., 2013)

ketr = kK exp[-of(Es - E°)] )

onde f = F/RT, F ¢ a constante de Faraday, R € a constant dos gases e T € a temperatura.
Como pode ser visto na Figura 13, o eletrodo modificado com FePc/MWCNTO-GO
mostra um desvio do feedback negativo em potenciais mais baixos em comparagdo com
eletrodo limpo.

Além disso, as curvas de aproximagdo para o eletrodo modificado com
FePc/MWCNTO-GO, polarizado em 0,4 V, foi semelhante a de um substrato condutor.

Os valores de kg para o eletrodo modificado com FePc/MWCNTO-GO foram maiores
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que os obtidos para eletrodo limpo, o que € consistente com o0s experimentos de
voltametria ciclica e impedancia eletroquimica. A constante de velocidade aparente
obtida foi ajustada a equacdo 9 e valores de k°de 4,05x107 cm s e 1,44x10° cm s
foram obtidos para os eletrodos modificado com MWCNTO-GO/FePc e limpo,
respectivamente.

As imagens de SECM para o substrato limpo apresentadas na Figura 15(a) e do
filme compdsito MWCNTO-GO/FePc na Figural5(b), mostram os resultados de uma
varredura no intervalo de 200 pum vs. 300 pm de uma regido das superficies. A tip foi
polarizada em -0,2 V vs. Ag/AgCl e o potencial de substrato aplicado em +0,5 V vs.
Ag/AgCl.

Como pode ser visto, a resposta planar na Figura 15 (b) indica que a superficie
da FePc/MWCNTO-GO apresenta uma atividade eletroquimica uniforme. Por outro
lado, o eletrodo limpo (Figura 15 (a)) mostra regides brilhantes com baixas correntes da
tip, como resultado de um desempenho heterogéneo do substrato limpo para regenerar a
sonda redox [Fe(CN)6]3‘.

Além disso, a corrente da tip foi registrada como uma fun¢do da posicao da tip
ao longo do eixo x e eixo y para o eletrodo modificado de FePc / MWCNTO-GO e o
eletrodo limpo. Como pode ser visto, o eletrodo modificado mostra correntes de tip
elevadas e uniformes em comparacdo com o eletrodo limpo. Devido a maior constante
de velocidade heterogénea do eletrodo modificado com FePc/MWCNTO-GO, a taxa de
regeneracdo do [Fe(CN)s]> nos sitios eletroativos é mais répida que no eletrodo limpo
em razdo das propriedades facilitadas de eletrocomunica¢do do mediador imobilizado,

resultando em maiores correntes de tip.
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Figura 15 - Imagens de SECM (varrimento x—y) da superficie do (a) substrato limpo
(b) filme de FePc/MWCNTO-GO usando um microeletrodo de Pt com 10 um de
didmetro em solugdo de tampao fosfato 0,1 mol L' contendo [Fe(CN)g]*" 5 mmol L™
como mediador redox. A SECM de X ( linha vermelha ) e Y (linha azul) para a
corrente de tip como uma fun¢do da posi¢do relativa da tip sobre o substrato limpo e o
substrato com o compdsito FePc/MWCNT-GO.

(a)

E
—_
c
o
wn
™~
1]
>-i 750-\
E Varredura Y; X = 250 pm
2 1004 1
@ 1 ] (=] 5]
= (o] (=]
2 300 1 1
g
o 200
=
s
- |
o
g o=
z
100
0 100 200
Varredura X / pm
e (b)
=
[=]
{¥a)
S 50
= Varredura Y; X = 250 pm
75 1004
s i i E,
3 g 3
g 300
b
£
o 200
>
e
3 -
T
g
I
= 100

