UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANI—!AO - UFMA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS — CCET
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA — PPGQuim

CHARBEL NAGIB MOUCHREK

Sensor eletroquimico a base de carbon black super-P e
ftalocianina de cobalto para deteccédo de L-cisteina

Sao Luis — MA
2023




CHARBEL NAGIB MOUCHREK

Sensor eletroquimico a base de carbon black super-P e
ftalocianina de cobalto para deteccdo de L-cisteina

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal do Maranh&o para
obtencdo do titulo de Mestre em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Iranaldo Santos da
Silva

Sao Luis — MA
2023



CHARBEL NAGIB MOUCHREK

Sensor eletroquimico a base de carbon black super-P e ftalocianina de cobalto para
deteccdo de L-cisteina

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Quimica da Universidade
Federal do Maranhd&o para obtencéo do titulo
de Mestre em Quimica.

Aprovada em: 15/09/2023
BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Iranaldo Santos da Silva (Orientador-UFMA)
Universidade Federal do Maranhdo-UFMA

Prof. Dr. Auro Atsushi Tanaka (UFMA)
Universidade Federal do Maranhdo-UFMA

Prof. Dr. Dr. Gabriel Negrédo Meloni (USP)
Universidade de S&o Paulo —USP



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Diretoria Integrada de Bibliotecas/UFMA

Mouchrek, Charbel.

Sensor eletroquimico a base de carbon black super-P e
ftalocianina de ccbalto para deteccdc de L-cisteina /
Charbel Mouchrek. - 2023.

&0 p.
Orientador(a): Iranaldo Silwa.
Dizsertacic (Mestradeo) - Programa de Pés-graduacic em

Quimica/ccet, Universidade Federal do Maranhdo, Google
Meet, 2023.

1. BAmperometria. 2. BAnalise por injecdoc em batelada.
3. Sensor eletroguimico. I. Silwva, Iranaldo. II. Titulo.




AGRADECIMENTOS

Meus agradecimentos v@o primeiramente a Deus por me proporcionar a

oportunidade de crescer moralmente e racionalmente a cada dia.

Aos meus pais Nagib Elias Mouchrek Filho e Iracema Santos Mouchrek

por estarem ao meu lado me amando, apoiando e me educando.

A meu padrinho José Vardo Monteiro Filho e a minha tia Sdmia Maria

Mouchrek Monteiro, por todo apoio, amor, carinho e ensinamentos.

A meu irmdo Nagib Elias Mouchrek Neto, por também me apoiar e estar

comigo me ajudando com seu companheirismo desde crianca.

A a minha namorada Rayse Ferreira, por me apoiar, sempre ajudando

quando precisei, por todo carinho e amorosidade.

Ao Prof. Dr. Iranaldo Santos da Silva, pelo papel de orientador durante

toda essa trajetoria académica.

Ao grupo de Eletroquimica (LELQ) e ao Ndcleo de Pesquisa em
Eletroanalitica (NUPE), tanto aos professores quanto colegas que sempre me ajudaram e

passaram seus conhecimentos.

A Fundagio de Amparo & Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico do Maranhdo (FAPEMA) BM-00792/22, pelo suporte financeiro ao projeto

vinculado a este trabalho.

A UFMA e ao programa de p6s-graduacio em Quimica (PPGQUIM) pela
oportunidade da realizacdo desse mestrado e suporte durante toda essa trajetoria

académica.



RESUMO

Neste trabalho, foi produzido um novo material compdsito usando carbon black super-P
e ftalocianina de cobalto (CoPc/CBSP). A formacdo do material composito foi
confirmada por técnicas espectroscopicas (Raman e infravermelho), microscopia
eletronica de varredura e difracdo de raios X. Esse material foi depositado na superficie
do eletrodo de carbono vitreo e suas propriedades de deteccdo eletroquimica foram
verificadas usando a cisteina (CYS), um aminoacido importante e amplamente utilizado
na medicina, em aditivos alimentares e cosméticos, como molécula modelo. Estudos por
voltametria ciclica revelaram que o eletrodo modificado apresentou propriedades
eletrocataliticas consideraveis (deteccdo em potencial proximo a 0 V) e um aumento na
corrente de pico (12 vezes maior) em relacdo ao eletrodo ndo modificado. Quando
acoplado ao sistema de analise por injecdo em batelada (BIA) com deteccdo
amperométrica, obteve-se ampla faixa linear (1 — 150 pmol L) e LD na faixa de
submicromolar (LOD = 0,133 pmol L™1). Testes de repetibilidade (n = 20) em dois niveis
de concentracgdo (20 e 40 umol L) confirmaram a precisio do método (RSD < 11%).
Para avaliar a reprodutibilidade no preparo do sensor, quatro eletrodos diferentes foram
testados contra uma solugdo de concentragdo 40 pmol L™t e produziram um erro de
13,5%. O método proposto foi aplicado para a determinacdo de CYS em amostras
farmacéuticas, e a exatiddo do método foi avaliada tanto por testes de adicdo/recuperacao
(valores entre 89 e 110%), e comparando os resultados pelo método proposto com os
obtidos por eletroforese capilar.

Palavras-chave: Andlise por injecdo em batelada, sensor eletroquimico, amperometria.



ABSTRACT

In this work, was produced a novel composite material using carbon black and cobalt
phthalocyanine (CoPc/CBSP). Characterizations by spectroscopic techniques (Raman
and infrared), scanning electron microscopy, and X-ray diffraction confirmed the
formation of the composite material. This material was anchored on the glassy carbon
electrode surface, and its electrochemical sensing properties was checked using cysteine
(CYS), an important amino widely used in medicine, food additives, and cosmetics, as a
model molecule. Preliminary studies by cyclic voltammetry revealed that the modified
electrode caused considerable electrocatalytic effects (detection at potential close to 0 V)
and an increase in peak current (12-fold) compared to the unmodified electrode. When
coupled to the BIA analysis system with amperometric detection, a wide linear range (1
— 150 pmol L) and adequate detectability (LOD = 0.133 umol L) were achieved.
Repeatability tests (n = 20) at two concentration levels (20 and 40 umol L) confirmed
the precision of the method (RSD < 11%). To evaluate the reproducibility of sensor
preparation, four different electrodes were tested against a 40 umol L—1 concentration
solution and produced an error of 13.5%. The proposed method was applied for the
determination of CYS in pharmaceutical samples, where addition/recovery studies
(values between 89 and 110%), as well as results statistically similar to those achieved by
capillary electrophoresis, indicated the accuracy and reliability of the electrochemical
analyses.

Keywords: Batch injection analysis, electrochemical sensor, amperometry.
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1. INTRODUCAO

Biotidis sdo compostos bioativos organosulfurados caracterizados pela
presenca do grupo funcional tiol (-SH) e podem ser classificados como de baixo e alto
peso molecular. Dentre os biotidis de baixo peso molecular, a cisteina esta presente na
maioria das proteinas e desempenha um papel essencial no sistema bioldgico, servindo
também, como um indicador significativo ao risco de doencas (YUAN; WANG; CAl;
PENG et al., 2019). Entretanto, tém despertado o interesse de muitos pesquisadores por
estarem associados a muitos disturbios & saide humana. Niveis elevados desse biotiol no
corpo humano podem causar varios danos a salde, tais como cancer, hipoglicemia, danos
cerebrais e hepaticos, retardacdo embrionaria, lesGes cutaneas e toxinas (MIEYAL;
SRINIVASAN; STARKE; GRAVINA et al., 1995) (MASELLA; MAZZA, 2009). Por
essa razdo, o desenvolvimento de metodologias rapidas e sensiveis para 0 monitoramento
de biotiois tem atraido atencdo da comunidade cientifica, onde métodos eletroquimicos
simplificados e de baixo custo tem sido divulgados como uma proposta promissora para
sua deteccdo na literatura.

Entre as metodologias mais promissoras estudadas para o
desenvolvimento de sensores para deteccdo de biotidis destaca-se a amperometria que
interligado ao método de automacao de Analise por Injecdo em Batelada (BIA) promove
rapidas analises, com baixo consumo de amostras e de reagentes e facil manuseio. O
sistema BIA com deteccdo amperométrica (BIA-AMP) é comumente empregado em
analises de farmacos como uma ferramenta analitica de quantificacdo, destacando-se por
sua rapidez, elevada sensibilidade e baixo limite de deteccdo (DE JESUS GUEDES; PIO
DOS SANTOS, 2018). Além disso, os sistemas BIA-AMP sdo portateis, exigindo apenas
uma célula BIA, uma micropipeta eletrénica e um minipotenciostato, fornecem analises
rapidas (cerca de 150 andlises por hora) e combinados com eletrodos modificados
promovem recursos de deteccdo aprimorados (ROCHA; CARDOSO; TORMIN; DE
ARAUJO et al., 2018).

O uso de eletrodos modificados para determinacdo de biotidis € um campo
crescente de pesquisa. Dentre os recentes materiais promissores para o desenvolvimento
de sensores eletroquimicos, pode-se ressaltar o carbon black super-P(CBSP)(VELOSO;
ALMEIDA; RIBEIRO; DE ASSIS et al., 2022). Além disso, a modificacdo com
ftalocianina cobalto tem recebido muita atengdo por ser um atrativo eletrocatalisador,

devido a sua estabilidade quimica, ser economicamente viavel, boa ancoragem e interagdo
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eletrostatica (MAZZARACCHIO; TOMEI; CACCIOTTI; CHIODONI et al., 2019;
SORNAMBIKAI; KADIR; KUMAR; PONPANDIAN et al., 2017; YUAN; WANG;
CAI; PENG et al., 2019) O composito formado por carbon black e ftalocianina de cobalto
fornece a atividade eletrocatalitica para a oxidacdo de diversas espécies, como pesticidas
organofosforados (CINTI; NEAGU; CARBONE; CACCIOTTI et al., 2016). No entanto,
até onde se sabe, a oxidacdo eletroquimica de biotidis ndo foi explorada usando este
compdsito.

