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RESUMO

Flavondides tem despertado o interesse de muitos laboratérios de pesquisa em virtude
desses compostos proporcionarem beneficios a saude, como propriedades
antioxidantes, anticancerigenas e antienvelhecimento e contribuirem na formulagéo
de medicamentos. Devido a importancia ambiental, bioquimica, quimica e
farmacolégica a determinacdo acurada dos flavondides tem ganhado atencéo
significativa na comunidade cientifica. Neste contexto, o presente trabalho apresenta
o desenvolvimento de uma plataforma eletroquimica empregando eletrodo de carbono
vitreo (ECV) modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPM) e
hidroxpropil-y-ciclodextrina (y-CD) para determinacdo do flavondide rutina em niveis
de concentracdo nanomolar em amostras farmacol6gicas e em extratos de plantas da
flora maranhense. Para isso, analises da modificacao superficial dos NTCPM com y-
CD foram realizadas com as técnicas espectroscéopicas de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e de impedancia eletroquimica (EIE). Medidas
eletroquimicas utilizando o sistema NTCPM-(y-CD) e diferentes técnicas voltamétricas
permitiram definir a voltametria de onda quadrada (VOQ) como a mais adequada e
estabelecer, sob condi¢ces experimentais otimizadas, o intervalo entre 39,22 e 975,00
nmol L' para a deteccdo de rutina em solugdes aquosas, com limites de deteccdo
(LOD) e de quantificacdo (LOQ) de 7,32 nmol L' e 24,39 nmol L, respectivamente,
sensibilidade de 0,032 pA L nmol, seletividade para possiveis interferentes incluindo
dois flavondides, e indices de recuperacéo de rutina em amostras farmacéuticas e de

extrato de planta préximos a 100 %, além da validagao por HPLC.

Palavras-chave: flavondides, rutina, y-ciclodextrina, nanotubos de carbono.
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ABSTRACT

Flavonoids have gotten the interest of many research laboratories in virtue of the many
health benefits these compounds provide, such as: antioxidant, anti-cancer, anti-aging
properties and contribution to the formulation of drugs. Due to the environmental,
biochemical, chemical and pharmacological importance, the accurate determination of
flavonoids has gained significant attention in the scientific community. This work
presents the development of an electrochemical platform based on multi-walled carbon
nanotubes (NTCPM) modified with hydroxpropyl-y-cyclodextrin (y-CD) for the
determination of rutin in nanomolar concentration levels in pharmacological and in
regional plants extracts. To do so, the surface modification of NTCPM with y-CD was
evaluated with Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and electrochemical
impedance spectroscopy (EIS). Electrochemical measurements were performed using
the NTCPM- (y-CD) system and different voltammetric techniques, which allowed to
define the square wave voltammetry (VOQ) as the most appropriate and to establish,
under optimized experimental conditions, the linear range between 39,22 and 975,00
nmol L for the detection of rutin in aqueous solutions. Limits of detection (LOD),
guantification (LOQ) and sensitivity of 24.39 nmol L', 0.032 pA L nmol' and 7.32 nmol
L' were found, respectively. The selectivity for possible interferents, including two
flavonoids, was tested with recovery rates of pharmacological and in extracts plants

samples close to 100%, besides HPLC validation.

Keywords: flavonoids, rutin, y-cyclodextrin, carbon nanotubes.
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1. INTRODUCAO

Com o avango da quimica e da farmacologia, varios compostos, como
glicosideos cardiotonicos, flavondides e alcaldides, puderam ser isolados e
identificados, possibilitando estudar melhor suas caracteristicas e propriedades
bioldgicas [1, 2]. Desde entdo, as industrias comegaram a se interessar pela
producdo e comercializacdo de produtos naturais [3]. Alguns compostos de
origem natural tornaram-se medicamentos, enquanto outros foram melhorados
do ponto de vista farmacéutico ou utilizados como precursores na producao de
farmacos [4]. Entretanto, a busca por novos compostos bioativos, assim como
os estudos que visam transformar compostos ja conhecidos, com a finalidade de
melhorar propriedades farmacoldgicas e até mesmo farmacotécnicas [5, 6].

Os flavonoides sao substancias bastante estudadas uma vez que sao
compostos polifenélicos amplamente encontrados em plantas, possuindo vérias
funcdes no desenvolvimento e defesa destes organismos [7]. Além disso,
relatam-se propriedades benéficas como atividades antioxidante, anticancer,
antialérgica, anti-inflamatoria, antiulcerosa, antineoplasica, hepatoprotetora,
antihipertensiva, hipolipidémica, antiplaquetaria, dentre outras [8, 9]. Estes
efeitos podem estar relacionados as propriedades inibitérias que os flavonéides
desempenham em varios sistemas enzimaticos, incluindo, hidrolases,
polimerases, fosfatases, proteinas fosfoquinases e aminoacido oxidases.
Especificamente, a atividade antioxidante dos flavonbides € o que tem
despertado mais interesse por retardarem o inicio da reagdo de oxidacao,
reagindo com radicais livres e formando compostos estaveis e, assim, impedindo
a propagacao de reacdes em cadeia de formagao dos compostos oxidados [10].
Os radicais livres sdo moléculas altamente instaveis, formados durante o
metabolismo ou devido a exposicao a fatores ambientais [11, 12] e podem causar
doencas degenerativas e morte das células. Em nossos sistemas de defesa
antioxidante, enzimas captam e aniquilam o excesso de radicais livres nas
células [13, 14].

Dentre a classe de flavondides, a rutina tem amplo destaque devido a sua

elevada capacidade bioativa, sendo comprovado uma ampla gama de funcdes
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fisioldégicas, como anti-inflamatéria, antibacteriana, antienvelhecimento e

antioxidante, e usada clinicamente como medicamento terapéutico [15].

Nos ultimos anos, alguns estudos demonstraram que os flavondides
podem sensibilizar a resposta microglial estimulada por lipopolissacarideos [16-
18]. A rutina também exibe a capacidade de inibir a agregacao de beta-amiloide
e citotoxicidade, inibe a producao de Oxido nitrico (NO) e citocinas pro-
inflamatérias e atenua o estresse oxidativo in vitro [19]. Destes compostos
antioxidantes, nem todos podem ser produzidos pelo nosso organismo e, por
isso, tém que ser obtidos pelos alimentos ou suplementos alimentares. Acredita-
se que os antioxidantes ajudam na prevengao do desenvolvimento de doengas
croénicas como o cancer, doencas cardiacas, derrame, mal de Alzheimer, artrite

reumatoide e catarata [13].

A rutina tem sido amplamente encontrada em plantas, como botdes de
Flos Sophorae e nas folhas de dezenas de espécies de plantas, o que tem
despertado amplo interesse de laboratérios na aplicacdo de diferentes
metodologias para a detecgéo e a quantificacdo da rutina em diferentes matrizes
(biolégicas, farmacoldgicas e clinicas) [20].

Entre os possiveis métodos analiticos aplicados a compostos fendlicos,
destacam-se o0s métodos eletroquimicos, que tem demonstrado grande
versatilidade na analise de compostos organicos e inorganicos utilizando
plataformas a base de eletrodos quimicamente modificados (EQMs), facilitando
a transferéncia eletrénica entre a superficie de um eletrodo ndo-modificado com
o analito e, muitas vezes, pré-concentrando as espécies de interesse analitico
[21-27]. Neste sentido, nanotubos de carbono ou grafeno tem sido muito utilizado
na modificacdo de eletrodos devido as suas interessantes propriedades
eletrbnicas. As pequenas dimensdes, presenca de grupos funcionais
superficiais, boa condutividade, excelente biocompatibilidade, paredes laterais
modificaveis e alta reatividade, os tornam altamente adequados na construgcao
de sensores eletroquimicos com alto desempenho [28-34].

Nos ultimos anos, além da modificacao da superficie de um eletrodo com
nanotubos de carbono ou grafeno, uma alternativa no sentido de melhorar ainda

mais as propriedades eletroanaliticas do sensor eletroquimico consiste na


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/lipopolysaccharide
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0009279717303897?casa_token=8BnVjG_CjJQAAAAA%3ANvO2v9-g-WQWLsVt4DLALIFTgxMC3j9U-1ioBR7jQHlBB9CvM91f8zylNW9XH_42yo1g5SKe7rE&bib25
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incorporacdo de mediadores eletrénicos mais eficientes, como enzimas,
complexos inorganicos ou organicos, 6xidos de metais de transicdo, o que

auxiliam na eficiéncia, sensilibilidade e seletividade das metodologias [35-46].