100 200
Varredura X / pm

Fonte: Autor

5.3.  Oxidagdo eletroquimica da Inz sobre o sensor FePc/MWCNT-GO/GC

A fim de testar a atividade eletroquimica do eletrodo de carbono vitreo
modificado com FePc/MWCNTO-GO frente a oxidacdo de isoniazida, foram realizados
voltamogramas ciclicos para o eletrodo modificado na presenca de 1,0 mmol L™ de

isoniazida (Figura 16, linha preta) em solucao tampao fosfato 0,1 mol L'lpH (7,0) auma
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velocidade de varredura de 25 mV s Experimentos controle para oxidacdo da Inz
também foram realizados com o carbono vitreo modificado com MWCNTO-GO
(Figura 16 , linha azul) carbono vitreo modificado com ftalocianina de ferro(Figura 16,
linha verde) e Eletrodo de carbono vitreo limpo GC (linha vermelha) em solugdo de

tampao fosfato 0,1 mol L' com pH 7,0 a uma velocidade de 25 mV st

Figura 16 - Voltamogramas ciclicos para o FePc/MWCNT-GO/GC (linha preta),
MWCNT-GO/GC (linha azul), FePc/GC (linha verde) e Eletrodo de carbono vitreo
limpo GC (linha vermelha)em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) contendo
isoniazida 1,0 mmol |

FePc/MWCNT-GO/GC + Isoniazid

FePc/MWCNT-GO/GC

1/ WA

0.0 05
E/V vs Ag/AgCI

05 00 05 10 15 20
E /V vs Ag/AgCI

Fonte: Autor

Com o intuito de verificar a potencial atividade eletrocatalitica do
FePc/MWCNTO-GO/GC, o comportamento voltamétrico do eletrodo modificado foi
comparado na auséncia e na presenca de 1,0 mmol L de isoniazida. Na auséncia de
isoniazida (Figura inserida da Figura 16, linha vermelha) pode se observar um par redox
associado aos processos eletroquimicos do modificador. Apés a adi¢do de 1,0 mmol L
de isoniazida, hd um aumento significativo na corrente de pico anddica e nenhum pico é
observado na varredura catédica, o que € consistente com comportamento de sistemas
eletroquimico-quimico catalitico (EC') (BARD & FAULKNER, 2000).

Para investigacdo do mecanismo eletrocatalitico do eletrodo modificado frente a

oxidagdo da isoniazida foram realizados voltamogramas ciclicos para o eletrodo
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modificado na presenca de 1,0 mmol L de isoniazida em vdrias velocidades de
varredura (Figura 17).

Figura 17 - Voltamogramas ciclicos para o eletrodo de carbono vitreo modificado com
FePc/MWCNT-GO em solucao tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) contendo
isoniazida 1 mmol L em diversas velocidades de varredura. Figura inserida : Gréfico
de corrente de pico (ipy/ v l/2) ANRY
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Fonte: Autor

A corrente de pico referente a oxidacdo da isoniazida foi proporcional a raiz

quadrada da velocidade de varredura (Figura 18) sugerindo que o processo é controlado
por difusdo do analito.

Figura 18 - Gréfico i vs. v'* obtido a partir dos dados da Figura 17
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Fonte: Autor
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Além disso, o grifico da fun¢do de corrente (Ip/v1/2) vs. velocidade de varredura
resultou em um comportamento tipico ao esperado para um sistema EC’ catalitico.
(Figura inserida da Figura 17).

Baseado nesses aspectos, a sequencia de reacdes envolvendo o processo
catalitico EC’da isoniazida pelo eletrodo modificado é proposta de acordo com o

esquema a seguir:

FellPc/MWCNT — GO = Fe!'Pc/MWCNT — GO (1)

Fe"Pc/MWCNT — GO + Inz — FelPc/MWCNT — GO +Inz,y;  (2)

onde Inz representa a molécula de isoniazida e Inz.; representa a molécula de

1soniazida oxidada.

O modelo teorico proposto por Andrieux e Saveant (1979) pode ser usado para o
célculo da constante de velocidade catalitica para um mecanismo EC.. O modelo é
fundamentado em uma curva de trabalho que mostra a relacdo entre os valores

172172 1/2 2.
21 Co(nF/RT) / ] e os valores numéricos

numéricos provenientes da razio [l../nFAD,
advindos da razado log[kops I /Dol/zvl/zCo(nF/RT)m]. Onde, D, e C, sdo, respectivamente,
o coeficiente de difusao (cm2 s’l) e a concentracdo de isoniazida (mol cm’ ) no seio da
solucdo, e os outros parametros t€m os seus significados habituais.

