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RESUMO

A dopamina (DOP) é uma molécula organica derivada da tirosina, desempenhando um papel
como neurotransmissor e hormonio no organismo humano, uma variedade de doengas pode
surgir quando sua concentracdo estd desregulada. Portanto, a deteccdo e quantificacdo
altamente sensivel de DOP é muito importante para o desenvolvimento da biomedicina e
monitoramento da salde humana. Neste trabalho, preparou-se um nanocompdsito a partir de
grafeno funcionalizado com enxofre (S-Graph), onde 0s grupos com enxofre conseguem
estabilizar as nanoparticulas de ouro (AuNPs). O S-Graph confere caracteristicas eletrénicas
distintas dos materiais carbonaceos convencionais, enquanto as AuNPs oferecem uma area
superficial para a catalise da reacdo. Além disso, o S-Graph desempenha um papel crucial ao
promover a aderéncia das AuNPs na superficie do material resultante. Dessa forma, é
combinado sinergicamente as caracteristicas desses materiais para o desenvolvimento de um
novo nanocomposito e entdo esse material € aplicado em um sensor eletroquimico afim de
aumentar a sensibilidade para deteccdo de DOP. O material foi caracterizado por meio de
técnicas como microscopia eletrdnica de transmissao (TEM), apresentando tamanho medio de
53+12 nm, e a formagdo de uma banda plasmonica das AuNPs, verificada por espectroscopia
na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis). Realizou-se o0s estudos eletroquimicos utilizando o
eletrodo de carbono vitreo (GCE) como base para o filme formado, as AuNP-S-Graph e
verificou-se o processo reversivel para a DOP em solucio tampdo B-R 0,1 mol L', pH 6,0.
Na criacdo de um novo método para a deteccdo e quantificacdo de DOP, construiu-se curvas
de calibracdo e as mesmas apresentaram duas regifes lineares. A primeira na faixa de
concentracdo de 4,0x10 ™ a 0,4x10° mol L' e a segunda de 0,5x107° a 20x10°° mol L™, com
limite de deteccdo (LOD) de 15,0 nmol L™ e limite de quantificacdo (LOQ) de 40 nmol L™
para a primeira faixa linear. Dessa forma, o sensor apresentou-se com sensibilidade adequada
para ser aplicado na determinacgéo e quantificacdo de dopamina e, por essa razao, surge como
uma alternativa de significAncia notavel para a andlise desse composto em amostras

farmacéuticas e biologicas.

Palavras-chave: Catecolaminas; nanomateriais de ouro; funcionalizacdo; modificacdes de
eletrodos; deteccdo de dopamina.



ABSTRACT

Dopamine (DOP) is an organic molecule derived from tyrosine, playing a role as a
neurotransmitter and hormone in the human body; a variety of diseases can arise when its
concentration is dysregulated. Therefore, the highly sensitive detection and quantification of
DOP are crucial for the development of biomedicine and monitoring human health. In this
work, a nanocomposite was prepared from sulfur-functionalized graphene (S-Graph), where
sulfur groups can stabilize gold nanoparticles (AuNPs). S-Graph imparts distinct electronic
characteristics from conventional carbonaceous materials, while AuNPs provide a catalytic
surface area for the reaction. Additionally, S-Graph plays a crucial role in promoting the
adhesion of AuNPs to the resulting material's surface. Thus, the characteristics of these
materials are synergistically combined to develop a new nanocomposite, which is then applied
in an electrochemical sensor to enhance sensitivity for DOP detection. The material was
characterized using techniques such as transmission electron microscopy (TEM), showing an
average size of 53t12 nm, and the formation of a plasmonic band of AuNPs, verified by
ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopy. Electrochemical studies were conducted using a
glassy carbon electrode (GCE) as a base for the formed film, AuNP-S-Graph, revealing a
reversible process for DOP in a 0.1 mol L™ B-R buffer solution at pH 6.0. In creating a new
method for the detection and quantification of DOP, calibration curves were constructed,
showing two linear regions. The first in the concentration range of 4.0x10 8 to 0.4x10° mol
L and the second from 0.5x10°° to 20x10°® mol L™, with a limit of detection (LOD) of 15.0
nmol L™ and a limit of quantification (LOQ) of 40 nmol L™ for the first linear range. Thus,
the sensor demonstrated adequate sensitivity for the determination and quantification of
dopamine and, for this reason, emerges as a significantly noteworthy alternative for the

analysis of this compound in pharmaceutical and biological samples.