OBJETIVOS




14

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver um sensor eletroquimico a base de nanotubos de carbono
modificados com ciclodextrina para a determinacao seletiva e sensivel de rutina

em solugdes aquosas.

2.2 Especificos

e Caracterizar por técnicas espectroscépicas o0s nanotubos de

carbono de paredes multiplas e hidroxpropil-y-ciclodextrina;

e Avaliar as propriedades eletroanaliticas do eletrodo ECV
modificado com nanotubos de carbono de paredes mudltiplas e
hidroxpropil-y-ciclodextrina como um sensor eletroquimico para a

deteccéao de rutina;

e Estabelecer a técnica eletroquimica adequada e otimizar as
condigbes experimentais para a deteccao eletroanalitica de rutina;

e Realizar estudos de possiveis interferentes na deteccéo de rutina;

e Aplicar a metodologia otimizada na determinacdo de rutina em
amostras reais e comparar os resultados com os obtidos com

cromatografia liquida de alta eficiéncia;
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

Polifendis (POLs) sao substancias presentes em plantas e caracterizadas
por possuirem hidroxilas ligadas a um anel aromatico [47] e serem essenciais
nas areas de lesdes fisicas, infeccdo, condi¢cdes de estresse e radiacéo
ultravioleta, e tornam-se um grupo muito diversificado de fitoquimicos derivados
de fenilalanina e tirosina, sendo essenciais para o0 seu crescimento e reproducao,
além de atuarem como agente antipatogénico [48,49]. Além disso, englobam-se
a esses processos, os fendis simples, acido hidroxibenzoico e derivados de acido

cindmico, flavonéides, cumarinas e taninos, entre outros [50, 51].

Os POLs possuem capacidade de gerar efeitos biolégicos, como por
exemplo, o sequestro de radicais de oxigénio e modulagem da eficiéncia de
algumas enzimas, além de atuarem como agentes anti-inflamatorio, antialérgico
e antibiético. No caso de compostos especificos, observa-se altas concentracdes
em determinados alimentos, como por exemplo, a miricetina (brécolis), as
antocianinas encontradas nas frutas vermelhas, além das flavanonas
encontradas nas frutas citricas. Os POLs sédo atuantes nas células cerebrais,
impedindo a acéo dos radicais livres, promovendo-as protecdo, de modo que os
danos degenerativos que geralmente s&o causados por estresse oxidativo sejam

amenizados [52, 53].

Pesquisadores tém investigado a separacao, identificacao, quantificagéo
e aplicacdo dos flavondides, encarando diversos impasses metodologicos por
apresentarem alta reatividade e passivacdao a acdo de enzimas. Além de
englobarem uma gama enorme de substancias, outro obstdculo para estes
métodos é a dificuldade em encontrar um padrdo especifico e conveniente,
devido a complexidade das substancias fenodlicas presentes nos alimentos e as
diferencas de reatividade entre estas substancias e os reagentes [53, 54].

Alguns flavonéides, como a rutina (3-O-rutinosideo-quercetina) sao
amplamente encontrados em plantas. Investigacdes relacionadas mostram que
a rutina possui grande atividade fisiolégica, como acdo anti-inflamatéria,
antitumoral e antibacteriana, sendo usada clinicamente como medicamento
terapéutico [15, 20, 55, 56].
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A rutina, cuja estrutura é mostrada na Figura 1, € rica em vitamina P,
também apresenta fungdes clinicamente relevantes na prevencao de doencgas e
protecdo da estabilidade do genoma [57].

Figura 1: Estrutura da rutina

OH

HO

OH

Fonte: préprio autor (2021).

O mecanismo de oxidagao eletroquimica da rutina ocorre em etapas
rapidas e sucessivas (ver Esquema 1). O mecanismo é iniciado por uma primeira
transferéncia de elétrons, que resulta em 4 (quatro) formas mesoméricas de
radicais fenoxi. O radical apresentado é o mais estavel devido aos efeitos
eletrdnicos dos grupos hidroxila. Posteriormente, o radical 2 sofre rapidamente
uma segunda transferéncia de elétrons resultando no carbocation apresentado,

apos este carbocation é rapidamente desidratado para formar o produto 3 ', 4'-


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rutin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/genome-instability
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diquinona. A 3' 4-diquinona formada é entdo reduzida a rutina durante a reagéo reversa
[55].

Esquema1t: Mecanismo de oxidagao eletroquimica da rutina [55].

Métodos analiticos, incluindo quimioluminescéncia [58], HPLC aclopado

com detectores de matriz de fotodiodo e fluorescéncia [59, 60],
espectrofotometria ultravioleta-visivel [61] e eletroquimicos [62-64] tém sido
aplicados na determinagdo de rutina. Frente as técnicas mencionadas, os
métodos eletroquimicos se destacam por envolver metodologia mais praticas,
serem rapidos e sensiveis, e possiveis de serem aplicados em tempo real por
meio de sistemas portateis. Além disso, os sensores eletroquimicos utilizados
podem ser fabricados em formas descartaveis e com dimensdes extremamente
pequenas e, portanto, ideais para colocacdo direta em solugbes contento
quantidades minimas do analito no eletrélito, em direta consonancia com
conceitos estabelecidos na Quimica Verde.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925400505004302#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925400505004302#bib12
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3.1 Deteccao Eletroquimica
3.1.1 Sistema eletroquimico

Os métodos eletroquimicos vém se inovando a cada dia com a elaboracao
de sensores, dispositivos que permitem a coleta de dados e obtengdo de
informacdes com manipulagdo minima do sistema estudado. Desta forma, os
resultados obtidos podem ser analisados e correlacionados com outros
parametros no ambiente em que estédo inseridos. Estes dispositivos possuem
caracteristicas peculiares que os distinguem de métodos instrumentais de
grande porte, 0s quais, por sua vez, sdo cada vez mais precisos, sensiveis e
seletivos, mas nao permitem a obtencao de informacdes in situ e em tempo real.
Dados nestas condigbes experimentais sdo facilmente obtidos com sensores
eletroquimicos e, mesmo que as medidas ndo tenham precisdo e exatidao
comparaveis as dos métodos instrumentais, em muitas ocasides tém-se
elementos suficientes para tomadas de decisdo. Caracteristicas vantajosas
também inerentes ao uso de sensores referem-se a portabilidade, facilidade de
automacao, possibilidade de miniaturizagédo e baixo custo [65,66]

A definicdo mais precisa para eletroquimica seria "a ciéncia que analisa e
descreve reacdes de transferéncia de carga da matéria num nivel atémico,
realizada por meio da aplicacdo de uma corrente elétrica ou de tensdo com a
ajuda de dispositivos eletrénicos" [67], e de producéo de sinais de potencial ou
de corrente, gerados a partir das interacdes entre as substéncias a serem
analisadas e os eletrodos associados [68]. O sistema eletroquimico mais
utilizado é o sistema de 3 (irés eletrodos), que consiste em um eletrodo de
trabalho (um eletrodo no qual a reacdo de interesse ocorre), um eletrodo de
referéncia e um eletrodo auxiliar. A Figura 2 ilustra de forma resumida a

simplicidade de um sistema eletroquimico com célula de 3 eletrodos.
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Figura 2: Sistema eletroquimico com célula de trés eletrodos, adaptado [69].
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3.1.2 Sensores eletroquimicos

Atualmente, diversas metodologias eletroquimicas utilizam eletrodos
quimicamente modificados (EQMs) como novas plataformas da eletroanalise,
visto que grande maioria das aplicacoes analiticas de EQMs utiliza técnicas
voltamétricas e amperométricas. Na visdo analitica, a sensibilidade e a
seletividade na deteccao de algum analito aumenta consideravelmente com a
utilizacdo de EQMs, pois as espécies modificadoras podem reagir de diversas
formas com o analito, pré-concentrando a espécie de interesse, bem como
apresentar propriedades eletrocataliticas, sucedendo-se com uma maior e mais

eficiente transferéncia eletrénica [70-74].