O valor de [Icat/nFADol/zv”zCo(nF/RT)l/z] foi calculado a partir de
voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de carbono vitreo modificado com
FePc/MWCNTO-GO na presenca de isoniazida. Entdo, o valor de loglkows I’
ID,""*v!"*Co(nF/RT)"*] foi determinado graficamente a partir da Figura 1(b) do artigo de
Andrieux and Saveant (1979), onde ko . I sdo respectivamente a constante de
velocidade e a quantidade do catalizador ativo na superficie do eletrodo.

Usando uma concentragdo de isoniazida de 1 mmol L' em pH 7,0, um valor de
5,42><1075 cm? s para o coeficiente de difusdo (BRETT, 1994), uma constante de
velocidade de 1,3 x 10° mol™ L s foi calculada para o eletrodo de carbono vitreo

modificado com FeEPc/MWCNTO-GO a partir da cobertura de superficie de 5,03x10”

mol cm? e uma 4rea efetiva de 0,138 cm”.
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5.4. Estudo Cronoamperométrico da oxidagdo da isoniazida no Eletrodo de carbono
vitreo modificado com FePc/MWCNT-GO.

Experimentos cronoamperométricos com o eletrodo de carbono vitreo
modificado com FePc/MWCNTO-GO foram realizados em vérias concentracdes de
isoniazida mediante a aplicagdo de potencial de +0,4V vs. Ag/AgCl ao sensor para

determinac¢do da constante de velocidade catalitica k.., (SABZI, 2005):

leat/ I = vV [m*2erf(v*?) + exp (=) /v*/?] (10)

onde I, € a corrente catalitica da isoniazida no eletrodo modificado com
FePc/MWCNTO-GO na auséncia de isoniazida e y = kCot € o argumento da fungdo
indicada pela Eq (10), e C, é a concentracdo de isoniazida no seio da solug¢do. Nos casos
onde y excede o valor de 2, a fungdo erro (erf (y” ) converge para a unidade e assim a

equacgdo acima pode ser reduzida para:
leat/ I = w2 (kCot)? (1)

A equagdo acima pode ser utilizada para calcular a constante de velocidade
catalitica a partir do coeficiente angular de graficos de I/l vs. 1" para uma dada
concentragdo de isoniazida (Figura 19).

A partir dos valores do coeficiente angular, o valor médio de k encontrado foi
1,36 x 10° mol™ L s™'. O valor médio estimado de k a partir do gréfico I../I1. vs. 2
representa uma alta constante de velocidade catalitica comparada a outros tipos de
eletrodos para deteccdo de isoniazida (KARIMI, 2010). Este valor confirma que o
eletrodo modificado com FePc/MWCNTO-GO apresenta excelentes propriedades
eletrocataliticas para a oxidacdo da isoniazida. O pH de 7,4 foi escolhido para a

conducdo dos testes cronoamperométricos € amperométricos pois é o pH fisiologico

humano.
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Figura 19 - Cronoamperogramas obtidos com eletrodo de carbono vitreo modificado
com FePc/MWCNT-GO em solucio tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,4) sob potencial
aplicado de 0,4 V referentes 4 oxidacdo de de isoniazida de 0,0 — 500 umol L', A

) . ) L 12
Figura inserida refere-se ao grafico de I../IL vs. t'" .

200
150-
<
=.
= 100-
50 -
0-

Fonte: Autor

5.5. Caracterizagdo analitica do sensor eletroquimico FePc/MWCNTO-GO/GC

O desempenho do eletrodo modificado com FePc/MWCNTO-GO foi avaliado
empregando-se a amperometria (Figura 20). A Figura 20 mostra a curva analitica para o
sensor FePc/MWCNT-GO/GC obtida sob um potencial de trabalho de 0,4 V vs.
Ag/AgCl para sucessivas adi¢Oes de isoniazida em solugdo de tampao fosfato pH 7.4.
Um primeiro aspecto de grande importancia avaliado no que tange as respostas
amperométricas do sensor foi o tempo de resposta do mesmo a isoniazida. Conforme
pode ser observado no amperograma apresentado na Figura 20, a adi¢do de isoniazida a
solucdo de trabalho resultou no aumento abrupto e imediato da corrente elétrica

resultando em um tempo de resposta inferior a 1s.
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Figura 20 - Resposta amperométrica para isoniazida obtida sob condi¢des otimizadas
para concentracio entre 5 e 476 umol L. Figura inserida: Curva analitica. Epp=04V
vs. Ag/AgCl. Medicdes efetuadas em solucdo tampio fosfato 0,1mol L™ (pH 7,4)
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Fonte: Autor