Assim, no presente trabalho, um eletrodo de carbono vitreo foi modificado
com composito CoPc/CBSP criando uma nova plataforma catalisadora a base de
nanocarbonos. Como prova de conceito, o material proposto foi utilizado na quantificagdo
eletroquimica da biomolécula CYS em amostras farmacéuticas utilizando BIA com
técnica amperométrica. As amostras também foram analisadas por eletroforese capilar

para verificar a precisdo do método eletroquimico proposto.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Biotiois
Os biotidis sdo biomoléculas que apresentam o grupo funcional sulfidrila(-
SH), os quais estdo envolvidos em processos bioldgicos antioxidantes principalmente,
fornecendo protecdo, manutencdo das células, regulando o sistema imunoldgico e
inibindo o dano lipidico causado pela oxidacdo e reciclagem das vitaminas E e C (KAUR;
CHOPRA; SINGH; RAJ et al., 2018). Os biotidis podem ser obtidos através da ingestdo
de alimentos, tais como: ovo, carnes e peixes sendo classificado como processo nédo
enzimatico, bem como serem produzidos pelo organismo animal sendo classificado como
processo enzimatico. Os biotidis em niveis descontrolados no corpo humano resultam em
varios problemas a saude humana (ZHANG; WANG; JI; TAO et al., 2020). Essas
moléculas podem ser classificadas como de alto e baixo peso molecular, onde destaca-se

a cisteina.

2.1.1. Cisteina
A cisteina é um aminodcido nutricionalmente classificado como semi

essencial ou condicionalmente essencial. Obtida pela ingestdo de alimentos é encontrada
principalmente pela forma da L-cisteina (figura 1) que é rapidamente oxidada a L-cistina
em condic¢des de normoxia (niveis normais de oxigénio). Dentro das células, a cisteina é
encontrada na sua forma reduzida pelas condicdes internas da célula. Extracelular, o
desequilibrio L-cisteina/L-cistina é um indicador significativo ao risco de doencas (YIN;
REN; YANG; DUAN et al., 2016).

O

HS OH
NH-

Figura 1: Férmula estrutural da L-Cisteina

Niveis elevados de cisteina no corpo humano estdo relacionados a dano
hepético, lesdes cutaneas, descolorimento capilar, crescimento retardado e céancer
(KAUR; CHOPRA,; SINGH; RAJ et al., 2018), assim como, a deficiéncia de cisteina
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levaria a muitas doencas como: diminuicdo da hematopoiese, perda de leucocitos e
psoriase (HAN; YUAN; WANG, 2009).

2.2. Carbon Black
O carbon black ou negro de fumo é um produto carbonéaceo (basicamente

composto por carbono elementar), oriundo da inddstria manufatureira e € comercializado
por mais de um século(LONG; NASCARELLA; VALBERG, 2013). Suas aplicacGes sao
bem corriqueiras no dia a dia, presente na composi¢do dos pneus automotivos com a
finalidade de reforca-los, em plasticos, tintas, pinturas e revestimentos (RIGBI, 2005).
Atualmente existem seis tipos de carbon black que sao produzidos a nivel mundial:
acetylene black, channel black, furnace black, gas black, lamp black and thermal black
(KHODABAKHSHI; FULVIO; ANDREOLI, 2020). O negro de fumo pode ser obtido
através da combustdo parcial de hidrocarbonetos pesados. Dentre os negros de fumo
pode-se destacar 0 negro térmico, o negro de forno e o negro de canal pelo qual recebem

esses nomes devido o processo de producéo.

2.2.1. Carbon Black super-P
O negro de fumo de forno ou fornalha (furnace black—carbon black super-

P) atualmente ¢ o mais usado nas aplicacGes do dia a dia, estando presente até na
composicao de baterias (CHO; CHOI; KIM; RYOU et al., 2015; GNANAMUTHU; LEE,
2011). Entretanto, para se produzir 1 tonelada de negro de fumo gera-se como
subproduto, 2,4 toneladas de dioxido de carbono (FAN; FOWLER; ZHAO, 2020).

Os materiais carbonaceos nanoestruturados, apresentam caracteristicas
singulares, como alta area superficial e eletrocatalise. Desse modo, como o negro de fumo
é formado por carbono elementar dispostos em particulas finas, possuindo aspecto amorfo
e de estrutura quase grafitica, o tamanho médio das suas particulas é de cerca de 40 nm.
Quando submetidos a temperatura de 700°C podem apresentar um aumento de carbonos
conjugados com hibridizacdo sp? fazendo que haja um aumento progressivo na
condutividade elétrica desse material, sendo que esse fator pode estar associado a elétrons
com ligacOes n deslocalizados, criando assim um ambiente para imobilizar moléculas
organicas (CHO; CHOI; KIM; RYOU et al., 2015; FAN; FOWLER; ZHAO, 2020;
SILVA; MORAES; JANEGITZ; FATIBELLO-FILHO, 2017).
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2.3. Sensor eletroquimico
Sensor ¢ um dispositivo que responde a algum impulso fisico-quimico

transformando em um sinal mensuravel. Etimologicamente, a palavra sensor vem do
latim sentire que significa sentir (SIMOES; XAVIER, 2017). Os sensores eletroquimicos
estdo englobados no grupo de sensores, que por sua vez utilizam eletrodos nos quais séo
responsaveis por interagirem com substancias ou moléculas de propriedades eletronicas
intrinsecas do sistema a ser investigadas (GUTH; VONAU; ZOSEL, 2009).

As medidas eletroquimicas amperométricas produzem como resultado,
uma corrente que pode ser decomposta em duas: a faradaica e a corrente capacitiva
decorrente da mudanca da carga da dupla camada elétrica durante variagdes de potenciais
(GUAN; YU; CHEN, 2016), desse modo, técnicas eletroanaliticas que minimizam a
corrente capacitiva sdo as mais recomendadas em aplicacdo de um sensor eletroquimico
(SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

Os sensores eletroquimicos aproveitam as propriedades elétricas inerentes
das reacBes quimicas para detectar e quantificar analitos especificos, tornando-os
componentes versateis dos sistemas de deteccdo modernos dessa forma a quimica
eletroanalitica concentra-se no desenvolvimento e utilizacdo de técnicas eletroquimicas
para analisar e quantificar espécies quimicas. Dentre as técnicas eletroquimicas temos a
voltamétricas, onde as informac6es qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica
sdo obtidas e observa-se uma relacdo de corrente (1) e potencial (E/V); a amperométrica
onde o potencial se mantem fixo 0 que proporciona uma corrente faradaica proporcional
ao analito e coulométrica onde se fundamentam na medida do nimero de elétrons que

participam da reacdo quimica (HARRIS, 2012).

2.4. Desenvolvimento de sensor a base de metaloftalocianina
As ftalocianinas(Pc) sdo unicamente obtidas sinteticamente, pois ndo sao

encontradas na natureza e foram acidentalmente descobertas no inicio do seéculo XX
(PEREIRA MONTEIRO; FERREIRA FAUSTINO; PINHO MORGADO SILVA
NEVES; QUIALHEIRO SIMOES et al., 2021). Sdo moléculas macrociclicas que fazem
parte da classe de complexos de metais de transi¢do conhecidos como N4, que comp&em
comumente moléculas encontradas na natureza, como a clorofila, os grupos heme,
presentes no sangue na hemoglobina, na vitamina B12, etc (ZAGAL; GRIVEAU,
SILVA; NYOKONG et al., 2010). As ftalocianinas por sua variedade de cor foram muito

utilizadas como corante, obtido como subproduto na preparacdo do cianobenzamida.
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Partindo do aquecimento em uma solucdo alcoolica da benzamida, foi precipitado um
material insoltvel de coloracdo azulada (GUILLAUD; SIMON; GERMAIN, 1998).

Em meados do século XXI, pesquisadores propuseram um estudo da
estrutura das ftalocianinas como uma molécula com um sistema contendo quatro anéis
isolados, unidos por atomos de hidrogénio, ligados aos atomos de nitrogénio do pirrol
(H2Pc- ftalocianina livre de metais) (KONAREV; ZORINA; KHASANOV; LITVINOV
etal., 2013). Os atomos de hidrogénio presente nessa ftalocianina podem ser substituidos

por metais e semimetais, assim formam as metaloftalocianinas (figura 2).

Figura 2: Estrutura da metalofotalocianina, onde M representa o metal.

Dente as metaloftalocianinas (MPc), temos a ftalocianina de cobalto
(CoPc) que é muito visada em trabalhos eletroquimicos por sua contribuicdo
eletrocatalitica, reduzindo os potenciais de eletrooxidacdo e eletroreducdo de varias
espécies quimicas (ZHU; CHEN; GUO; XU et al., 2019). A ftalocianina de cobalto
(figura 3) possui caracteristicas intrinsecas de alta estabilidade térmica e quimica, e possui
afinidade a realizar interac@es eletronicas do tipo n- 1 (CHEN; SAGAR; CHEN; LIU et
al., 2021).
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Figura 3: Estrutura da ftalocianina de cobalto.

A ftalocianina de cobalto é uma molécula semicondutora muito utilizada
em trabalhos eletroquimicos, como modificante de eletrodos, onde é adsorvida em
materiais carbondceos, com a finalidade de obter-se um aumento da resposta
eletroquimica (GHORAI; PAUL; GHORAI; ADALDER et al., 2021; LI; PAN; WANG;
YU etal., 2022). A ftalocianina de cobalto tem sido reportada na literatura, na elaboragéo
de diversos sensores eletroquimicos, em detec¢cdes de contaminantes de agua, como 0
caso de pesticidas, fendis e tidis (LEI; ZHOU; ZHU; LIU et al., 2019; LEVER, 1999).

2.5. Técnicas de caracterizac0es fisicas
Para caracterizacdo fisica dos materiais usados como sensores

eletroquimicos, as técnicas mais utilizadas para avaliar a composicdo e morfologia dos
compostos sdo: microscopia eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia Raman,
difracdo de raios-X (DRX) e espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) (BORAH; SATOKAWA; KATO; KOJIMA, 2008; LU; PENG; YING;
LONG, 2020; ZHANG; WANG; LUO; WANG et al., 2020).

2.5.1. Microscopia Eletronica de Varredura
O microscépio eletrdnico de varredura, conhecido por sua resolucao

excepcional, é a principal ferramenta para a produgdo de imagens topogréaficas e dados
fundamentais. Sua capacidade surge do emprego de luz com comprimento de onda de
0,12 Angstroms, estabelecendo um limite de resolucdo que permite ampliagdes que
variam de 10 a 10.000 vezes com uma profundidade de campo essencialmente ilimitada.
No MEV, um feixe de elétrons é empregado para escanear meticulosamente a superficie
da amostra, construindo gradativamente uma representacao tridimensional. O canhdo de

elétrons inicia a geracdo de elétrons, sendo o filamento de tungsténio a fonte mais
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comumente utilizada. Quando uma corrente passa pelo filamento, ele aquece e emite
elétrons. Apoés a interagdo com a amostra, o feixe de elétrons desencadeia uma série
diversificada de sinais através de sua interacdo com os constituintes atbmicos da amostra.
Este aparelho oferece capacidade para imagens de alta resolucdo, analise elementar do

material e mapeamento elementar rapido (ZHANG, 2008).