O desenvolvimento da ciéncia vem integrando varias é&reas do
conhecimento, levando a0 mesmo tempo a uma crescente miniaturizacdo dos
sistemas e dispositivos funcionais. O foco atual da tecnologia esta em nivel de
nanoescala, onde notaveis progressos vém sendo alcangados como resultado
do avanco em planejamento molecular de materiais e da capacidade de

manipular estruturas a nivel atbmico-molecular, dessa forma, o campo da
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nanociéncia compreende sistemas cujas dimensodes estao na ordem de 1 a 100
nm, o que permite entender, controlar e explorar a matéria em seu estagio inicial
de formagéo, contribuindo desta forma para intervir no processo original e decidir
em que etapa de crescimento uma dada estrutura ou sistema apresenta as
propriedades fisicas e quimicas desejadas [75]. Explorar estas propriedades
pode assegurar a criagcdo de dispositivos a nivel atdbmico, molecular e
supramolecular otimizados, o que constitui requisito essencial em qualquer area
de interesse. Portanto, a nanociéncia toma como fundamentos as propriedades
atdmicas e moleculares, governadas pelas leis insélitas da mecanica quantica
para e, a partir disso, construir sistemas com propriedades ou desempenho

desejaveis [76].

Neste sentido, nanotubos de carbono (NTC) constituem-se num dos
diversos nanomateriais que vem sendo utilizados na elaboragdo de sensores
eletroquimicos, considerado promissor devido suas caracteristicas unicas, como
alta condutividade elétrica, estabilidade quimica e alta resisténcia mecanica [77-
79]. Os Nanotubos de carbono consistem de esferas cilindricas de folhas
grafiticas com didmetro nanométrico e encontrados em dois tipos distintos de
estruturas: os nanotubos de carbono de parede simples (NTCPS) e os nanotubos
de carbono de paredes multiplas (NTCPM). As propriedades eletrénicas sutis
dos NTCs sugerem que possuem a capacidade de promover a reacao de
transferéncia eletronica quando usados elemento modificante da superficie de
um eletrodo base, como o carbono vitreo, e permitindo projetar novos sensores

eletroquimicos [80, 81].

Embora os NTCs possuam propriedades extremamente interessantes
para a construcdo de sensores, apresentam utilidade limitada como
eletrocatalisadores, dessa forma, é necessario a busca de novos materiais que
por meio de efeito sinérgico possam produzir plataformas eletrocataliticas, de
modo a promover maior sensibilidade e seletividade. Neste sentido, uma revisao
da literatura associada com o tema do presente trabalho indicou a possibilidade
da utilizacdo de ciclodextrinas como elemento co-catalisador na composicéao de
um eletrodo modificado com nanotubos de carbono para a detec¢ao de rutina

em solugdes aquosas.
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As ciclodextrinas (CDs) podem ser encontradas em 3 (irés) diferentes
didmetros (Figura 3) e constituem uma nova classe de excipientes farmacéuticos
compostos por unidades de D-glucopiranose, que unidas originam estruturas
ciclicas troncocénicas. Na area farmacéutica, este excipiente tem sido explorado
principalmente no incremento da solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade
de medicamentos [82], bem como sua utilizagao para mascarar odores e sabores
desagradaveis de certos farmacos, para reduzir ou eliminar irritagées oculares

ou gastrointestinais e na prevencao de interagdes e incompatibilidades [83, 84].

Figura 3: Estrutura e propriedades das ciclodextrinas [85].

fi-ciclodextrina t-ciclodextrina
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Muitos dos estudos na literatura tém demonstrado a capacidade da [3-
ciclodextrina no encapsulamento de analitos e, portanto, aplicagdes em sensores
eletroquimicos [64, 86-90]. Todavia, a utilizagdo de y-ciclodextrina ndo tem sido
reportada como elemento modificador, motivando o desenvolvimento de uma
nova plataforma a base de nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPM)
e y-CD para a deteccao de rutina em formulagcées farmacéuticas e em extratos
de plantas.

Assim, com base no anteriormente exposto, este trabalho propde o
desenvolvimento de uma plataforma eletroquimica baseado no eletrodo de CV
modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas (NTCPM) e
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hidroxpropil-y-ciclodextrina (y-CD) para determinagéo de rutina em niveis de
concentracdo nanomolar em amostras farmacoldgicas e em extratos de plantas

regionais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes, solugGes e amostras

Os reagentes utilizados foram de grau analitico (Tabela 1). Todas as
solugdes foram preparadas com agua purificada (condutividade < 0,1 uS cm™)
num sistema Millipore Direct-8 e os valores de pH medidos num pHmetro
Metrohm 827. As solucdes estoques de rutina foram preparadas utilizando-se

metanol como solvente.

Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente.

Tabela 1: Relacao dos reagentes utilizados.

REAGENTES PROCEDENCIA
Acido acético Quimex
Acido ascérbico Sigma-Aldrich
Acido bérico Merk
Acido citrico Merk
Acido fosférico Isofar
Acido tanico Sigma-Aldrich
Acido vanilico Sigma-Aldrich
Brometo de potassio Sigma-Aldrich
Cafeina Sigma-Aldrich
Cloreto de potassio Merk
Dimetilformamida Sigma-Aldrich
Ferricianeto de potassio Merk
Fosfato de s6dio monobasico Isofar
Hidroxpropil-y-Ciclodextrina Sigma-Aldrich
Metanol Sigma-Aldrich
Nanotubos de carbono de multiplas Time Nano
paredes (China)
Rutina tri-hidratada Sigma-Aldrich

Fonte: préprio autor (2021).
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4.2 Instrumentacao
4.2.1 Medidas Voltamétricas

As medidas eletroquimicas foram realizadas com o auxilio de um
potenciostato/galvanostato Autolab® PGSTAT 302N com mddulo de impedancia
eletroquimica acoplado a um microcomputador com o software GPES 4.9 para
controle de potencial, aquisicdo e tratamento de dados. As respostas
eletroquimicas de corrente de pico e potencial foram obtidas através das técnicas
de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), voltametria ciclica (VC),
voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ).

As pesagens das quantidades de reagentes utilizadas na preparagéo das
solugdes foram realizadas numa balancga analitica KERN 410 - AY220.

4.2.2 Célula Eletroquimica e Eletrodos

Os experimentos eletroquimicos foram realizados numa célula
eletroquimica de compartimento Unico, com capacidade de 10 mL de eletrdlito,
e utilizando-se 3 (trés) eletrodos: um eletrodo de trabalho de carbono vitreo (CV),
com uma area geomeétrica de (~0,07 cm?), um eletrodo auxiliar de platina (Pt) e
um eletrodo de referéncia Ag/AgCl, KCI 3 mol L'. Todos os potenciais

mencionados neste trabalho sdo com relagédo a este eletrodo de referéncia.

4.2.3 Pré tratamento da superficie do eletrodo CV

Inicialmente, o eletrodo CV foi submetido a um polimento manual, com
suspensao aquosa de alumina com granulacées 1,00; 0,30 e 0,05 um
(Micropolishing Material, Buehler Ltda). Apds o polimento, o eletrodo CV foi
lavado com agua purificada e, posteriormente, imerso em agua purificada e
sonicada em um sistema de banho ultrassom, por cerca de 2 minutos, para a

remogao de possiveis particulas de alumina impregnadas na sua superficie.
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4.2.4 Medidas de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE)

Para as medidas de EIE foram utilizadas solu¢des aquosas contendo 5
mmol L' de hexacianoferrato de potassio (Ill) e 100 mmol L' de KCI. Os dados
obtidos foram analisados por meio de graficos de Nyquist e um circuito R (C
[RW]) para o ajuste dos dados.

4.2.5 Medidas de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho estuda a interacdo da Iluz
infravermelha com a matéria. Quando um feixe de luz na regido do infravermelho
é direcionado a uma amostra, os comprimentos de onda absorvidos dependem
das vibragcbes moleculares da substancia. Dessa forma, com base na
absorbancia infravermelha de uma amostra, pode-se extrair informacdes

quimicas e estruturais de uma amostra.

As multiplas maneiras pelas quais a luz infravermelha pode ser
direcionada as amostras e a gama de detectores disponiveis permitem a analise
de uma ampla variedade de amostras em uma variedade de condicdes.

No presente trabalho, foram avaliadas as caracteristicas
espectroscépicas dos diferentes materiais: nanotubos de carbono de paredes
multiplas (NTCPM), hidroxpropil-y-ciclodextrina (y-CD) e nanotubos de carbono
de paredes multiplas + hidroxipropil-y-ciclodextrina + (NTCPM/y-CD), em
pastilhas de KBr.