A rdpida resposta pode ser atribuida ao fato de que a isoniazida que se difundiu
até a superficie do sensor sofre oxidacdo sob o efeito catalitico do eletrodo modificado
com FePc/MWCNT-GO. Uma ampla faixa de resposta de 5 a 476 umol L foi

observada, a qual pode ser expressa de acordo com a equacao abaixo:

AI/ A = 0,145 (£ 0,044) + 0,0225 (+ 0,0002) [Inz] / pmol L (12)

com um coeficiente de correlacdo de 0,998.

O limite de deteccdo e de quantificacdo foram estimados de acordo com as
recomendacdes da IUPAC (ANALYTICAL METHODS COMMITTEE, 1987;
MOCAK et al., 1997). O limite de detecdo foi de 0,56 pmol L' usando a relacdo 3

SDy/inclinacdo. Enquanto que o limite de quantificacdo foi de 1,88 pmol L™, calculado



65

através da relagdao 10 SDy/inclinagdo. SDy, é o desvio padrao calculado a partir de 10

valores de corrente do branco.

A sensibilidade é compardvel as obtidas em muitos trabalhos relatados na

literatura (Tabela 2). O limite de detecc¢ao, de quantifica¢do e a sensibilidade podem ser

atribuidos a eficiéncia da transferéncia eletronica entre o eletrodo de FePc / MWCNTO-

GO / GC e a isoniazida, favorecida pelo efeito sinergético do FePc e MWCNTO-GO.

Tabela 2 - Comparagdo do sensor baseado no eletrotodo modificado FePc e o
MWCNT/GO. Com outros materiais.

Sensor E (V) vs. Faixa Linear  Sensibilidade Limite de Ref
Ag/AgCl (umol L) (nA L pmol™) detecgﬁ(: (umol
L")
PdNPs/ CILE 0,34V vs. 5-100; 0,0646; 0,47 ABSALAN, 2016
Ag/AgCl1(0,1mol 150-2600 0,0308
L' Tampdo
Fosfato pH 7)
GC/Na*- 0,8 V vs. SCE 10 - 10000 0,009 0,8 AZAD et al., 2015
bt/Fe(dmbpy),™ (0,1 mol L™
Na,SOy)
Carbono vitreo 0,78 V vs. 70 - 1300 0,011 13,0 CHEEMALAPATI et
modificado com Ag/AgCl (0,1 al., 2014
Rh mol L' Tampdo
Fosfato, pH 7)
RGO-Au 0,2 V vs. SCE 0,1 - 1000 0,045 0,01 GUO et al., 2015
(0,1 mol L"
Tampao Fosfato,
pH7)
Nanoparticulas 0,01 V vs. 100 - 1000 4,03 0,0001 JENA & RAJ, 2010
de Au Ag/AgCl (0,1
mol L™ Tampao
Fosfato, pH 9)
GC 0,52V; 0,46V vs. 10-800; 0,0169; 3,94, KARIMI et al., 2010
Ag/AgCl 0,05-0,85 17,07 0,0163
(0,0001 mol L
Alizarina e 0,08
mol L', Tampdo
Fosfato pH 6
OPPy 0,3V vs. 3,99 - 1990 0,084983 3,15 MAIJID et al., 2006
Ag/AgCl
(NH3/NH,OH
0,1 mol L™ 0,1
mol L' pH 9)
Niquel/hidroxido 0,15V;04V,; 1-100 0,026; 0,195; 0,137, 0,0519; MARTINS et al.,
de cobalto 0,35V;0,5V vs. 0,144, 0,091 0,0494 2014
Ag/AgCl (1 mol
L' KOH)
SPCE/ NPAg- 0,45V (0,10 mol 5-500 - 2,6 OLIVEIRA et al.,
HCF L' KNO; pH 3 2012
GC 0,15V vs. 0,025 - 1000 0,17 0,0041 QUINTINO &

Ag/AgCl (0,1
mol L' NaOH)

ANGNES, 2006
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Sensibilidade
(uA L umol™)

Limite de Ref
deteccao (umol

Faixa Linear
(umol L’l)

Sensor E(V)vs.