Keywords: Catecholamines; gold nanomaterials; functionalization; electrode modifications;

dopamine detection.
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1. INTRODUCAO

A dopamina é derivada da tirosina que desempenha um papel fundamental como
neurotransmissor e horménio no organismo humano. Junto com outras catecolaminas, como a
noradrenalina (ou norepinefrina) e a adrenalina (ou epinefrina), a dopamina regula varias
funcdes fisiologicas vitais.

O desequilibrio na concentracdo de dopamina estd associado a doencas e distarbios,
incluindo transtornos neuropsiquiatricos, doencas cardiovasculares, estdo também associados
disturbios do sono e distirbios metabdlicos. A detecgdo e quantificacdo dessa molécula é
essencial para o diagndstico, 0 monitoramento, e a pesquisa médica, permitindo identificar
desequilibrios quimicos, direcionar tratamentos adequados e aprofundar o conhecimento
sobre varias condi¢fes médicas.

Um novo sensor a base de grafeno funcionalizado com grupamentos de enxofre
juntamente com nanoparticulas de ouro (AuNPs/S-Graph) pode ser desenvolvido. Essa
abordagem que combina as propriedades do grafeno funcionalizado com enxofre (S-Graph) e
das nanoparticulas de ouro (AuNPs) é promissor para construcdo de um sensor sensivel e
seletivo para a dopamina.

O S-Graph é um material com propriedades eletrénicas Unicas, como alta
condutividade elétrica e elevada area superficial, que pode ser explorado para a deteccdo
eletroquimica de substdncias quimicas. A funcionalizagdo com grupamentos tidis pode
melhorar a aderéncia e a estabilidade das nanoparticulas de ouro ao S-Graph. Essas
propriedades eletrdnicas do material carbonéaceo, juntamente com as propriedades das AUNPs
podem ajudar na resposta elétrica gerada pela interagdo entre a dopamina e 0 nanocompdsito
(AuNPs/S-Graph), sendo ao mesmo tempo seletivo para responder para a dopamina e sensivel
sendo capazes de detectar baixas concentracdes desse composto. Essas caracteristicas sdo
essenciais para garantir a precisdo e a confiabilidade das medicGes, tanto em aplicacGes

diagndsticas quanto em pesquisas médicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Material carbonaceo funcionalizado com enxofre e nanoparticulas

O grafeno, um notavel nanomaterial composto por atomos de carbono hibridizados
sp®, apresenta propriedades excepcionais, como alta condutividade elétrica e térmica,
impermeabilidade e resisténcia extrema. No entanto, o grafeno tem baixa solubilidade em
agua e solventes organicos, o que dificulta sua utilizacdo. Uma forma de contornar esse
problema é a modificagdo funcional do grafeno, podendo preservar suas propriedades
excepcionais e a introdugdo de novos grupos funcionais pode conferir propriedades adicionais
como em aumentar sua solubilidade em diferentes solventes [1,2].

O processo de funcionalizacdo da estrutura C-sp? permanece praticamente inalterada
quando a ligacdo ocorre nos &tomos de carbono terminais (bordas) e/ou defeitos [3]. Diversos
grupos funcionais, como amina [4], amina-amida [5], carboxila [6], tiouréia [7] e tiol [8], tém
sido utilizados para esse proposito. Por exemplo, derivados de grafeno com grupos tiol tem
sido empregados como ancoras para nanoparticulas de metais nobres, como AuNPs, para
aumentar a atividade catalitica em reag6es como a hidrogenacdo de 4-nitrofenol para 4-
aminofenol. As nanoparticulas tém dimensdes nanométricas e uma &rea superficial muito
maior do que os catalisadores convencionais, 0 que proporciona mais sitios ativos para a
reacao ocorrer, 0 que pode acelerar a cinética da reacdo [9].

Em outro contexto, derivados de grafeno funcionalizados com tiol foram utilizados
para a remocdo de mercario de amostras de agua provenientes de rios, lagoas e mares. O
grupo —SH forma complexos estaveis com metais moles, como Hg e Au, que exibem alta
polarizabilidade [10]. Materiais de enxofre-grafeno também despertam interesse devido a
ligacdo C-S, que resulta em transferéncia de carga devido a pequena diferenca de
eletronegatividade de Pauling entre S (2.58) e carbono (2.55). Além disso, o enxofre pode ser
facilmente polarizado, ampliando a reatividade quimica do grafeno [11].