4.2.6 Instrumentos para preparo das pastilhas

Para a elaboracao da pastilha utilizada nas medidas de FTIR, utilizou-se
um sal cristalizado, o brometo de potassio (KBr), este cristal foi primeiramente
macerado até que se torne um p6 bem fino, o sal foi entdo submetido a
instrumentos e a pressdao constante por 1 minuto e transformado em uma
pastilha, essa pastilha por sua vez foi submetida a leitura no equipamento que

serviu como branco. As amostras foram entdo diluidas com o sal macerado de


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/molecular-vibration
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KBr e feito o0 mesmo procedimento para obtencao das pastilhas agora com as

amostras, que séo posteriormente levadas a leitura do equipamento.

4.2.7 Modificacdo da superficie do eletrodo CV com NTCPM e y-CD

As modificagbes da superficie do eletrodo CV foram realizadas de
acordo com o descrito na literatura [91, 92], a partir de uma suspensao contendo
0,002 g de NTCPM e 0,02 g de y-CD em 1mL de dimetilformamida (DMF), e

sonicada por cerca de 3 (trés) horas para uma melhor disperséo.

Para modificacdo do eletrodo CV, uma aliquota de 10 yL da suspensao
contendo NTCPM/y-CD foi retirada, com o auxilio de uma micropipeta, e
depositada sobre a superficie do eletrodo CV. Em seguida, o eletrodo foi
colocado numa estufa a uma temperatura de 50°C, por 15 minutos, para a
evaporacao do solvente.

4.2.8 Obtencao e preparo de amostras farmacéuticas

O método empregado na determinacdo de rutina em amostras
farmacéuticas foi o da adicao de padrao, onde o sinal analitico é gerado pelas
amostras em relacdo a curva analitica construida com os respectivos padroes.
Testes de adicdo e recuperagdo também foram realizados na presencga das
matrizes, a fim de verificar a exatiddo do método proposto.

As amostras farmacéuticas contendo rutina foram adquiridas no comércio,
sendo: 1) Rutina (150 mg) em caixa contendo 50 comprimidos produzidos pela
Fisico Farma, e 2) Rutina (150 mg) em caixa contendo 50 comprimidos
produzidos pela Unic Pharma. As solu¢cdes de cada uma das amostras dos
medicamentos foram preparadas da seguinte forma: 3 (trés) comprimidos foram
pesados em balanga analitica para a obtengcdo de um valor médio por
comprimido. Em seguida, um unico comprimido foi solubilizado em 10 mL de
solugdo metanol-agua (80:20 v:v) e a solugao filtrada e utilizada na preparagéao
de solugbes diluidas com concentracbes desejadas no eletrélito de suporte. Para

cada amostra comercial, os experimentos foram realizados em triplicata.
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4.2.9 Obtengdo e preparo do extrato das folhas da planta Arrabidaea

brachypoda.

A fim de otimizar as condi¢cdes cromatograficas para a quantificacéo de
Rutina, foram realizados experimentos com o extrato EtOH 70% em
equipamento HPLC Shimadzu equipado com bomba quaternaria e Photodiode
Array Detector (DAD) e injetor manual.

A amostra foi obtida a partir do extrato das folhas da planta Arrabidaea
brachypoda, coletadas na fazenda de Sant'anna da Serra em Joao Pinheiro,
Minas Gerais, Brasil. A preparacao da amostra consistiu de uma etapa de clean
up por extragdo em fase soélida, utilizando-se um cartucho Phenomenex Strata
C18 (500 mg/6 mL), previamente ativado com 5 ml de metanol e equilibrado com
5 ml de metanol:agua (95:5, v/v). Uma solugéo de 2 mL de extrato EtOH 70%
em metanol:agua (95:5, v/v), em concentragdo de 30 mg.mL", foi eluida com a
mesma fase movel utilizada para equilibrio do cartucho e coletada em balao
volumétrico de 5 mL, tendo seu volume completado ao final da eluigéo. Ao final,
a solucdo foi filtrada em um filtro Millex com tamanho de poro de 0,22 pm.
Aliquotas de 20 pL desta solucao foram injetadas no HPLC. Varias condicbes
foram avaliadas para que se obtivesse a melhor separag¢ao dos picos majoritarios
(Figura 19). A melhor delas consistiu em separagdo com coluna Phenomenex
Luna C18 (25 cm x 4.6 mm x 5 um) , e gradiente de fase mével composta
agua:metanol contendo 0,01% de FA (acido férmico) e monitoramento em 254
nm. Nas condigdes empregadas, obteve-se separacdo de linha base para os

principais componentes da amostra, numa corrida de cerca de 60 minutos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Analise dos espectros FTIR dos materiais: nanotubos de carbono de
paredes multiplas (NTCPM), hidroxipropil-y-ciclodextrina (y-CD) e NTCPM

modificados com y-CD (NTCPM/y-CD), com base em estudos publicados na

literatura [93-95], mostraram que:

a)

(NTCPM) (linha preta na Figura 4) apresentou bandas em 3415 cm~

1 atribuidas ao estiramento OH" de grupos carboxilicos (O=C-OH
e C-OH). Embora o material ndo tenha sido submetido a nenhum
tratamento quimico para funcionalizacdo da sua superficie, a
presenca desses grupos na superficie dos nanotubos pode indicar
uma oxidag¢do parcial do material proveniente de seu preparo. A

presenca desse grupo pode ser confirmada pela presenca da
banda em 1640 cm™! referente ao estiramento C=C, enquanto a

banda em 3554 cm™! pode ser atribuida a grupos OH" livres;

(yv-CD) (linha vermelha na Fig. 4) apresentou bandas

caracteristicas em 3385 cm™ ! (estiramento OH); 2928 cm~1
(estiramentos CH de grupos CH e CH2); 1643 cm™ (vibragdo de

flexdo OH); e em 1155 cm!, 1083 cm™! e 1033 cm!
(estiramentos CO) [96];

(NTCPM/y-CD) (linha azul na Fig. 4) ndo apresentou grandes
diferengas vibracionais para a maioria das bandas observadas

quando comparado ao obtido para (y-CD); todavia um forte

deslocamento de 21 cm’] para o estiramento atribuido a
deformacdo da ligacdo OH da hidroxipropil-y-ciclodextrina [97],
indicando uma interacdo do grupo funcional com as paredes dos
nanotubos de carbono.
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Figura 4: Espectros de infravermelho para (NTCPM), (y-CD) e (NTCPM/y-CD)

—— NTCPM
— Hidroxipropil-y-ciclodextrina
—— NTCPM-y-Ciclo fucionalizado

4000 3000 2000 1000

Wavenumber/cm™!

Fonte: proprio autor (2021).

5.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A técnica de EIE é utilizada para caracterizagao elétrica de um sistema,
pois fornece uma visdo completa e detalhada das caracteristicas elétricas da
interface eletrodo/solucao de um determinado sistema, sendo estas informacdes
de grande interesse na eletroquimica [98]. A EIE consiste na aplicacdo de uma
perturbacao senoidal de tensdo de pequena amplitude e uma frequéncia que
seja possivel investigar o sistema em estado estacionario ja que tais condicdes
de perturbacédo do sistema sdo minimas. De forma geral, a impedancia de um
sistema é representada por um vetor composto por uma parte real [Zre(w)] € por
uma parte imaginaria [Zimw)], onde i=(-1)"2[99]. Desta forma a impedancia

complexa é representada por:
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Z(w) = Zre(w) + iZim(w)

Zwy=Zw) +iZ w)

A representacao de dados de EIS pode ser feita de varias formas, sendo
o Diagrama de Nyquist (graficos de Z’ vs. Z”) muito utilizado como uma poderosa
ferramenta para mensurar a resisténcia a transferéncia eletronica (Ret) em

reagdes eletroquimicas [99].

As medidas de EIE foram realizadas para estudar efeitos dos diferentes
materiais no comportamento de transporte de carga na plataforma eletroquimica
proposta. A Figura 5 apresenta o diagrama de Nyquist obtidos por EIE da
plataforma ECV, ECV/NTCMP, ECV/(NTCMP/y-CD) medidos em solugao
aquosa de Ferricianeto de potassio 5 mmol L, variando a frequéncia de 100 kHz
a 0.1 Hz e em potencial de circuito aberto.