Ag/AgCl

GC/Ag-P(MMA-
co-AMPS)

MWCNT-
chit/GC

CNT-TCPE

MIP-AuNP-

MCNT/GCE

OMC

PSA/ERCG/GCE

PASA-GC

ERGO

FePc/MWCNT-
GO/GC

0,5 V vs. SCE
(0,1 mol ™!
Tampdo Fosfato,
pHT)

0,17 V vs.
Ag/AgCl (0,1
mol L' BR, pH
6)
0,9V vs.
Ag/AgCl tampdo
Acetato 0,1 mol
L 'pH 4
0,35V vs. SCE
(0,1 mol L™
Tampao fostato,
pH 6,8)

0,2 V vs.
Ag/AgCl (0,1
mol L Tampio
Fosfato, pH 7)
-0,096V vs. SCE
(0,1 mol
L 'NH;-NH,Cl
pH9)
--vs. SCE (0,05
mol L' Tampio
Fosfato pH 6,5)
0,25V vs.
Ag/AgCl (0,1
mol L™ Tampao
Fosfato, pH 7)
0,4V vs.
Ag/AgCl
(Tampao fosfato
0,1 mol L'l, pH
7,4)

0,05 - 150 0,197

0,1-3 1,673

1-100 0,0847

0,001 - 0,0014 0,001788
0,02-0,1 0,0000934
0,1-370 0,031

0,05-15 0,954

0,05 - 10 1,052

0,09 - 100 0,563

5-476 0,0225

LY
0,05

0,055

0,5

0,002

0,084

0,012

0,01

0,015

0,56

RASTOGI et al., 2016

SATYANARAYANA

etal., 2014

SHAHROKHIAN &

ASADIAN, 2010

WU et al., 2015

YAN et al, 2011

YAN et al., 2015

YANG et al., 2008

ZHU et al., 2015

Este Trabalho

GC/N aJ'-bt/Fe(dmbpy)32+ - Fe(dmbpy)32+ Betonita modificada; SCE — Eletrodo de calomelano saturado;
GC — Eletrodo de carbono vitreo; OMC — carbono mesoporoso ordenado; PASA-GC — Eletrodo de
carbono vitreo modificado com poli (dcido amidosulfonico); OPPy — Polipirrol super-oxidado; ERGO —
Oxido de grafeno reduzido eletroquimicamente. Ag-P(MMA-co-AMPS)-Compdsito de Copolimero de
Metacrilato de metil e Acido 2-acrilamido-2-metilpropanossulfnico com Nanoparticulas de Prata. MIP—

AuNP-MCNT/GCE: Eletrodo de Carbono vitreo modificado com Nanotubo de carbono, nanoparticula de
Ouro e polimero eletrodepositado. PANPs/ CILE: Nanoparticulas de paladium depositadas em Eletrodo de
liquido i6nico de Carbono. CNT-TCPE: Eletrodo de Pasta de Carbono modificado com tionina
imobilizada em nanotubos de carbono. RGO—Au: Nanocompésito de Ouro e 6xido de Grafeno reduzido.
SPCE/ NPAg-HCF: Eletrodo de carbono impresso modificado com o compdsito composto por
nanoparticulas de prata e hexaciano ferrato de prata. PSA/ERCG/GCE: Eletrodo de carbono vitreo
modificado com Grafeno carboxilado eletroreduzido e poli (4cido sulfossalicilico).

Fonte: Autor
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5.6. Aplicacdo do sensor eletroquimico FePc/MWCNT-GO/GC em amostras de saliva e

plasma sanguineo.

Para investigar a aplicabilidade do sensor proposto para monitorizagdo de
isoniazida em amostras de saliva e plasma sanguineo artificiais, através de determinagdo
amperométrica. O método de adi¢do padrdo foi usado para medir as concentracdes de
isoniazida nas amostras. Os resultados obtidos estdo resumidos na tabela 3. Como
ilustrado, a recuperagdo de isoniazida foi obtida entre 97,3% e 104,0% usando o
eletrodo de carbono vitreo modificado com FePc/MWCNT-GO. Os resultados
demonstraram a capacidade do sensor proposto para a determinagdo de isoniazida em

diferentes amostras com boa exatidao.