2.5.2. Espectroscopia Raman
Espectroscopia Raman é uma técnica baseada no efeito Raman, que leva o

nome do cientista que o descobriu. E uma técnica de espalhamento, cuja carateristica é
dada pela alteracdo na frequéncia da radiacdo incidente, quando esta é espalhada por
moléculas, estruturas cristalinas ou amorfas (SANTOS; MENEZES; ELLENA,;
ANDRADE, 2019). Dependendo da energia de radiacdo empregada, é possivel obter
diferentes propriedades do sistema a ser analisado (DE FARIA; AFONSO; EDWARDS,
2002).

Pode-se classificar esse espalhamento de duas formas de acordo com a
relacdo da energia incidente com a energia espalhada. Quando o espalhamento consiste
na razdo de intensidade de frequéncia de radiacdo incidente com a energia espalhada,
dependendo se a frequéncia da radiacdo espalhada for menor que a frequéncia da radiacédo
incidente, acarreta que o processo de espalhamento absorva a energia e é denominado de
Stokes, quando o espalhamento consiste na razéo de intensidade de frequéncia de radiacao
incidente com a radiacdo espalhada dependendo, que se a radiacdo espalhada tiver
frequéncia maior que a radiacgdo incidente, acarreta que o processo de espalhamento cede
energia e € denominado de anti-Stokes (RODRIGUES; GALZERANI, 2012).

Portanto o espetro Raman é considerado como um registro da intensidade
da radiacdo espalhada pelo sistema analisado em funcdo da energia dessa radiacéo.
Graficamente o espectro de Raman contém informacdes similares as de um espectro de
absorcao no infravermelho (FTIR). O deslocamento Raman (Raman shift) é proveniente
de uma diferenca entre a energia incidente (E;) com a energia espalhada (Ee). Desse modo,
0 resultado ndo € um nimero absoluto e sim uma diferenca entre os parametros medidos
(DE FARIA; AFONSO; EDWARDS, 2002).

2.5.3. Difragéo de raios X
DRX é a técnica de caracterizacdo mais amplamente utilizada para

predizer a estrutura cristalina de compostos. Esta tecnologia de caracterizagao se baseia
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na deteccédo das espécies metélicas, sejam elas 0xidos, carbonetos, nitretos, sulfuretos ou
fosforetos, atribuidas a picos de difracdo caracteristicos (HAN; BIAN; SUN, 2020).

E uma técnica ndo destrutiva que revela a informacéo detalhada sobre a
composicdo quimica e a estrutura cristalografica de materiais naturais e sintetizados. Cada
substancia cristalina tem uma disposicao caracteristica de &tomos que difere os raios-X
num padrdo Unico. O reflexo dos raios-X ocorre a partir de planos de rede de acordo com
a Lei de Bragg (Equacéo 1) (ZHANG, 2008):

nd = 2d sina (1,2,3 ....) Equacéo 1

Onde A é o comprimento de onda dos raios-X, d € 0 espacamento da rede,
a ¢ a metade do valor do angulo de difragdo, n € a ordem da reflex&o e pode ser qualquer
namero inteiro, ¢ A ¢ determinado pelo de tubo do raio-X; comprimentos de onda tipicos
usados para experimentos de raios-X situam-se entre 0,6 e 1,9 A. A varredura de uma
faixa de angulos de reflexdo fornece um padrao de picos com determinados espagamentos
e intensidades. Planos que passam por areas com alta densidade eletrénica, refletirdo
fortemente, enquanto planos com baixa densidade eletrénica produzirdo, intensidades
fracas (ZHANG, 2008).

2.5.4. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
FTIR é uma técnica de caracterizacdo que avaliam as propriedades

vibracionais das moléculas a qual tem uma grande sensibilidade para minimas mudancas
estruturais, desse modo a FTIR é uma das mais poderosas ferramentas para determinacao
de grupos funcionais e ligacbes moleculares entre 0s compostos quimicos
(BERTHOMIEU; HIENERWADEL, 2009; MOHAMED; JAAFAR; ISMAIL;
OTHMAN et al., 2017).

A técnica de espectrofotometria se baseia na interacdo da radiacdo
incidente com a materia, onde é detectada e transformada em sinal analitico. Basicamente
o0 espectro de infravermelho (IR) obtido do espectrometro FTIR encontram-se na regido
do infravermelho médio entre 660 a 4000 cm™. Com a aplicagdo de energia IR varias
moléculas comegam a vibrar pois hd uma mudanca de energia vibracional na molécula e
varios grupos funcionais estdo localizados na regido do infravermelho médio, resultando
em bandas de absorcao desta energia nessa regido o que pode ser utilizado para determinar
a existéncia de grupos funcionais especificos dentro das moléculas(BERTHOMIEU;
HIENERWADEL, 2009).
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2.6. Técnicas eletroquimicas
As técnicas eletroquimicas estdo relacionadas com a interacdo entre a

eletricidade e a quimica. Sdo necessarios pelo menos dois eletrodos (condutores) e
habitualmente um meio aquoso de contato (eletrdlito), para que uma célula eletroquimica
seja funcional. O caminho elétrico do eletrodo €, portanto, uma interface entre o condutor
ibnico e um condutor elétrico (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2017).

Alguns testes sdo explorados atualmente para identificar o desempenho
eletroquimico de materiais como sensores eletroanaliticos. Dentre esses testes sdo
aplicadas técnicas voltamétricas, como a voltametria ciclica, espectroscopia de
impedancia eletroquimica e técnicas amperométricas (LU; PENG; YING; LONG, 2020;
PRIVETT; SHIN; SCHOENFISCH, 2010).

2.6.1. Voltametria ciclica
A voltametria ciclica é uma das técnicas eletroanaliticas considerada como

mais flexivel, na qual pode-se sugerir 0s processos de reacdes eletroquimicas intrinsecos
do sistema (RAMACHANDRAN; CHEN; KUMAR, 2015). O teste de voltametria ciclica
comumente envolve a aplicacdo de um potencial elétrico linearmente entre o eletrodo de
trabalho e o de referéncia. A velocidade de varredura desse potencial é medida em V s™*
(Volts por segundo). A janela de medida percorrida pela mudanca de potencial é
denominada de intervalo de potencial. A corrente instantanea durante a variacdo de
potencial no sentido negativo(catédica) e no sentido positivo (anddica) sdo registradas
para caracterizar os processos redox. Os resultados sdo plotados geralmente em funcao
de corrente (I) versus potencial (V) (BARD; FAULKNER, 2001).

2.6.2. Espectroscopia de impedancia eletroquimica
O teste de espectroscopia de impedancia eletroquimica, também conhecido

como teste espectroscopico dielétrico, mede a impedancia da interface eletrodo-eletrolito,
como uma funcao da frequéncia aplicando uma tensao de baixa amplitude (normalmente
5 mV), sobreposta a um potencial de estado estacionario (BARD; FAULKNER, 2001).
Os dados resultantes sdo geralmente expressos em grafico do tipo Bode para demonstrar
a resposta entre o angulo de fase e a frequéncia, e em um grafico de Nyquist (Figura 4),
para mostrar as partes imaginarias e reais das impedancias da célula eletroquimica em um
plano complexo. A partir do estudo de impedéancia, € possivel correlacionar as resisténcias
presente na célula eletroquimica e representar um circuito equivalente. O circuito de

Randles (Figura 5), engloba a resisténcia da solugdo, a resisténcia de transferéncia de
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carga, a resisténcia de difusao e saturacdo de carga (CARVALHO; ANDRADE; BUENO,
2006).

transférencia de Saturacdo
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Figura 4: Grafico de Nyquist.
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Figura 5: Figura representativa do circuito de Randles equivalente ao grafico de Nyquist.

Re representa a resisténcia da solucdo, onde a faixa de frequéncia €
alta, R representa a resisténcia elétrica na interface (eletrodo de trabalho), cuja a faixa
de frequéncia é intermediaria, fazendo que o produto de R e Cqc(capacitancia da dupla
camada do eletrodo), seja observado no grafico de Nyquist na forma de um semicirculo,
Z representa a difusdo da impedéncia de Warburg e Ry € a resisténcia limite determinada
pela interseccdo com o eixo real . Dessa forma, a partir da analise do semicirculo, obtém-
se a resisténcia elétrica da interface (Ri«c) (CARVALHO; ANDRADE; BUENO, 2006).
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2.6.3. Chronoamperometria
A técnica da chronoamperometria consiste no aumento do potencial do

eletrodo de trabalho a um valor onde ndo ocorre nenhuma reacdo de magnitude faradaica
(E1) e tem como funcéo carregar a dupla camada elétrica na interface do eletrodo (eletrodo
estacionario). Apds isso, usa-se um segundo potencial onde ocorrem reacdes apenas do
tipo faradaica (E2), onde a corrente resultante é proporcional a oxidagdo ou redugéo da
espécie eletroativa (Figura 6.a). O resultado obtido € representado por um sinal de
corrente (A) em funcdo do tempo (s), onde o transporte de massa é regido
predominantemente por difusdo, o que resulta em uma expansao gradual da camada de
difusdo associada ao esgotamento do reagente e, portanto, diminui a inclinacéo do perfil
de concentracdo a medida que o tempo avanca (Figura 6.b). Assim, a corrente (em um
eletrodo planar) decai com o tempo (Figura 6.c), conforme dado pela equacao de Cottrell
(Equacéo 2) (WANG, 2023).
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Figura 6: a) experimento chronoamperométrico onde € descrito a escada de potencial, b) mudanga nos
perfis de concentracdo a medida que o tempo avanca e c) a plotagem grafica da resposta corrente x
tempo(WANG, 2023).

1/2
i(t) =id(T) = w Equagdo 2

2 t1/2
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Onde: I(t) é a corrente a um tempo t, n € 0 ndmero de elétrons, F é a
constante de Faraday, A € a area do eletrodo, Co € a concentracdo das espécies oxidadas
e D é o coeficiente de difusdo das espécies oxidadas (WANG, 2023).