Como visto no gréfico de nyquist da Figura 5 que representa os processos
interfaciais, a altas frequéncias é estudado o processo de transferéncia de
cargas na interface eletrodo-eletrélito, o didametro do semicirculo representa a
resisténcia a este processo. Como pode ser observado, a resisténcia de
transferéncia de carga apresentada pelo sensor ECV/(NTCMP/y-CD) de 14,2 Q
mostra que ha uma reducgao no diametro do semicirculo cujo é aproximadamente
cerca de 1,13 vezes menor comparando-se ao ECV/NTCMP (16,0 Q), e ainda
3,02 vezes menor comparando-se ao ECV (42,9 Q) apresentando didmetro de
semicirculo menor que trabalhos ja registrados na literatura [100-102], tal estudo
mostra que o material (NTCMP/y-CD) proporciona um elevado processo de
transferéncia de cargas para o ECV, favorecendo e facilitando assim o processo
redox do material-eletrdlito.
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Figura 5: Grafico de Nyquist obtidos em solucéo 0,1 mol L™ de KCI na preseng¢a de 5 mmol
L~ de Fe(CN)s* para o ECV, ECV/NTCMP e ECV/(NTCMP/y-CD).
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Fonte: préprio autor (2021).

5.3 Caracterizacao voltamétrica do ECV modificado com (NTCPM/y-CD)

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroquimica que fornece
informacgdes qualitativas e quantitativas, obtidas a partir do registro da curva de
corrente versus potencial em uma solugédo eletrolitica. A VC consiste na
aplicacao de um potencial sobre o eletrodo de trabalho que origina uma corrente
mensuravel. Geralmente nesta técnica sao utilizados trés eletrodos: o eletrodo
de trabalho, no qual a reacdo de interesse ocorre num potencial aplicado,
relativamente a um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl) no qual ndo ha fluxo de
corrente, sendo o circuito completado por um eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo,

normalmente platina [103].

Neste sentido, voltamogramas foram obtidos para diferentes materiais em
solugéo tampao fosfato, pH 2,2 a 0,1mol L', apresentados na Figura 6.
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De acordo com os voltamogramas, podemos observar que o ECV (Figura
6a) e ECV/y-CD (Figura 6b) ndao apresentam qualquer pico voltamétrico
(processo faradaico), ou seja, ndo se observa transferéncia de elétrons na
interface eletrodo- eletrdlito e a corrente observada € de natureza capacitiva,
indicando que nao ocorreu o ancoramento da y-CD no ECV. No entanto, quando
modificados com ECV/NTCPM (Figura 6¢) e ECV/(NTCPM/y-CD (Figura 6d) é
perceptivel que ha um aumento de corrente, bem como a presencga de um pico
redox que é proveniente do tratamento com &acido do NTCPM que permite a
geracao de sitios, alguns deles eletroativos, energeticamente favoraveis, para a
inclusao de mediadores redox fendlicos e outros [104]. Além disso, a Figura 6
(d) mostra que houve um ganho de corrente e uma melhor definicao no pico
redox do NTCPM, isso pode estar ligado ao fato da imobilizacao e acoplamento
da y-CD sobre o NTCPM. Neste sentido, somando-se a maior sensibilidade, bem
como a boa estabilidade do ECV/(NTCPM/y-CD), percebe-se que este eletrodo
seria a melhor opg¢ao para aplicacdo como sensor, no entanto precisa-se levar
em consideracao a sua resposta frente do analito (Rutina) para aplicacdo como

Sensor.

Figura 6: Perfis voltamétricos referentes ao décimo ciclo do ECV (voltamograma azul(a)),
ECV/y-CD(voltamograma verde(b), ECV/INTCPM (voltamograma preto (c)) e ECV/(NTCPM/y-
CD) (voltamograma vermelho (d)). Experimentos conduzidos em tampao fosfato pH 2,2 em
0,05V s-1.
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Fonte: préprio autor (2021).

5.4 Caracterizacao voltamétrica do ECV modificado com (NTCPM/y-CD) na
presenca de Rutina
Conforme pode-se observar, as Figuras 7 (a) e (b) apresentam

picos redox parcialmente reversiveis referentes a oxidacao e reducao da Rutina
préximos a 0,51 V. No entanto, a oxidacao se destaca frente a redugéo por sua
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melhor definicdo, porém observa-se que as correntes de pico geradas referente
a Rutina sdo pequenas em relagao as Figuras 7 (c) e (d) o que prova uma menor
sensibilidade. E visto que nas Figuras 7 (c) e (d) apresentam dois picos redox,
o primeiro referente a modificagdo e o segundo (préximo de 0,56 V) referente a
oxidacao/reducdao da Rutina devido ao ganho e perda de dois elétrons da
molécula [55]. Nota-se também que o processo de oxidacao possui uma corrente
de pico levemente maior que o processo de redugéo (1,21 vezes maior), isto
mostra que a oxidagao pode estar sendo favorecida pelo par redox do complexo
de inclusdo sobre os nanotubos de carbono. Este resultado nos sugere que o
aumento nas correntes é promovido pelo aumento da velocidade de
transferéncia eletrénica promovido pelo ECV/(NTCPM/y-CD), devido a baixa
resisténcia a transferéncia de carga entre o filme e o analito, como foi visto na
EIE, consequentemente uma melhora na resposta analitica em fungdo da maior

sensibilidade do sistema.

Figura 7: Perfis voltamétricos referentes ao décimo ciclo do ECV (voltamograma azul(a)),
ECV/y-CD(voltamograma verde(b), ECV/INTCPM (voltamograma preto (c)) e ECV/(NTCPM/y-
CD) (voltamograma vermelho (d)). Experimentos conduzidos em tampao fosfato pH 2,2 em
0,05 V s*! na presenca de Rutina 25 pmolL.



38

0,0 0,5 1,0
E/V vs Ag/AgCl/KClsat

I(B)

0,0 0,5 1,0
E/V vs Ag/AgCl/KClsat

#{C) »{(D)

20

0 ]

. 1/ uA

201

0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0
E/V vs Ag/AgCl/KClsat E /V vs Ag/AgCl/KClsat

Fonte: préprio autor (2021).

5.5 Avaliacao do sensor frente a literatura

E visto que na literatura ha trabalho para determinacdo de Rutina com a
B-CD, desta forma, para avaliar a sensibilidade do ECV/(NTCPM/y-CD) frente ao
que ja se relata na literatura [20], foi feito o estudo de comparacgéao para ambos

modificantes (Figura 8).
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A Figura 8 apresenta uma maior sensibilidade do sensor ECV/(NTCPM/y-
CD) em relagdo ao ECV/(NTCPM/B-CD). A Figura 3 mostra as dimensdes das
diferentes ciclodextrinas, e é observavel que a y-CD possui maior didametro em
relacdo as demais, dessa forma possibilita a disponibilidade maior de sitios
ativos presentes tanto internamente onde encapsula-se os analitos quanto
externamente, quando comparado as demais, dessa forma, se ha maior

disponibilidade, havera uma maior ancoragem da Rutina.

Figura 8: Voltamogramas ciclicos referentes ao ECV/(NTCPM/B-CD) na auséncia
(voltamograma preto) e presenca (voltamograma vermelho) de Rutina, ECV/(NTCPM/y-CD)
na auséncia (voltamograma azul) e presenca (voltamograma ciano) de Rutina.
Experimentos conduzidos em tampao fosfato pH 2,2 e 25 pmo.L"' de Rutina em 0,05 V s,
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Fonte: préprio autor (2021).

5.6 Influéncia do pH

A Figura 9 apresenta os voltamogramas ciclicos para a resposta de 25
umol L' em diferentes valores de pH. Podemos observar que para valores de
pH 2,2 e 4,5 ha diminuicdo das correntes anddicas e catddicas, e,
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consequentemente, uma diminuicao na sensibilidade para a Rutina, estes picos
redox estdo nos potenciais préximos a 0,57 e 0,48V respectivamente. E
perceptivel que o pH 2,2 apresenta uma maior corrente de pico para a resposta
eletroquimica da RUTINA, visto que ha uma maior contribuicdo dos prétons e
elétrons deste analito em meio acido [105-107].

Percebe-se que em valores de pH em meio neutro ou basico ndo ha
resposta significativa para a Rutina, jA em meios extremamente &cidos as
correntes de pico anodica e catédica sdo mais elevadas devido provavelmente
ao sensor a base de NTCMP/y-CD apresentar maior estabilidade e maior
correntes de pico nestes valores de pH, ou seja, provavelmente o par redox do
filme NTCMP/y-CD tem o seu processo redox facilitado neste intervalo de pH
fazendo com que haja um aumento em suas correntes de pico anddica e catddica
nas respostas eletroquimicas do filme favorecendo assim uma melhor resposta
para a Rutina em soluc&o. Neste sentido, escolheu-se o pH 2,2 por ser o pH que
apresentou a melhor resposta eletroquimica para a realizagdo dos estudos
futuros.