Tabela 3 - Adicao e recuperacao de isoniazida nas amostras (n=3).

Amostras Quantidade Quantidade Recuperacio (%)
adicionada encontrada * (umol LY
(umolL™)
1- Saliva 5,0 49 98,0
2- Saliva 20,0 20,5 102,5
3- Saliva 50,0 51,0 102,0
4- Saliva 150,0 146,0 97,3
5- Plasma sanguimeo 5,0 5,2 104,0
6- Plasma sanguimeo 20,0 19,7 98,5
7- Plasma sanguimeo 50,0 52,0 104,0
8- Plasma sanguimeo 150,0 154,0 102,7

* Média de trés medidas repetidas. Amostras de saliva artificial: 1-4. Amostras de
plasma sanguineo artificial: 5-8.

Fonte: Autor
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho descreveu-se o comportamento eletroquimico da isoniazida e foi
desenvolvido com sucesso um sensor eletroquimico para sua deteccdo em saliva e
plasma sanguineo artificiais, baseado na plataforma de ftalocianina de ferro /
MWCNTO-GO. A caracterizacdo dos nanotubos de carbono através das técnicas de
Microscopia Eletronica de Transmissao e Espectroscopia Raman demonstrou que os
nanotubos funcionalizados apresentam boa cristalinidade e extremidades com
caracteristicas de esfoliacdo, contudo sem perder sua caracteristica tubular tipica.

Os filmes modificadores apresentaram correntes redox estdveis e reprodutiveis
aplOs poucos varrimentos iniciais. A eficiéncia eletroquimica e cinética resultante da
eletrocomunicacio entre a modificagdo FePc/ MWCNTO-GO e o eletrodo de carbono
vitreo foi evidenciada através das constantes ks (método de Laviron) e k° (SECM), com
valores de 0,76 s ¢ 4,05 x 107 cm s™ respectivamente. O menor valor de k° (SECM) de
1,44 x 107 cm s do eletrodo limpo, assim como a producdo de menores correntes de
redu¢do em comparagao ao eletrodo modificado, indicaram a maior capacidade do filme
para regenerar o mediador.

A oxidag@o da isoniazida sobre a superficie do eletrodo de carbono moficado
com FePc/ MWCNTO-GO em tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,0 apresentou um tnico
pico com caracteristicas de um processo irreversivel. As constantes de velocidade para
eletrooxidacdo de isoniazida foram calculadas utilizando-se os métodos de Andrieux e
Saveant e a Cronoamperometria. Os valores obtidos de k foram concordantes sendo de
1,3 % 10°mol'L s" e 1,36 x 10° mol™ L 5™ respectivamente, indicando que o material
compdsito mostra alta atividade catalitica para a eletrooxidacao de isoniazida.

Este sensor baseado no compdsito é barato e mostra resposta linear sob
condicdes experimentais otimizadas (Solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,4
utilizando a amperometria como técnica eletroanalitica e aplicando-se um potencial de
0,4 V para a oxidacdo da Inz) numa ampla faixa de calibracio a partir de 5 umol - 476
umol L, com boa sensibilidade e com limites de detec¢do e de quantificagio com
valores de 0,56 pmol L' e 1,88 umol L' respectivamente.Os estudos de recuperacio
mostraram valores aceitdveis e uma variabilidade em plasma sanguineo (98,5 a 104%) e
saliva (97,3 a 102,5%), indicando que essas matrizes ndo interferem na metodologia

proposta.
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Portanto, é demosntrada a aplicabilidade do sensor FePc/ MWCNTO-GO/GC
na determinacdo de isoniazida em amostras de saliva e plasma sanguineo artificiais,
com potencial aplicacdo para monitorizacdo terapéutica em amostras reais, uma vez que
as faixas terapéuticas tanto de plasma sanguineo como de saliva de origem humana

estdo dentro da faixa linear de trabalho do sensor proposto.
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