2.6.3.1.  Analise por Injecdo em Batelada (BIA)
Em meados da década de 90 foi desenvolvido e proposto por Wang e Taha

um sistema de analise quantitativo rapido e portatil nomeado como analise por injecédo
em batelada (do inglés Batch Injection Analysis) (WANG; TAHA, 1991).

A amperometria pode ser usada como técnica de detec¢do associada com
sistema por injecdo em bateladas (BIA), no qual pequenas aliquotas sdo injetadas com
um auxilio de uma micropipeta diretamente a superficie do eletrodo de trabalho, que
permanece imerso no eletrélito de suporte. O sistema BIA-AMP aplica perturbac6es
elétricas que sdo transformadas em um sinal mensuravel de elevada frequéncia analitica
e boa estabilidade (SILVA; SILVA; MUNOZ; RICHTER, 2017). A utilizacdo desse
método é relatada em vérios trabalhos. Os sinais analiticos gerados s&o representados por
picos transientes, nos quais a altura ou area do pico € proporcional a concentracdo do
analito (Figura 7) (QUINTINO; ANGNES, 2004).

| | (») Antes da injecdo

B ‘ | ) Transporte durante a injecio
, (C) Final da injecdo

\ ™) Lavagem do elefrodo

(E) Equilibrio Final

Figura 7: Etapas de como um sistema BIA detecta um analito pela técnica amperométrica. Fonte:
adaptado de (QUINTINO; ANGNES, 2004).
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OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver sensor eletroquimico a base de carbon black super-P e ftalocianina

de cobalto para deteccédo de L-cisteina em amostras de farmacos.

3.2. Objetivos Especificos

Sintetizar o composito de carbon black e ftalocianina de cobalto e estudar sua
CoOMposigao.

Realizar a caracterizacao fisico-quimica do composito.

Investigar o comportamento eletroquimico da L-cisteina no composito.
Desenvolver e otimizar um método BIA com deteccdo amperometrica para
determinacéo de L-cisteina.

Aplicar o método proposto em amostra farmacéutica de L-cisteina.

Comparar o sensor eletroquimico desenvolvido com a eletroforese capilar
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4. MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Pesquisa em

Automacdo Analitica (LPAA), Laboratério do Grupo de Eletroquimica (GELQ) da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e no Nucleo de Pesquisa em Eletroanalitica
(NUPE) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

4.1. Reagentes e solucdes
Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico. Os

produtos quimicos utilizados neste trabalho foram:

Tabela 1: Lista de produtos quimicos utilizados para o desenvolvimento do trabalho.

Produtos Quimicos Formula Procedéncia

Hidroxido de Sadio NaOH Isofar

Alumina em p6 Al2O3 Buehler

Nafion 5 wt. % Aldrich

Etanol C2HsOH Isofar

Dimetilformamida C3sH7/NO Isofar

Ftalocianina de Cobalto C32H16C0oNg Aldrich

Carbon Black Super-P TIMCAL Graphite &
Carbon Super P

Cloridrato Monoidratado de L-Cisteina C3sHsCINO2S*H.0 Aldrich

4.2. Solugdes aquosas e limpeza das vidrarias
As solucBes aquosas foram preparadas utilizando agua deionizada,

purificada através de um sistema Milli-Q® Direct 8 (Darmstadt, Alemanha), com
lampada ultravioleta (A= 185 nm). A solucéo de eletrolito suporte NaOH foi preparada

na concentragdo 0,1 mol L2,

A limpeza das vidrarias foi conduzida por lavagem com agua purificada e

detergente neutro.

4.3. Aparelhagem
As medidas de voltametria ciclica foram realizadas em uma célula

eletroquimica (Figura 8), utilizando um potenciostato lvium CompactStat.h (lvium
Technologies, Eindhoven, Holanda), conectado a um computador com o software
IviumSoft versdo 4.1054 e as analises de BIA foram registradas em uma célula BIA
(Figura 9), utilizando um potenciostato Autolab PGSTAT 128N (Metrohm, Herisau,
Suica) conectado a um computador controlado pelo software NOVA versdo 2.1.5. Na
montagem da célula foram utilizados um eletrodo de carbono vitreo (CV) com 3 mm de

diametro, previamente polido, um eletrodo de referéncia Ag|AgCl (KCI 3 mol L™%) e um
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eletrodo auxiliar de platina. O potencial do eletrodo foi varrido entre —1,0 a 0,4 V, tanto
para estudos comparativos na velocidade de varredura do potencial de 50 mV s%, quanto
para estudos variando a velocidade de varredura entre 10 a 140 mV s *. Antes de cada
experimento, a solucéo de eletrolito suporte NaOH 0,1 mol L™ foi purgada com N2 (g)

durante estudos eletroquimicos por pelo menos 90 segundos antes de cada medida.

Figura 8: Imagem da célula eletroquimica: 1) Eletrodo de trabalho CV; 2) Eletrodo de referéncia
(Ag/AgCl, KCI 3M); 3) Eletrodo auxiliar de platina. Fonte: Autor, 2023.
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Figura 9: Imagem da célula BIA: 1) Eletrodo de trabalho CV; 2) Eletrodo de referéncia (Ag|AgCl, KCI 3
M); 3) Eletrodo auxiliar de platina 4) Micropipeta automatica. Fonte: Autor, 2023.

A morfologia dos materiais sintetizados foi caracterizada por um
microscopio eletrénico de varredura de intensidade de campo utilizando 0 VEGA3 LMU
TESCAN (Kohoutovice, Republica Tchéquia), operando em 5 kV.

As medidas de Difracdo de Raios X foram realizadas utilizando um Lab X
XrD-6000 (SHIMADZU,Quioto, Japdo) interfaceado a um computador controlado pelo
Software ICDD. Os materiais foram submetidos a uma fonte de radiacéo de cobre com o
alfa de 1,5416A a uma varredura de 1%min do angulo de 5 a 50°.

Os espectros Raman foram registrados em uma microscopio confocal
WITec 300R Alpha, equipada com um laser Ar de 488 nm (poténcia = 0,06 mW-cm?),
objetiva de 100X (0,80 NA), grade de 1800 linhas mm™ e tempo de integracéo de 60 s .
Imagens Raman foram obtidas mapeando ponto a ponto uma superficie de 20 x 20 um
(400 pontos) com uma mesa XYZ acionada por piezo, e 0s espectros de materiais puros
foram usados como padrdes para a deconvolugdo da imagem. Os raios césmicos foram
removidos e a linha de base foi subtraida de cada espectro bruto.

As anélises de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) foram realizadas usando um IR-Prestige-21 (SHIMADZU, Quioto,

Japdo), onde as amostras foram diluidas em brometo de potassio (KBr) para fazer uma
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pastilha e os pardmetros usados foram: resolucdo equivalente a 4 cm™, nimero de
varreduras igual a 40, faixa de varredura de 400 a 4000 cm ™.,

As analises de eletroforese capilar (EC) foram realizadas em um sistema
caseiro de EC equipado com dois detectores de C*D (FRANCISCO; DO LAGO, 2009)
posicionados, respectivamente, a 10 e 40 cm da extremidade do ponto de injecdo da
amostra (lado de entrada). As separacOes foram realizadas em um capilar de silica fundida
de 50 cm de comprimento total (Agilent, Folsom, CA, EUA, 50 um id x 375 pum od).
Todas as medicdes foram realizadas pelo primeiro detector (comprimento efetivo de 10
cm), que opera em potencial (4-Vpp) e frequéncia (1,1 MHz) constantes (ndo foi
necessaria nenhuma otimizacéo). O software na versdo LabView 8 (National Instruments,
Austin, TX) foi utilizado para controlar o equipamento e adquirir os dados. CHES 20 m
mol L™* (acido N-ciclohexil-2-aminoetanossulfonico) ajustado para pH 9, usando NaOH
como eletrélito de fundo. Antes da andlise, o capilar de silica fundida foi condicionado
com NaOH 0,1 mol L%, 4gua deionizada e BGE (10 min cada). O padréo e as amostras
foram injetados hidrodinamicamente por 1 s a 25 kPa. Todos os experimentos foram
realizados com uma tenséo de separacdo de +25 kV (lado de entrada) e usando condicao
de Fluxo Eletrosmotico (EOF) normal. Estas condi¢cdes foram adaptadas de um trabalho
publicado anteriormente (ISMAIL; D'ORLYE; GRIVEAU; BEDIOUI et al., 2015).

4.4. Sintese do CoPc/CBSP
A preparagdo e modificacdo do eletrodo seguiu um método simplificado

proposto por Yuan.et al (Figura 10)(YUAN; WANG; CAI; PENG et al., 2019). A
molécula de CoPc foi adsorvida no CBSP misturando estes dois materiais em
dimetilformamida (DMF) com a ajuda de sonicacdo. DMF é um solvente adequado para
dissolver CoPc e dispersar CBSP, permitindo a imobilizagdo de CoPc molecular em
CBSP. 1 mg de CBSP foi ultrassonicamente disperso com 2 mg de CoPc dissolvido nos
mesmos 5 mL de DMF e mantido a 60 °C por 60 min com o auxilio de Banho ultrassénico.
Ap0s sonicagdo, foi seco a 100 °C em estufa por 24 horas, recuperado e armazenado em
Eppendorf. A proporgéo de CBSP:CoPc foi testada em ensaios eletroquimicos em que as

proporcdes 1:1, 2:1 e 4:1 foram sintetizadas pelo mesmo método.
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Figura 10: Representacao esquematica da sintese do compdsito CoPc/CBSP.

4.5. Preparo do eletrodo e modificacéo
Para limpeza e ativacdo do eletrodo de CV, o mesmo foi polido

sucessivamente em suspensao de alumina 1; 0,3; 0,05 um, lavados com agua destilada e
alcool. Para a preparacdo do eletrodo modificado CBSP/CoPc, 3 mg de CBSP/CoPc, 20
pL de solugdo de nafion a 5% em massa, 490 pL de etanol e 490 uL de agua foram
misturados e sonicados por 60 min para formar uma tinta catalisadora uniforme. O
eletrodo CV modificado por CBSP/CoPc (CBSP/CoPc/CV) foi preparado colocando 5
pL de uma suspensao (3 mg/mL) em um eletrodo de CV limpo (técnica do drop-casting)
e colocado para secar em temperatura ambiente (Figura 11). Para experimento controle,

0 NAF/CV; CBSP/CV; CoPc/CV foram preparados pelos mesmos procedimentos.

NS
“%QQ’QQ‘_\'QQ\’
o~ W\
Qe
g Lo
d I
é'b
»E L )=
Banho Seco em
3 mg CoPc/CB
? — b b [ temperatura
‘ ambiente

(1mL) %
ECV

Figura 11: Representagdo esquemética do preparo da suspen¢do do modificante e a modificacdo do
eletrodo de carbono vitreo.