Figura 9: Voltamogramas ciclicos referente a Influéncia dos pHs 2,2 (Tampao fosfato), 4,5
(tampao acetato), 7,0 (PBS) e 10 (Tampao Borato) sobre a corrente anddica para oxidacao
de Rutina sobre o ECV/(NTCPM/y-CD) 0,1 mol L.
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Fonte: proprio autor (2021).

5.7 Forca ibnica

O efeito da forga i6nica esta relacionado a concentracao total de
eletrélitos, onde influencia a atividade dos ions em solucdo. Esse estudo foi
realizada a voltametria ciclica para as concentragbes: 0,015 mol L
(voltamograma preto); 0,1 mol L' (voltamograma vermelho); 0,15 mol L
(voltamograma azul) e 0,2 mol L' (voltamograma ciano) em pH 2,2 (Figura 10)
a Rutina 25 pmol L. Visando qual dessas concentragdes utilizadas possui maior
sensibilidade, a fim de se investigar, qual proporcionaria melhor resposta para o
sensor proposto frente a determinacéo de Rutina.

De acordo com a Figura 10, podemos observar que para as
concentragoes de 0,05 e 0,1 mol L' ha um aumento na corrente de pico referente
a Rutina, porém o mesmo ndo é visto para maiores concentracdes, tal fato
mostra que 0,1 mol L' possui maior sensibilidade para o par redox da Rutina
[20].

Figura 10: (A)Voltamogramas ciclicos referente a Influéncia da forca ionica sobre a
corrente anddica para oxidacdo de Rutina sobre o ECV/(NTCPM/y-CD) e (B) graficos
referentes ao pH frente ao potencial e corrente de pico, solucéo fosfato 0,1 mol L.
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Fonte: proprio autor (2021).

5.8 Influéncia do eletrélito de suporte

Investigou-se também a influéncia do tipo de solugado tampao na
resposta do sensor, que foi analisada com trés tipos diferentes de solucdes
tampéao ( Fosfato, Mcllvaine e Britton - Robinson) em concentra¢des de 0,1 mol
L' em pH 2,2 (Figura 11) a Rutina 25 pmol L'. Estes tampdes foram utilizados
a fim de se investigar qual desses eletrdlitos proporcionaria melhor resposta para
0 sensor proposto, os estudos foram conduzidos utilizando-se a voltametria

ciclica.

Com base nos resultados apresentados na Figura 11 verificou-se
que a solugcdo tampao PBS fornece uma melhor resposta, ja que permitiu a
obtencao do maior valor de corrente de pico e, consequentemente, garante maior
sensibilidade quando comparado aos demais tampdes. Esse resultado pode
estar relacionado a maior mobilidade i6nica dos ions fosfato devido ao menor
tamanho desses ions [65, 66], 0 que torna possivel maior difusdo da Rutina em
solucdo, garantindo uma maior transferéncia eletrbnica entre o eletrodo
modificado e a solucéo eletrolitica, resultando em maiores valores de corrente
de pico. Neste sentido, a solugéo de fosfato salino foi escolhida para os futuros

experimentos.
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Figura 11: Correntes de pico para a oxidacdao de em solucao Britton-Robison, Fosfato,
Mcllvaine (0,1 mol L. v=0,05 V s™).
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Fonte: préprio autor (2021).

5.9 Estudo de estabilidade do ECV/(NTCPM/y-CD) na presenca de Rutina

Com intuito de verificar a estabilidade do material frente a Rutina,
voltamogramas ciclicos foram gerados sobre o eletrodo ECV/(NTCPM/y-CD)
com a presenca de Rutina. A Figura 12 apresenta os voltamagramas obtidos,
pode-se observar que a utilizagdo dos NTCMP juntamente com o y-CD
promovem maiores correntes de pico, provavelmente, devido a um aumento da
area superficial do ECV obtida através da porosidade dos nanotubos de mdultiplas
paredes como ja confirmado no estudo da caracterizagdo voltamétrica
ECV/(NTCPM/y-CD). Nota-se que o complexo de inclusdo juntamente ao
NTCMP na superficie do ECV resultou em um sistema eletroquimico estavel,
demonstrando que o efeito sinérgico resultante de matérias-primas combinadas

é de grande importancia para a estabilidade do filme.
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Figura 12: Voltamogramas ciclicos referentes a proposta de estabilidade do
ECV/(NTCPM/y-CD). Experimentos conduzidos em tampao fosfato pH 2,2, 25umol L' de
Rutina em 0,05 V s™.
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Fonte: préprio autor (2021).

E observado que ha pouco decaimento da corrente de pico ao aumento

de cliclos mesmo apéds 30 ciclos, o que demonstra uma boa estabilidade do filme.

5.10 Escolha da técnica para determinacao de Rutina

A fim de se verificar a influéncia das técnicas voltamétricas na resposta
da Rutina a 50 umol L', foi realizado um estudo em trés diferentes técnicas:
voltametria ciclica (VC), pulso diferencial (VPD) e onda quadrada (VOQ).

Figura 13: (A) Voltamogramas referentes ao estudo de diferentes técnicas e (B) correntes
de pico extraidas dos voltamogramas realizados em solucao fosfato salino 0,1M, pH 2,2
v=0,05V s,
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E observado que na voltametria ciclica (Figura 13a) possui dois picos
redox, o primeiro é referente a modificagcado CV/(NTCMP/y-CD) e o segundo e
reversivel é referente a Rutina, a corrente de pico anddica obtida foi de 41,76 pA
esta € a menor corrente de pico das trés técnicas, o que ja era esperado por ndo
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ser uma técnica com elevada sensibilidade. Para tanto utilizou-se duas outras
técnicas para este estudo, a voltametria de pulso diferencial (VPD) respondeu
com um alto pico de corrente, este sendo aproximadamente 200 pA e para
voltametria de onda quadrada (VOQ) a resposta eletroquimica para RUT foi
altamente favoravel, sendo ela com corrente de pico proximo a 380 pA. A VOQ
apresentou uma corrente de pico 9 vezes maior que a VC e 1,9 vezes maior que
a VPD (figura 13b), tal fato se deve pela alta reversibilidade da Rutina frente a
modificacdo o que aumenta a sensibilidade para o método proposto.

5.11 Estudo de diferentes velocidades de varredura

A Figura 14a mostra os voltamogramas ciclicos do ECV/(NTCPM/y-CD)
em tampao fosfato (pH 2,2) em varias taxas de velocidade de varredura. Pode-
se notar que, com o aumento da velocidade de varredura (v) a area sob o pico
também aumenta, ha um leve deslocamento de potencial na regido anddica para

potenciais mais positivos e catédica para potenciais mais negativos.

Na Figura 14b, os resultados indicam que a corrente de pico (lp) varia
linearmente com v, ha uma relacao linear (R= 0,99865) o que implica afirmar que
0 processo € controlado por adsorcao e a relacao do logaritmo da corrente de
pico de oxidacdo e reducdo (log Ip) versus o logaritmo da velocidade de
varredura de potencial (log v) confirma este fato, como apresentado na Figura
14c¢ [70, 108, 109]. Analisando-se o resultado obtido, verificou-se que ha uma
relacao linear (R = 0,99015) entre log Ipa e Ipc e log v, cujos coeficientes
angulares das retas sao 1,3430 e 1,38162, respectivamente. Este valor é um
indicativo para que o processo redox da Rutina na superficie ECV/(NTCPM/y-
CD) deve ser controlado por adsor¢cao das espécies para potenciais abaixo de
0,1 Vs, uma vez que o valor obtido para o angulo de inclinacéo para reta log
lpa e Ipc vs. Log v esta mais proximo a 1,0 que a 0,5 implicando assim afirmar
que o processo € controlado por adsorcao.