4.6. Anélise de amostras
Amostras de medicamentos manipulados contendo 300 mg de cisteina

adquiridas em drogaria local, na cidade de Uberlandia — MG, foram utilizadas tanto para
avaliar o desempenho do sensor proposto, quanto para o estudo comparativo de
eletroforese capilar. Cada comprimido do medicamento foi aberto e uma solugdo foi

preparada na concentracdo aproximada de 10 mmol L' em 4agua deionizada
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(considerando o valor indicado no rétulo). Uma curva de calibragdo externa foi obtida

usando solugbes padréo para realizar a quantificacdo de cisteina nas amostras.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados foram divididos em quatro tépicos: 1) estudos da

caracterizacdo fisico-quimica do composito sintetizado; estudo voltamétrico do perfil do
eletrodo modificado com o composito proposto para oxidacao de cisteina. 3) estudo por
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica; 4) otimizacdo e aplicagdo real da do
método proposto pela utilizando o sistema BIA com detecgdo amperométrica.

5.1. Caracterizac0es fisico-quimicas do CoPc/CBSP
Para avaliar a presenca de CoPc adsorvido a rede de carbon black, a

morfologia dos diferentes materiais foi confirmada através da observacao por MEV para
0 CBSP (figura 12a.1), CoPc (figura 12a.I1) e apds a heterojuncdo dos dois materiais para
formar o compdsito CB/CoPc (figura 12a.111). A figura 12a.1 mostra a superficie do CBSP
caracterizada por flocos distribuidos aleatoriamente, enquanto que, na figura 12a.ll, a
amostra de CoPc revelou estruturas na forma de bastonetes, bem ordenados e distribuidos
de maneira uniforme. J& na figura 12a.l11, foi possivel observar que a mesma estrutura do
CoPc esta distribuida sob uma rede de flocos agregados que podem ser atribuidos ao
CBSP, sugerindo que, a partir da comparacdo entre as trés imagens, pode-se confirmar
que ocorreu um processo de adsorcdo do CoPc sobre a rede de CBSP, indicando que o

processo de sintese foi bem sucedido.

A espectroscopia Raman foi realizada para avaliar as ligacdes moleculares
e quimicas, apds a modificacdo do CBSP com CoPc. Assim, para entender melhor o efeito
da modificacdo, foram coletados os espectros Raman das amostras CBSP e CoPc/CBSP
(Figura 12.b). A figura mostra bandas caracteristicas representando modos de vibracéo
das bandas D (em 1346 cm™) e G (em 1583 cm™), relacionados a desordem da estrutura
hexagonal do carbono grafitico e as vibragbes das ligagdes C=C do composto,
respectivamente (MAZZARACCHIO; TOMEI; CACCIOTTI; CHIODONI et al., 2019).
Nesse sentido, a amostra CoPc/CBSP apresenta ambas as bandas descritas anteriormente;
no entanto, foram observados desvios visiveis: 1333 cm™ (banda D) e 1590 cm™ (banda
G). Tal deslocamento pode estar relacionado a interagdo do CoPc com a superficie do
CBSP; além disso, como 0s picos sdao mais proeminentes em compara¢do com o CBSP
puro, o deslocamento era esperado para o composito CoPc (YUAN; SUN;
FERNANDEZ; WANG et al., 2022).
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Pode-se notar que ndo houve apenas um aumento na intensidade dos sinais
da amostra CoPc/CBSP, houve também alteracdo na proporgéo das bandas D e G (Ip/lg)
em relagcdo ao material puro. Especificamente, a amostra CBSP apresenta Ip/lc = 1,58,
enquanto a CoPc/CBSP apresenta Ip/lc = 2,02. Tal variagdo indica um aumento no nivel
de desordem das amostras ap6s a modificacdo, o que pode ser interessante para questdes
de deteccdo, pois promove uma diminuicdo no tamanho das camadas grafiticas do
material, sugerindo um aumento na area superficial (MAZZARACCHIO; TOMEI;
CACCIOTTI; CHIODONI et al., 2019; SEONG; BOEHMAN, 2013). De posse dos
dados Raman, foram realizadas mais caracterizacGes fisico-quimicas para auxiliar no

entendimento das propriedades do material.

Para investigar a possivel presenca de outras fases, medicdes de DRX
foram realizadas em amostras de CBSP, CoPc e CoPc/CBSP e podem ser vistas na Figura
12.c. O padrdo CBSP DRX exibiu um pico amorfo localizado em 26 = 25,5°, indicando
o plano (111), e outro em 20 = 43,06°, que corresponde ao plano (010), ambos
caracteristicos de materiais de carbono, como previsto em recentes literaturas de
referéncia (WANG; LI; LI; CUI et al., 2022) (ZENG; RICE; WANG; SUN, 2004). A
andlise de fases da amostra de CoPc corrobora a formacdo da estrutura monoclinica do
Co (fase B ,grupo espacial P 21/n), sem a presenca de outras fases, apresentando picos em
20 =6,93°,9,17°,12,51°, 18,43°, 23,74° e 26,24°, que podem ser atribuidos aos planos
(100), (102), (202), (104), (112) e (212), respectivamente, do cobalto metalico indicando
0 que esta de acordo com os dados para CoPc encontrados na literatura de referéncia
(KUNPATEE; CHAMSAI; MEHMETI; STANKOVIC et al., 2019).Um refinamento
Rietveld (Rwp = 17,53; G.O.F = 2,05) foi obtido considerando apenas esta fase com
cristalitos de 390 nm, sem melhorias significativas ao permitir que o tamanho dos
cristalitos possua dependéncia com a direcdo cristalina. Assim, a amostra e sua
morfologia estdo de acordo com o observado na literatura para CoPc. Os parametros de
rede e microdeformacio também foram estimados na ordem de 14,54 A e 7,3 x 107,
respectivamente. Os padrbes encontrados no compoésito CoPc/CBSP apresentam todos os
picos encontrados nas amostras anteriores, confirmando a incorporacdo de CBSP e CoPc.
No entanto, a amostra CoPc/CBSP também apresentou um pico caracteristico que sugere
a presenga de cobalto metalico com estrutura cubica de face centrada (fase a, grupo
espacial Fm3m). Os picos de difracdo encontrados podem ser atribuidos as estruturas

cubicas (encontradas na amostra CoPc/CBSP) e monoclinicas (encontradas na amostra
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CoPc) de Co de acordo com as folhas cristalograficas 9012949 e 1482845,
respectivamente, do banco de dados COD (Crystallography Open Database) contidos no
BDEC (Banco de Dados de Estruturas Cristalinas).

Os espectros FTIR de CBSP, CoPc e CoPc/CBSP sdo representados na
Figura 12d. A banda em torno de 3420 cm™ corresponde a vibragdo de alongamento OH
da absorcdo de &gua ou grupos hidroxila presentes nos materiais (ZAPPIELO;
NANICUACUA; DOS SANTOS; DA SILVA et al., 2016). A banda em torno de 1616
cm* foi observada para todas as amostras, com maior intensidade em CoPc/CBSP, e pode
ser atribuida a vibracdo de estiramento C=C presente nos materiais (CINTI; NEAGU;
CARBONE; CACCIOTTI et al., 2016; ZAPPIELO; NANICUACUA; DOS SANTOS;
DA SILVA et al., 2016). As bandas em 731-1085 cm™ podem ser atribuidas a vibracdes
estruturais de ftalocianina e do metal ligante, respectivamente (ZHANG; SHAO; GUO;
ZHANG et al., 2011). A presenca do perfil tipico de ftalocianina de cobalto pelas bandas
discretas entre 731-1085 cm™! aponta para a sintese bem-sucedida do compoésito
CoPc/CBSP. Além disso, 0 aumento na interacdo de ligacdo C=C pode estar relacionado

a adsorcdo de ftalocianina de cobalto no carbon black.
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Figura 12: (a) Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) das amostras (I- CBSP), (l1- CoPc),
(111- CoPc/CBSP). (b) Espectro Raman do CBSP e do CoPc/CBSP. (c) Imagem XDR de CBSP, CoPc e
CoPc/CBSP. (d) FTIR de CBSP, CoPc e CoPc/CBSP.

5.2. Voltametria Ciclica

5.2.1. Comportamento voltamétrico do CoPc no eletrodo CoPc/CBSP
A Figura 13a mostra as VC obtidas com os eletrodos CV (linha preta) e

CoPC/CBSP/NAF/CV (linha verde) em NaOH 0,1 mol L™ previamente desaerado. A VC

registrada com o eletrodo CV mostra uma baixa corrente de fundo em uma ampla janela

36



de potencial (-1,0 a +0,4 V), de acordo com os resultados relatados anteriormente (DA
SILVA; ARAUJO; FERREIRA; VARELA JR et al, 2011). No eletrodo
CoPc/CBSP/NAF/CV, dois picos bem definidos apareceram em torno de —0,60 V com
E12 = —0,605 V. De acordo com estudos anteriores, esses picos podem ser atribuidos a
presenca do centro de ions metalicos e estdo associados ao processo redox envolvendo o
par redox Co(I1)Pc/Co(I)Pc (CHOI; WAGNER; GAMBHIR; JALILI et al., 2019; DA
SILVA; ARAUJO; FERREIRA; VARELA JR et al., 2011). O pico associado ao processo
Co(II)/Co(Il) na porcdo CoPc nao apareceu nos VCs devido a sua lenta cinética
heterogénea de transferéncia de elétrons (SARAVIA; SUKERI; GONCALVES;
AGUIRRE-ARAQUE et al., 2016). Além disso, estudos relataram que a formacdo de
compdsitos entre materiais de carbono (por exemplo, NTC, CMK-3 e CBSP) e metal-
ftalocianina aumenta as respostas eletroquimicas em comparacdo com estudos realizados
apenas com ftalocianina (NXELE; OLUWOLE; NYOKONG, 2019).

5.2.2. Oxidacdo eletrocatalitica de cisteina.
A oxidacdo de compostos contendo tiol em eletrodos ndo modificados é

dificil, e a necessidade de potenciais altamente positivos tem sido relatada em varios
estudos (BURMISTROVA; GALUSTYAN; SMOLYANINOV; BERBEROVA, 2021).
Entdo, para demonstrar a atividade eletrocatalitica de CoPc no processo de oxidacdo
envolvendo CYS uma série de experimentos foram realizados. Estudos por VC foram
realizados para investigar o comportamento eletroquimico de CY'S em solucéo de 0,1 mol
L™t NaOH como eletrdlito de suporte contendo 10 mmol L™ em diferentes eletrodos na
faixa de potencial de —1,0 V a 0,4 V, conforme mostrado na Figura 13b. Os eletrodos CV,
NAF/CV e CBSP/NAF/CV néo apresentaram sinal significativo de oxidacdo para CYS
na faixa de potencial avaliada. Por outro lado, para os eletrodos incorporados com CoPc,
um pico de oxidacdo em —0,05 V foi notado e atribuido a oxidacdo do CYS. Como
mencionado anteriormente, o processo Co(l11)Pc/Co(l1)Pc ndo gera uma onda observavel
devido a sua cinética de transferéncia de elétrons, no entanto, essa reagdo redox ocorre
no eletrodo. A oxidacdo de Co(ll)Pc resulta na formacdo de Co(lll)Pc, e esta Ultima
espécie induz a oxidacdo de CYS. Além disso, todos os processos redox em pH 13
ocorrem de acordo com as equagdes 3 a 5 (MAREE; NYOKONG, 2000). Como a
oxidacdo do CYS resulta na regeneracdo do composito inicial, formando Co(ll)Pc eq. 4,

aonda referente ao processo Co(ll1)Pc para Co(ll)Pc ndo é observada, explicando a forma
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da onda catalitica. Desta forma, o potencial de oxidacdo do CYS esta relacionado ao

potencial de oxidacdo do Co(ll) no compdsito CoPc/CBSP como segue:

Co(I)Pc/CBSP — Co(III)Pc/CBSP + & (3)
Co(Il)Pc/CBSP + RS~ —> Co(I)Pc/CBSP + RS’ (4)
RS'+RS" — RS-SR (5)

O eletrodo CoPc/NAF/CV apresentou uma corrente de pico duas vezes
maior que o CV, porém, o eletrodo CoPc/CBSP/NAF/CV apresentou um aumento
abrupto na corrente de pico de oxidacdo CYS (12 vezes) em relacdo ao eletrodo
CoPc/NAF/CV. Essas observacOes indicam que o eletrodo CoPc/CBSP/NAF/CV pode
oferecer maior sensibilidade a deteccdo de CYS. Além disso, o0 eletrodo
CoPc/CBSP/NAF/CV permitiu a oxidagdo de CY'S usando menor potencial de oxidagédo
inicial, o que pode ser explicado pela excelente atividade eletrocatalitica das espécies

CoPc combinada com a condutividade de CBSP.

Para investigar a influéncia da concentracdo do composito escolhido para
a preparacao do sensor eletroquimico, foram avaliadas as proporcdes de CBSP e CoPc de
1:2, 1:1, 2:1 e 4:1 (massa/massa). Conforme mostrado na Figura 13.c, os resultados
indicaram que a melhor resposta foi obtida com a proporcéo de 4:1, que apresentou a
maior corrente de pico. Este resultado indica o aumento da sensibilidade para oxidacgao
de L-cisteina em CoPc/CBSP/NAF/CV nesta propor¢do CBSP:CoPc (4:1) e, portanto,
essa concentracdo foi escolhida para a preparacdo do eletrodo. Por outro lado, maiores
concentragfes de CoPc no compdsito (1:2) produziram respostas mais baixas em
comparagao com proporcdes envolvendo uma maior proporcdo de concentragdo de CBSP
(4:1 e 2:1). Isso sugere que grandes quantidades de CoPc podem criar uma barreira para
as interacdes eletrocataliticas necessarias para gerar sinais de corrente mais significativos,
bem como menor energia potencial necessaria no sistema sensorial para deteccdo de
cisteina, devido a sua menor atividade condutiva, 0 que aumenta a resisténcia na
transferéncia de carga (YUAN; WANG; CAI; PENG et al., 2019).
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Figura 13: (a) VCs registrados nos eletrodos CV e CoPc/CBSP/NAF/CV, na auséncia de CYS usando
NaOH 0,1 mol L™ como eletrélito de suporte, numa taxa de varredura de 50 mV s, onde o:
Co(l)Pc/Co(I)Pc e B: Co(I1)Pc/Co(l)Pc (b) CVs obtidos na presenca de CYS 10 mmol L™ nos eletrodos
GC, NAF/CV, CBSP/NAF/CV, CoPc/NAF/CV, CoPc/CBSP/NAF/CV (1:2); (c) VCs registrados na
presenca de CYS 10 mmol L™ no eletrodo CoPc/CBSP/NAF/GC em diferentes proporgdes CBSP:CoPc
(1:2,1:1, 2:1e 4:1)..

5.2.3. Estudos de pH e velocidade de varredura.
Como parametro importante, o valor do pH do eletrdlito de suporte pode
afetar a resposta eletroquimica da CYS e, assim, influenciar sua quantificagdo. Assim, a
oxidacdo de CY'S foi avaliada através dos sinais obtidos pelo registro de VCs na presenca
de 10 mmol L CYS usando tamp&o BR 0,12 mol L (pH 2,0 a12,0) € 0,1 mol L NaOH
(pH 13,0), como os eletrolitos de suporte (Figura 14a).
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Figura 14: a: Estudo do efeito do pH. (a) CVs obtidos na presenga de CYS 5 mmol L usando eletrodo
CoPC/CBSP/NAF/CV. Eletrélito de suporte: tampdo BR 0,12 mol L ! com diferentes valores de pH (2,69-
preto, 3,59-vermelho, 4,08-azul, 5,12-rosa, 6,07-verde, 7,35-azul marinho, 8,35-roxo, 9,27-magenta, 10,08
-marrom, 11,1-amarelo e 12,3-cinza) e NaOH 0,1 mol L (pH 13,0-ciano) a uma taxa de varredura de 50
mV s?; (b) valores de potencial de pico (E; quadrados pretos) e corrente de pico (I; quadrados azuis) da
oxidacdo de CYS versus pH, coeficiente de correlacéo linear(R?) = 0,9879.

Como pode ser visto, o sinal referente a oxidacdo da CYS mudou para
valores de potencial mais negativos com o aumento do pH do eletrélito de suporte, isso
se deve a diminui¢do do potencial redox do par Co(lI1)PC/Co(ll)Pc que segue a mesma
mudanca de pH(GULPPI; PAEZ; COSTAMAGNA; CARDENAS-JIRON et al., 2005) .
Este comportamento mostra que os prétons estdo envolvidos na oxidacdo do CYS. Uma
dependéncia linear entre o potencial de pico e o pH foi alcancada, e é dada por Ep = 0,709
— 0,072 pH, que, relacionado a equag¢do de Nernst, sugere que o numero de protons
envolvidos no mecanismo de oxidacdo do CYS é igual ao nimero de elétrons (CABRAL;
SOUZA; ALVES; MACHADO, 2003).

Avaliando o comportamento da corrente de pico em funcdo do pH,
observou-se uma corrente de pico méxima em pH 10,08, onde a corrente observada foi
de 47,38 YA conforme Figura 14.b, mas o potencial maximo de oxidacao foi de —0,008
V. Foi observado a diminuicdo da corrente em pH 13, em contrapartida houve um ganho
de energético de 0,09 V. Assim, o pH do eletrolito suporte foi definido como aquele que
apresentasse um sinal decorrente elevado, um ganho de energia para o estudo e a

facilidade de preparo da solucdo, e por isso foi selecionado o0 NaOH 0,1 mol L1,

Na sequéncia, o efeito da velocidade de varredura (v) na oxidag¢do da CYS
foi avaliado em uma faixa entre 30 e 100 mV s (Figura 15.a). Essa faixa linear foi
definida pelo motivo de antes de 30 mV s ! e depois de 100 mV s existir perda de
linearidade que podem ser atribuidos a area do eletrodo e sua porosidade. Como pode ser

visto, os resultados ilustram uma dependéncia linear da corrente de pico (Ip) com a raiz
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quadrada da taxa de varredura (Figura 15b), bem como uma relacdo linear do logaritmo
da corrente de pico com o logaritmo da taxa de varredura (Figura 15.c), com um valor de
inclinacdo préximo a 0,5, 0 que sugere que essas caracteristicas sdo de um processo

quimico irreversivel sob controle difusional (ZHANG, 2008)
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Figura 15: a: (a) VCs no eletrodo CoPc/CBSP/NAF/CV em 0,1 mol L't NaOH contendo 10 mmol L1 CYS
em diferentes taxas de varredura (da parte inferior: 30, 40, 50, 60, 80, 100 mV s™3). (b) o grafico da
densidade de corrente do pico de oxidacdo versus a raiz quadrada da taxa de varredura. (c) o gréafico
apresentando a relacdo linear entre log Ip e v. (d) o gréafico apresentando a relacdo linear entre Ep e log v.
Todos os dados para obtencdo das relacGes lineares foram obtidos do gréfico a

Para estimar o processo totalmente irreversivel de oxidacdo da cisteina na
superficie do eletrodo modificado, o nimero de transferéncia de elétrons pode ser
expresso pela equacdo de Laviron modificada, para reacdes irreversiveis (Equacgdo 6)
(KARIM-NEZHAD; HASANZADEH; SAGHATFOROUSH; SHADJOU et al., 2009):

o—2,303.R.T

Epa-E (1-a).n.F

Equacédo 6

Onde Epa-E° representa o potencial formal, n € o numero de elétrons
transferidos, a € o coeficiente de transferéncia de elétrons (para sistemas ideais = 0,5), F

é a constante de Faraday (96500 C mol™), R é a constante do gas (8,314 mol* K™) a
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298,15 K representado por T. Atraves da combinagdo da Equacéo (6) com a inclinagédo
extraida da Figura 15.d, estima-se que o valor do numero de elétrons transferidos seja de
aproximadamente de dois elétrons por molécula de CYS oxidada conforme as equages

3-5 onde duas moléculas de cisteina se oxidam resultando uma molécula de cistina.