Para verificar o comportamento do sensor em altas velocidade,
voltamogramas foram realizados em altas taxas de velocidade de varredura.
Pode-se notar que, com o aumento da velocidade de varredura (v) a area sob o

pico também aumenta, ha um deslocamento de potencial na regido anddica para
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potenciais mais positivos e catddica para potenciais mais negativos. Como
também pdde ser observado na Figura 15, que (lp) varia linearmente com a raiz
quadrada de v, ha uma relacdo linear (R= 0,9991) o que implica afirmar que o
processo em altas velocidades € controlado por difusdo [110, 111], e a relagéao
do logaritmo da corrente de pico de oxidacdo e reducao (log Ip) versus o
logaritmo da velocidade de varredura de potencial (log v) confirma em um
sistema controlado por difusdo, como apresentado na Figura 15c. Analisando-se
o resultado obtido, verificou-se que ha uma relacao linear (R = 0,99664) entre
log Ipa e Ipc e log v, cujos coeficientes angulares das retas sao 0,6206 e 0,6052,
respectivamente. Este valor € um indicativo para que o processo redox da Rutina
na superficie ECV/(NTCPM/y-CD) deve ser controlado por difusdo das espécies
para potenciais acima de 0,1 V s™', uma vez que o valor obtido para o dngulo de
inclinagao para reta log Ipa e Ipc vs. Log V esta mais proximo a 0,5 que a 1
implicando assim afirmar que o processo a altas velocidades € controlado por
difusao.

Figura 14: Voltamogramas ciclicos para (A) 25 pmol L' de Rutina sobre eletrodo

ECV/(NTCPM/y-CD) em solucao de 0,01 mol L' tampao fosfato (pH 2,2) em diferentes
velocidades de varredura, (B) Dependéncia linear das correntes de picos (Ipa) e (Ipc) vs a
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variacdao de velocidade e (C) Dependéncia do logaritmo da corrente de pico com o
logaritmo da velocidade de varredura.
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Fonte: proprio autor (2021).

Figura 15: Voltamogramas ciclicos para (A) 25 umol L' de Rutina sobre eletrodo
ECV/(NTCPM/y-CD) em solucao de 0,01 mol L' tampao fosfato (pH 2,2) em diferentes
velocidades de varredura, (B) Dependéncia linear das correntes de picos (Ipa) e (Ipc) vs
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raiz quadrada da variacao de velocidade e (C) Dependéncia do logaritmo da corrente de

pico com o logaritmo da velocidade de varredura para Rutina.
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5.12 Voltametria Ciclica com diferentes concentracées de Rutina sobre o

sensor e curva analitica

Os resultados apresentados até agora sugerem que o ECV/(NTCMP/y-

CD)é uma alternativa viavel para a determinacao analitica de Rutina devido a

sua interacdo com o material imobilizado na superficie do CV promovendo boa

reversibilidade eletroquimica observada para o par redox do material no filme.

Neste sentido realizou-se adicbes sucessivas do analito na célula

eletroquimica contendo o ECV/(NTCPM/y-CD) para verificar se ocorre um

aumento nas correntes de oxidacao e reducdo do analito. Para tanto realizou-se
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voltamogramas ciclicos do sensor (Figura 16a) na presenca das seguintes
concentracdes de Rutina: 1,92 a 3,70; 5,36; 6,90; 9,68; 13,23; 19,14; 25 umol L"
' em solugao tampao fosfato pH 2,2.

A partir dos voltamogramas ciclicos para diferentes concentracoes de
Rutina, um grafico kvs [Rutina] (Figura 16b) foi obtido no qual se observa uma
relacdo linear entre as grandezas para a oxidacdo de Rutina sobre o
CV/(NTCMP/y-CD) no intervalo de concentragdo de 1,92 a 25 umol L', com R
igual a 0,996 (n = 8). As expressdes matematicas que definem a curva analitica

podem ser escritas como:

lp(nA) = 2,07145 (+0,07476) + 2,94453(+0,33378)[Rutina](umol L-1)

De acordo as recomendacdes da IUPAC, LOD e LOQ foram determinados
utilizando-se 3 s/b e 10 s/b, respectivamente, onde s corresponde ao desvio
padrao para dez voltamogramas do branco e b, € a inclinagao da curva analitica,
os valores de LOD e LOQ foram 0,35 e 0,17 pmol L-1, respectivamente.

Figura 16: (A) Voltamograma ciclico referente as diferentes adicoes de Rutina em soluc¢ao

eletrolitica contendo o ECV/(NTCPM/y-CD) e (B) grafico de I, versus [Rutina]. Experimentos
realizados em solucao tampao fosfato pH 2,2. v=0,05V s™.
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Fonte: proprio autor (2021).

5.13 Parametros operacionais da VOQ

Na Voltametria de onda quadrada (VOQ), a frequéncia (Hz), e a amplitude
de pulso, Ap (V), sdo parametros muito importantes, j& que esses estédo
diretamente relacionados a sensibilidade e a seletividade do sistema. Os
voltamogramas foram obtidos em solugdo 25 pmol L' de Rutina mantida em
solugdo 0,1 mol L' de tampéo fosfato (pH 2,2), para o ECV/(NTCMP/y-CD) sob

condicOes experimentais otimizadas.

Inicialmente, a amplitude de pulso foi variada na faixa de 0,01 a 0,1 V,
mantendo-se a frequéncia constante e igual a 0,01 Hz. O sensor proposto
forneceu um aumento nas correntes de pico com o0 aumento da amplitude, porém
alcangou melhores resultados, ou seja, uma melhor relacdo entre sensibilidade
e alargamento na largura-meia altura do pico, quando submetida a amplitude de
0,08 V (lpa~500 pA) observados na figura 17a.
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Em seqguida, variou-se a frequéncia num intervalo de 10 a 50 Hz. O sensor
para Rutina alcancou maiores correntes de pico quando se aplicou a frequéncia
de 15 Hz (lpa~580 pA) observados na figura 17b. Entretanto, os voltamogramas
obtidos acima de 15 Hz foram acompanhados por um alargamento do pico,
portanto, 15 Hz foi considerado como valor 6timo de frequéncia a ser utilizado
na construcao da curva analitica referente a técnica de VOQ.

Figura 17: Grafico da corrente de pico da Rutina sobre o ECV/(NTCPM/y-CD) em func¢ao da:
(A) amplitude de pulso e (B) Frequéncia. v=0,05 V s-1.
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Fonte: proprio autor (2021).

5.14 Curva analitica em VOQ

A curva analitica para a determinagéo de Rutina, foi obtida por voltametria
de onda quadrada em condi¢des de frequéncia e amplitude ja otimizadas, em
uma ampla faixa linear de trabalho, utilizando como eletrélito uma solugao de 0,1
mol L' de tampao fosfato (pH 2,2). A Figura 18a, apresenta os voltamogramas
obtidos, observa-se que temos um aumento de Ip com o aumento da

concentracao de Rutina.

A partir dos voltamogramas de onda quadrada para diferentes
concentracdes de Rutina, um grafico bvs [Rutina] (Figura 18b) foi obtido no qual
se observa uma relacao linear entre as grandezas para a oxidagdo de Rutina
sobre o CV/(NTCMP/y-CD) no intervalo de concentragio de 39 nmol L' a 975
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nmol L', com Rigual a 0,996 (n = 11). As expressdes matematicas que definem

a curva analitica podem ser escritas como:

Ip(pA) = 0,469 (£0,087) + 0,032(1+0,001)[Rutina](nmol L-1)

De acordo as recomendacoes da IUPAC, os valores de LOD e LOQ foram
7,32 nmol L' e 24,39 nmol L, respectivamente. A curva analitica para a
determinacao de Rutina por VOQ apresentou sensibilidade igual a 0,032 pA L
nmol'. Este valor é maior ou similar a varios trabalhos relatados na literatura
[112-21].

Figura 18: (A) Voltamogramas de onda quadrada referente as diferentes adi¢6es de Rutina
em solucao eletrolitica contendo o ECV/(NTCPM/y-CD) e (B) grafico de I, versus [Rutina].
Experimentos realizados em solucdo tampao fosfato pH 2,2. v= 0,05V s™.
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Fonte: proprio autor (2021).

5.15 Seletividade

A seletividade do eletrodo ECV/NTCMP/y-CD foi estudada em solucdes

de Rutina 200 nmol.L"" na presenca de possiveis interferentes polifenélicos. A
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Tabela 2 mostra os resultados do estudo de efeito dos interferentes com base
no erro relativo encontrado. E observado que o desvio para (n=3) é abaixo de 5
e o erro relativo é aceitavel, pois sao préximos a 100% para todas as substancias
analisadas, indicando que esses compostos nao tem efeito significativo na
deteccao de Rutina pelo sensor ECV/NTCMP/y-CD. A partir desses resultados é

compreensivel que o método possui boa seletividade.

Tabela 2: Efeito de interferentes frente a resposta da Rutina no sensor ECV/NTCMP/y-CD.