5.3. Espectroscopia de Impedancia eletroquimica
A EIE foi aplicada para descrever as caracteristicas cinéticas dos ions e

elétrons na interface eletrodo-eletrolito a partir de sua resisténcia interna, como é
mostrado na Figura 19. Foi realizada com CoPc/CBSP na presenca de Nafion em
comparacdo com eletrodos modificados de diferentes formas para comparacao,
conduzidos em potencial de circuito aberto (OCP). O ajuste dos espectros foi realizado
utilizando o circuito elétrico equivalente de Randles, que compreende a resisténcia do
eletrdlito (acerca de 34 Q), em série com uma combinagdo paralela de resisténcia de
transferéncia de carga interfacial (Rt), difusdo de analitos em solugdo (Zw) e sua
impedancia de Warburg correspondente (linha reta da curva de Nyquist) e elemento de
fase constante (CPE).

A Figura 16 mostra o espectro de impedancia de plano completo ou
graficos de Nyquist desenhados pela parte imagindria Z’’ em fungdo da parte real Z’.
Como observado na Figura 19, os diagramas de Nyquist dos eletrodos CV, NAF/CV,
CBSP/NAF/CV, CoPc/NAF/CV, e CoPc/CBSP/NAF/CV exibem tendéncias diferentes.
As resisténcias 6hmicas (Rt) obtidas para os eletrodos CV, NAF/CV, CBSP/NAF/CV,
CoPc/NAF/CV, e CoPc/CBSP/NAF/CV foram 267 Q, 1540 Q, 23,2 Q, 547 Q e 30 Q,
respectivamente. Os valores encontrados representam as resisténcias dhmicas do total da
célula do &nodo para o catodo, incluindo solucéo e eletrodo modificado com o catalisador.
A célula apenas se diferiu em relacdo aos catalisadores, possuindo a mesma solucao
(Ks[Fe(CN)s] 5 mmol L e Ka[Fe(CN)s] 5 mmol L em solugdo KCI 0,5 mol LY). Na
regido de alta frequéncia, é possivel identificar a quase auséncia do semicirculo
caracteristico dessa regido para o eletrodo CoPc/CBSP/NAF/CV, indicando a baixa
resisténcia interna deste catalisador em comparagdo com os eletrodos CV, NAF/CV,
CBSP/NAF/CV, CoPc/NAF/CV, sugerindo uma boa condutividade do catalisador, visto
gue, menos energia foi desprendida para realizar o processo de transferéncia de carga,
sobre o0 qual, promove uma cinética mais rapida para eletrooxidacdo de CYS.
Previsivelmente, a Ry encontrada para o eletrodo CoPc/CBSP/NAF/CV é maior que a

encontrada para o eletrodo CBSP/NAF/CV, com uma diferenca de 6,8 Q, devido a
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presenca de CoPc (CINTI; NEAGU; CARBONE; CACCIOTTI etal., 2016), sobre o qual
foi possivel confirmar atraves do eletrodo CoPc/NAF/CV uma resisténcia maior em
relacdo ao CBSP/NAF/CV, sugerindo que apenas a incorporacdo de CoPc como

catalisador aumenta a resisténcia na interface eletrodo-eletrolito.
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Figura 16: (a)Grafico de Nyquist para um comparativo das impedancias e (b) Grafico de Nyquist para um
comparativo das impedancias na regido de alta frequéncia.

5.4. Otimizacdo e aplicacdo real da metodologia pela técnica amperométrica
utilizando o sistema BIA.

5.4.1. Performance analitica do sensor para CYS

O material CoPc/CBSP/NAF/CV foi avaliado pelo sistema BIA com
deteccdo amperométrica para quantificacdo de CYS. Essa técnica foi escolhida devido
a sua versatilidade e portabilidade, caracteristicas importantes para analise de rotina.
Injecdes de alto rendimento na superficie do eletrodo podem avaliar a estabilidade da
superficie modificada (ROCHA; CARDOSO; TORMIN; DE ARAUJO et al., 2018).
Sobre este aparato instrumental, uma micropipeta eletrénica conectada a célula BIA
fornece injecBes de microlitros em vazdes de até 300 pL s diretamente na superficie
do eletrodo de trabalho em uma configuracédo de jato na parede (wall-jet).

Visando melhores respostas analiticas, seletividade e menor consumo
de reagente/amostra, os parametros do sistema BIA (potencial aplicado, volume de
injecdo e velocidade de injecdo) foram otimizados. Uma solugdo CYS padrdo (62
umol L) foi usada para este estudo. A primeira etapa deste estudo avaliou o
comportamento da oxidagdo eletroquimica da CYS em condic¢des hidrodinamicas
aplicando um potencial de —0,2 a +0,2 V (Figura 17.a). A oxidacdo eletroquimica de

CYS comecou em —0,1 V atingindo a corrente maxima em +0,1 V, que foi
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selecionada. Em relacdo ao volume de injecdo (Figura 17.b), a corrente de pico
aumentou significativamente quando passou de 25 para 75 plL e permaneceu
relativamente constante entre 75 e 200 uL.. No entanto, foi observado um tempo de
lavagem mais longo do eletrodo com volumes injetados maiores (restabelecimento da
corrente de fundo foi mais longo). Visando alta resposta analitica associada a rapida
lavagem da superficie do eletrodo e baixo consumo de amostra, 0 volume de injecao
de 75 pL foi escolhido para medi¢des posteriores. Os resultados da velocidade de
injecdo (Figura 17.c) mostram que a resposta amperométrica do CYS aumentou em
toda a faixa estudada. Valores altos da velocidade de injecdo geraram sinais de
corrente de pico mais altos; no entanto, a corrente de pico aumentou
significativamente quando foi aumentada de 17 para 166 pL s* e permaneceu
relativamente constante entre 166 e 300 pL s™*, porém maiores valores de RSD foram
verificados quando maiores taxas de aplicacdo foram injetadas. Visando alta resposta
analitica associada a boa precisio, a velocidade de injecdo de 166 pL s foi escolhida
para medigOes posteriores. Neste trabalho, o sistema ndo exigiu agitacdo da solugéo
dentro da célula BIA, o que indica um rapido processo de transferéncia de elétrons
entre CYS e a interface CoPc/CBSP/NAF/GC, bem como a auséncia de adsor¢do dos

produtos redox na superficie do eletrodo.
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Figura 17: a: voltamograma hidrodinamico obtido com o sistema EGC-CBSP-CoPc-BIA pela técnica
amperométrica com injecoes de 62 umol L de cisteina em eletrélito suporte de NaOH 0,1 mol L%; b:
avaliacdo do volume de inje¢do (25-200 uL) no sistema BIA com deteccdo amperométrica em triplicata
para deteccdo de 62 pmol L de cisteina; c: avaliacéo da velocidade de injecdo da micropipeta (16,9 - 299
pL s™) com injecdo de volume de 75 pL no sistema BIA com detecgdo amperométrica triplicada para
deteccdo de 62 pmol L de cisteina.

5.4.2. Estudo de repetibilidade de injecdo e reprodutibilidade de modificacao.
Para estabilidade do método proposto, usando as condi¢bGes pré-

estabelecidas, a precisdo da resposta eletroquimica do sensor proposto foi investigada por
injecOes sucessivas (n = 20) de CYS em dois niveis de concentracdo 10 e 40 umol Lt
(Figura 18.a, 18.b). Valores de RSD de 11 e 5%, respectivamente, atestam a precisdo das
medidas eletroquimicas. A reprodutibilidade do processo de modificacao via drop-casting
também foi verificada. Para isso, quatro (n = 4) processos de modificacdo foram
executados, e em cada eletrodo modificado, dez (n = 10) medi¢des consecutivas usando
40 umol L de CYS foram realizadas (Figura 18.c). Um valor RSD de 13,5% indicou

que o processo de modificacdo da superficie é razoavelmente reprodutivel (Figura 18.d).

45



w
1

|/ uA

N
N

B 40uM
3.
SN |
0 ZSQI_empO (5) 500
C d [E% = 13,5%)
34
<?
_1-
L 00 A | |
0 100 200 300 400 500 1 2 3 4
Tempo (s) Modifica¢&o (Drop-casting)

Figura 18: a: Avaliacgdo da repetibilidade da injecédo de 75 pL a uma taxa de injecdo de 227 pL s no
sistema BIA com deteccdo amperométrica para deteccdo de 10 e 40 pmol L de cisteina, b: respectiva
corrente da repetibilidade com o erro para o 10 e detecgdes de cisteina de 40 pmol L2, c: avaliacéo da
repetibilidade da modificacéo, a uma taxa de injegdo de 227 pL s™ no sistema BIA com deteccéo
amperométrica para detecgdo de 40 umol L de cisteina (n = 10 para cada modificagdo), d: avaliacéo

respectiva de a repetibilidade da mudanga com o erro total das 4 mudangas.

5.4.3. Curva analitica e comparacdo com outros métodos
Curvas de calibragdo foram preparadas com niveis ascendentes e

descendentes de concentragdo de CYS na faixa de (a) 1,0 a (j) 150,0 pmol L™ para
examinar a linearidade e os efeitos de memdria apds injecdes consecutivas de
solucgdes padréo de CYS (Figura 19a). Na diregéo crescente (a - j), a equagéo linear
obtida foi I (uA) = 0,5039+0,0564 [CYS (umol L1)], R? = 0,9901, enquanto na
direcdo decrescente (j - a) a equagao linear obtida foi I (nA) = 0,2042+0,0514 [CYS
(umol L1)], R?=0,9953. Valores de inclinagio semelhantes (0,0564 e 0,0514 pumol ™
L pA) sugerem a auséncia de efeito de memoria na superficie do eletrodo
CoPc/CBSP/NAF/CV e mostram que no decorrer das sessenta injecOes sobre a
superficie do eletrodo houve uma perda se sensibilidade de apenas 8,9%. Os limites
de quantificacdo (LOQ) e de detecgédo (LOD) foram respectivamente estimados

através das equacdes 8 e 9:
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LOQ=100/s (8)
LOD=30/s (9)

Onde s corresponde ao coeficiente angular da reta obtida na curva analitica da Figura
19.b, e o corresponde ao desvio padrao do branco, portanto, calculado segundo as
normas da IUPAC (MOCAK; BOND; MITCHELL; SCOLLARY, 1997). Os valores
de LOD e LOQ foram estimados em 0,133 pmol L e 0,445 umol L7
respectivamente. A Tabela 2 resume os parametros para quantificagcdo de CYS usando
0 sensor CoPc/CBSP/NAF/CV acoplado no sistema BIA com deteccédo

amperométrica.
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Figura 19: (a): Avaliacdo do efeito memdria e curva de calibracdo (a)1, (b)5, (c)10 (d) 20, (e) 40, (f) 60,
(9) 80, (h) 100, ( i) 130, (j) 150 pmol L, potencial aplicado 0,1 V vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L), volume
de injecdo 75 L e taxa de injecéo de 227 uL s. O eletrdlito suporte foi NaOH 0,1 mol L. (b):Respectivas
curvas de calibracdo (sensibilidade: 0,0564 e 0,0514 para injecBes em ordem crescente e decrescente de
concentracéo, respectivamente).