Substancia Proporcao Erro relativo (%)
n=3

Quercetina 1:1 108,33 (£2,75)
Catequina 1:1 108,83 (£1,94)
Acido Ascoérbico 1:1 106,56 (+2,08)
Acido Citrico 1:2 109,56 (+1,30)
Acido Tanico 1:1 106,48 (+3,13)
Acido Vanilico 1:2 104,46 (+2,50)
Cafeina 1:2 105,73 (£2,41)

Fonte: préprio autor (2021).

5.16 Exatidao

A exatiddao do procedimento proposto foi investigada através da
comparagado dos resultados obtidos com um procedimento dos experimentos de
adicao e recuperacao que foram realizados através da adicao de quantidades
conhecidas nas amostras (Tabela 3). A porcentagem de recuperacgao foi dada
pela razao entre a concentracdo do analito total (valor obtido / valor real)
encontrada e a concentracao real multiplicada por 100 como pode ser observada
na seguinte equacao:

[RUT]encontrada

% Recuperacgdo = ( [RUTTreal ) % 100
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Os testes de adicao e recuperacao foram realizados em triplicata para
maior confiabilidade dos resultados.

Tabela 3: Teste de adicdo e recuperacao utilizando o método proposto para duas amostras
farmacéuticas e uma amostra de extrato de planta.

[Rutina] [Rutina]
Amostras . *Rec.
adicionada encontrada
(n=3) (%)
(nmol L) (nmol L)
0,00 - -
Comprimido
A 100,00 96,70 (x2,18) 97,0
0,00 - -
Comprimido
B 100,00 92,87 (+3,56) 93,0
Extrato da 0,00 ) )
planta 100,00 98,40 (x1,74) 98,40

Fonte: préprio autor (2021).

Os resultados dos testes de adi¢ao e recuperacao, como observados na
Tabela (3), deixam evidente que o método proposto apresentou uma boa
exatidao, pois foi obtido porcentagem de recuperacdo de 93,00 e 98,40%,
atestando que o sensor NTCMP/y-CD permitiu uma boa recuperagéo da Rutina

nas amostras avaliadas.

5.17 Validacao do método

Como forma de validar os resultados obtidos por meio do método
desenvolvido, realizou-se analise para quantificacdo de Rutina na amostra de
extrato das folhas da planta Arrabidaea brachypoda utilizando a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de matriz de
fotoiodo, realizada numa corrida de cerca de 60 min. O percurso cromatografico
apresentou o cromatograma em tempo de retencédo de 30 min correspondente a

Rutina, em comprimento de onda de 254 nm. O cromatrograma (A) € referente
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ao extrato onde observa-se que ha presenca de outros compostos flavondides
na amostra, e (B) é referente ao padrao da Rutina, ambos apresentam resposta
da Rutina em tempo de retencéo de 30 minutos. Os valores obtidos pela técnica
confirmam a exatidao e aplicabilidade do método proposto.

Figura 19: Cromatograma do extrato EtOH 70% das folhas de A. brachypoda. Coluna
Phenomenex® Luna C18 (250 x 4,6mm i.d. ; 4um ), fluxo 1,0 ml.min-1, Solventes: A=H20,
B=MeOH ambos com FA 0,01%. Sistema de eluicdo gradiente linear 0-100% de B em 60
min e espectro no UV do marcador rutina.

Rutina

8 88 8 06 05 5 3
bl

Rutina

A curva analitica apresenta boa linearidade no intervalo de concentragéo
estudado e coeficientes de correlagao (r2) com valores superiores a 0,99, o que
indica que ha uma boa correlagao entre as areas de picos e as concentragdes
estudadas.
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Figura 20: Curva analitica obtida pelo método de calibracao externa a partir de injecoes
em triplicata de solucao padrao de Rutina.
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A determinacdo da concentracdo de Rutina foi realizada diretamente no
extrato etandlico 70% das folhas de Arrabidaea brachypoda. Desta maneira
tentou-se chegar a resultados mais representativos com relagdo a real
composicao do metabdlito secundario e assim evitar possiveis erros
sistematicos. A diluicao e injecdes do extrato foram realizadas em triplicata. A
concentragdo de Rutina no extrato das folhas de Arrabidaea brachypoda foi de
1,58 (20,035) % no extrato.

Os valores obtidos por cromatografia, referentes a concentracdo de
Rutina no extrato das folhas da planta, nao diferem dos resultados propostos
pelo método eletroquimico, pois observando os resultados pelo método T
student onde Tcalculado = 1,92 e Ttabelado = 3,182, sdo estastiticamente iguais
(Tcal < Ttab) com nivel de confianca de 95% e 3 graus de liberdade. Ha mais
que 5% de chance de que os dois conjuntos de resultados estejam dentro do
erro experimental de modo que concluimos que os resultados sdo significamente
iguais.

Com a finalidade de revelar o desempenho do presente método
com base em seu limite de deteccado e faixa linear de trabalho; foi comparado
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com alguns outros métodos relatados na literatura para a determinacao da

Rutina, e os resultados sao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Comparacado de parametros analiticos da oxidacao de Rutina no eletrodo
modificado com (NTCMP/y-CD).

eletrodo técnica Faixa linear LOD Referéncia
(mol.L) (mol.L™)
MIPIL/IL-GR/GCE VPD 0,03a1x10° 0,01 x 10 112
GO¢c-chitosan/GCE VPD 0,9a90x 10°® 0,56 x 10 113
MIP/MWCNTs/GC VPD 0,4a10x 10°® 0,11 x10° 114
E
Mg-Al- VPD 1a10x10° 0,01 x 10® 115
Si@PC/CGE
MB@ZIF- VPD 0,1a100x 10°® 0,02x 10°® 116
8/GO/GCE
PtNPs/RGO VPD 0,057 a 102.59 x 0,02x 10® 117
106
NiC0204/rGO VPD 0,1 a8,0and 8,0 0,01 x 10® 118
a150 x 10®
CB/WOs3/SPCE VPD 0,01 a 75,46 2x107° 119
x 1076
PdPc-MWCNTs AMP 0,10a51 x 1076 75 x 1079 120
Cu(lh— CAdSV 0,2a1,4x10°% 7,0 x 107 121
rutincomplex/HMD
E
Este trabalho VCe 192a25x 107 0,17x 1078 Este trabalho

vVOoQ 39a975x10° 7,32 x10°

Fonte: proprio autor (2021).

O sistema proposto nesse trabalho apresentou bons desempenhos tanto
para faixa micromolar quanto para nanomolar semelhante ou superior a métodos
ja apresentados na literatura em revistas de alto impacto para quantificacao de
Rutina, com um dos melhores limite de deteccdo e a melhor faixa linear de
trabalho na regido nanomolar, além disso, o sensor do presente trabalho
destaca-se frente a esses por ser de facil preparo, baixo consumo de solvente
organico, rapidez no preparo da modificacdo, necessidade de pouco reagente

para o preparo do sensor.
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CONCLUSOES

6. CONCLUSOES
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Pelo exposto, pode-se concluir que foi possivel o desenvolvimento de um
sensor a base de NTCPM/y-CD, visando o desenvolvimento de um sistema
valido ao qual foi aplicado para a determinacdo de Rutina em medicamentos e
extrato de planta. Apds a fase do preparo do eletrodo modificado a base de
NTCPM/y-CD realizou-se os estudos referentes aos parametros experimentais e
operacionais que afetam a sensibilidade e seletividade do sensor proposto frente
a Rutina. Para esse estudo é perceptivel através das analises que o pH 2,2,
solucdo de fosfato salino e concentragdo de 0,1 molar apresentam melhores
sensibilidades para a oxidagdo/reducdo da Rutina. A voltametria de onda
quadrada foi a técnica que apresentou melhores resultados, tal fato esta atrelado
ao comportamento redox da Rutina frente ao sensor. Os estudos de adicao e
recuperacdo para amostras farmacéuticas e de extratos de planta contendo
Rutina mostraram que o método proposto apresenta uma boa exatiddo com
percentagem de recuperacao entre 93 e 98,40%. O método eletroanalitico foi
comparado frente ao HPLC o que comprovou através do teste T student que ha
95% de veracidade entre ambos. E por fim, considerando as figuras de mérito
avaliadas, foi possivel classificar o sensor desenvolvido como satisfatério, sendo
esse utilizado em uma metodologia de baixo custo, facil execucao, exata,

precisa, seletiva e também sensivel.
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