Tabela 2: Parametros analiticos para a quantificagdo amperométrica BIA de CYS usando sensor
CoPc/CBSP/NAF/GC.

Parametros Analiticos Valores
LOD (umol L™) 0,133
LOQ (umol L™) 0,445
Sensibilidade (MA L pmol™) 0,05637
Faixa Linear (umol L™1) 1-150
RSD% (n = 20) 11*/5**
Reprodutibilidade% 96***

* Estudo de repetibilidade usando solucéo 10 pmol L de CYS,
** Estudo de repetibilidade usando solugéo 40 pmol L de CYS
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*** Estudo de reprodutibilidade usando 4 modificages

O desempenho analitico do sensor desenvolvido foi comparado a outros
sensores eletroquimicos ndo enzimaticos relatados na literatura para determinagdo de
CYS (Tabela 3). Muitos dos sensores também exigiram modificacdo de superficie com
nanomateriais a base de carbono (nanotubos e grafeno) e metalicos (ouro, paladio e
titdnio), que aumentam o nimero de sitios ativos. No entanto, esses materiais sdo caros e
o processo de modificacdo € trabalhoso (envolve vérias etapas) e demorado. Ao contrério,
a proposta de modificacdo CoPc/CBSP/NAF/GC é simples, rapida, de baixo custo e,
aliada ao sistema BIA, permite a promissora ferramenta de alto rendimento (injecdo de
aproximadamente 150 analises por hora) (ROCHA; CARDOSO; TORMIN; DE
ARAUJO et al., 2018). Este sensor apresentou ainda uma faixa linear ampla, LOD
semelhante a outros sensores e excelente seletividade (potencial de anélise de 0,1 V),

permitindo aplicacdo satisfatoria em amostras de farmacos.
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Tabela 3: Comparacao das caracteristicas analiticas obtidas pelo método BIA e métodos eletroanaliticos anteriores para a determinacéo de CYS.

Sensibilidade
) ) LOD FL
Eletrodo Eletrdlito Técnica (WA pmol L Ref
(umol L) (umol L)
cm™)
BIA-
CoPc/CBSP/NAF/CV NaOH 0,1 mol L™ AMP 0,7973 0,133 1-150 Esse trabalho
. (RASHEED; PANDEY;
20% PAd@Ti3C2Tx-CV TFO0,1mol L tpH7 AMP 571 0,140 0,5-10
JABBAR; PONRAJ et al., 2019)
125- (LE; TRAN; LUYEN DOAN;
Au-Cu@CuxO NWs TF0,1 mol L™ AMP 2,945 1,250
1940 KIM et al., 2019)
. (KUMAR; BAYNOSA; SHIM,
Cu?*-phen-dione@ERGO-CV ~ TF 0,1 mol Lt pH 7 AMP 0,0127 2,000 10 - 32,344 2019)
(WANG; WANG; LI; LIU et al.,
Pt-Fe304/rGO-GC NaOH 0,1 mol L™ DPV 103,95 10,100 100 — 1000 2016)

AbreviacOes: LOD: Limite de Deteccdo;, Ref: referéncias; FL: Faixa linear TF: Tampdo Fosfato; BIA-AMP: analise por injecdo em batelada pela técnica
eletroquimica de amperometria; AMP: técnica eletroquimica de amperometria, DPV: voltametria de pulso diferencial. 20% Pd@Ti3C2Tx-GC: nanoparticulas
de paladio MXene-, Au—Cu@CuxO NWs: nanofios de 6xido de cobre nanopontos de ouro revestidos com matrizes, Cu2+-fen-diona@ERGO-GC: cobre 1,10-
fenantrolina-5,6- dione@dxido de grafeno reduzido eletroquimicamente modificado e Pt-Fe304/rGO-GC: nanocomposito de platina, magnetita e 6xido de
grafeno reduzido.
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5.4.4. Seletividade do sensor

Para aplicagédo do sensor em uma amostra complexa, como no caso de uma
amostra biologica, é necessario um estudo de interferentes. Algumas possiveis
interferéncias biologicas, como glicose, ureia, lisina, acidos drico e ascorbico, foram
avaliadas usando uma relacdo (1:1) entre CYS e agente interferente no nivel de
concentragdo de 20 umol L%, conforme mostrado na Figura 20.a. Apenas o acido drico
influenciou significativamente as respostas do CYS (aumento em torno de 200%) e pode
ser considerado uma espécie potencialmente interferente na quantificagdo do CYS pelo
método proposto (Figura 20.b). As demais espécies causaram variacdes menores que 19%
na resposta do CYS, demonstrando uma seletividade adequada.

3id E b
2004
S
2 z% 150
. O
©
o)
51004
>
o
K» x 50 -
\\ 0

300 A B E F

0 100 C D
Interferentes

200
Tempo (s)

Figura 20: a: Estudo dos interferentes na concentragdo de 20 umol L de cisteina mais 20 pmol L do
interferente; A: Cisteina, B: Cisteina mais Glucose, C: Cisteina mais Uréia, D: Cisteina mais Lisina, E:
Cisteina mais Acido Urico, F: Cisteina mais Acido Ascorbico, b: respectiva porcentagem de sinal dos
interferentes.

5.4.5. Aplicagdo do sensor em amostra real

Para demonstrar a aplicabilidade do método, duas amostras farmacéuticas
(A e B) foram analisadas (Figuras 21). Estudos de adi¢do/recuperacdo em dois niveis de
concentragdo (20 e 40 umol L) também foram conduzidos para avaliara a exatiddo do
método proposto, e valores de recuperacdo entre 89 e 110 % indicaram auséncia de efeito
de matriz (Tabela 4). Para confirmar a confiabilidade dos resultados eletroquimicos, as
amostras também foram submetidas a anélise de eletroforese capilar (EC) usando um
método previamente relatado para quantificacdo de CYS (TAO; ZHANG; WANG,;
WANG et al., 2012). Como pode ser visto na Tabela 5, foram encontrados niveis de CYS
proximos aos fornecidos pelos fabricantes (300 mg). Além disso, os resultados
eletroquimicos foram comparados estatisticamente com os obtidos pela EC por meio do
teste t de Student pareado. Como o valor tcac (1,881 e 0,000) foi inferior ao terit (2,78) ao
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nivel de confianca de 95%, ndo ha evidéncias de diferencas significativas no nivel de
confianga entre os resultados, confirmando a confiabilidade das analises pelo metodo

desenvolvido.
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Figura 21: a: Amperograma para determinacdo de cisteina pelo sistema BIA em amostra de farmaco
cisteina (A) e duas enriquecidas (AF1, AF2). Curva analitica (a) 1, (b) 5, (c) 10, (d) 40, (e) 80, (f) 100 e (g)
150umol L. b: Amperograma para determinacéo de cisteina pelo sistema BIA em amostra de farmaco
cisteina (B) e duas enriquecidas (BF1, BF2,). Curva analitica (a) 1, (b) 5, (c) 10, (d) 40, (e) 80 e (f) 100
pmol L potencial aplicado 0,1V Vs Ag/AgCI (KCI 3 mol L), injecdo volume de 75 pL e taxa de injecéo
de 227 uL. st. O eletrolito suporte foi NaOH 0,1 mol L. c: respectiva curva analitica para as injecdes
triplicadas do gréfico a; d: respectiva curva analitica para as inje¢Oes triplicadas do grafico b.

Tabela 4: Valores de concentragdo e porcentagens de recuperacao obtidos para CYS em amostras de
farmacos.

Amostra Concentragao® Adicionado Encontrado®  Recuperado
(umol L) (umol L™ (umol L™ (%0)
. 20 35.6+0,2 96
Farmaco 1 16511 40 52.0+ 0.4 89
. 20 311+17 110
Farmaco 2 9.1+03 40 491+11 99

2Resultados apresentados como valor médio + sd (n = 3).
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Tabela 5: Resultados comparativos obtidos usando o método proposto de BIA e EC para quantificar CYS
em amostras de farmacos.

Tabelado

BIA EC
Amostra (mg/ Er
comprimido) (mg/comprimido) (mg/ comprimido)
A* 300 300 + 23 316 +8 -5,3
B** 300 303 +12 303+6 0,0

n = 3, nivel de confianca 95% (tcaic 1,881*; 0,000**< tcrit 2,78).
Er (Erro relativo — BIA vs. referéncia).
6. CONCLUSAO

Foi demonstrado que o sensor eletroquimico proposto CoPc/CBSP/NAF/GC
apresentou desempenho adequado para deteccdo de CYS. Tal superficie facilitou
consideravelmente a oxidacdo do CYS, devido aos efeitos de aumento de sensibilidade
causados pelas espécies CoPc e pelo aumento da condutividade elétrica causado pelo
CBSP. O composto formado (CoPc/CBSP) é barato, facilmente preparado e altamente
estavel na superficie do CV, mesmo sob condi¢des de fluxo alto (60 injecdes na superficie
da modificacdo diminuiram em 8,9% a sensibilidade). Combinado com o sistema BIA
com detec¢do amperométrica, 0 método proposto permitiu que CYS fosse quantificada
em amostras farmacéuticas. Resultados estatisticamente semelhantes aos obtidos por
eletroforese capilar destacam a confiabilidade das analises. Portanto, o material
composito proposto aqui pode ser atil para quantificar outras moléculas, criando assim

uma nova geracao de plataformas de deteccéo inteligente.
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