Uma forma de funcionalizar o grafeno é gerar radicais de enxofre muito reativos que
podem atacar quimicamente as folhas de grafeno pouco reativas. Isso pode ser feito usando
um tratamento de plasma ndo térmico a partir de um precursor contendo enxofre [12]. O
procedimento envolvendo o plasma ndo térmico é considerado uma das técnicas de tratamento
de superficie mais versateis, sendo ambientalmente amigavel e caracterizado por tempos de
reacdo curtos [13]. O plasma ndo térmico constitui um estado de gas parcialmente ionizado,

composto por elétrons, ions, espécies excitadas e neutras, radicais, em um sistema fora do
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equilibrio, onde a energia dos elétrons supera a das demais espécies [14]. Nesse sentido, 0
oxido de grafeno foi tratado com plasma ndo térmico sob atmosfera de SO, em temperatura
ambiente por Humeres et. al. [12]. Um reator de plasma de descarga de barreira dielétrica
ndo-térmica, contendo didxido de enxofre diluido em nitrogénio como gas de alimentacdo do
plasma.

A incorporacdo de enxofre nas bordas do grafite introduziu importantes propriedades
condutoras [15]. Portanto, a incorporacao de enxofre no grafeno por meio da funcionalizacdo
via procedimento de plasma ndo térmico é de grande interesse. Nesse sentido, materiais
condutores baseados em grafeno podem ser produzidos para uma ampla gama de aplicacdes,
como no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Atrelado ao desenvolvimento de
sensores eletroquimicos, as nanoparticulas de ouro (AuNPs) possuem propriedades
interessantes para a eletroanalise. Dessa maneira, sustentando a importancia dos materiais
nanoparticulados estdo as propriedades muito especificas que podem ser exibidas em
nanoescala, dentre elas, estdo a elevada area superficial, seletividade aprimorada, atividade
catalitica, maior relacdo sinal-ruido e propriedades Opticas exclusivas [16].

O uso do grafeno juntamente com as AuNPs para construir novos dispositivos de
sensoriamento, usando um meétodo verde de obtencdo de nanoparticulas (self-reduction),
aproveitando as caracteristicas intrinsecas do grafeno funcionalizado com o enxofre é uma
excelente alternativa. A Figura 1 ilustra a estrutura proposta do S-Graph funcionalizado com

0S grupos terminais —SO3; e —SH.

Figura 1: Estrutura proposta do S-Graph obtido pela sintese do grafeno e precursor de enxofre em plasma nao

térmico.
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A funcionalizagdo com os grupos terminais —SO3 ¢ —SH aumenta a solubilidade em
solventes com alta constante dielétrica, como a agua. A presenga do hidreto “~“H ™ e a
estrutura baseada em Csp2 do grafeno também desempenha papel de agente redutor,
colaborando sinergicamente para enriquecer a densidade eletrénica no processo de reducdo do
complexo de ouro. Além disso, essas caracteristicas proporcionam a funcionalidade “~S” que
estabelece uma ligagdo estdvel com o Au, facilitando sua reducdo, como evidenciado pelos
potenciais padrdes de reducao:

H, + 2~ — 2H" Eoeg=—2,3V
AUCl, + 36" A’ +4C17  E o= + 0,994 V

O material proposto, proveniente da sintese do nanocompositos de S-Graph e AuNPs
buscando a sinergia entre as propriedades do grafeno com as AuNPs, pode ser utilizado na

modificacdo de eletrodos para a determinacao de dopamina utilizado técnicas voltametricas.

2.2. DOPAMINA

O cérebro utiliza varios neurotransmissores para regulacdo de diferentes funcoes,
como o humor, a atencdo e os movimentos [17]. Um desses neurotransmissores € a
dopamina, que faz parte das catecolaminas, um grupo de substancias quimicas que também
inclui a adrenalina e a noradrenalina. As catecolaminas sdo produzidas a partir do aminoacido
tirosina, conforme mostrado na Figura 2. Essa figura ilustrando o ciclo da tirosina, o processo

na qual ela atua como precursora dos neurotransmissores catecois.

Figura 2: Esquema de sintese das catecolaminas a partir do aminoécido tirosina, no ciclo da tirosina.

Q 0
Ho)m TH OH [.AADC OH
——» HO R
NH
2 OH NH, m

OH OH
L-tirosina L-DOPA Dopamina
OH OH AH
OH < PNMT OH
NH NH,
Hac” OH OH
Adrenalina Noradrenalina

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O ciclo da tirosina envolve vérias reacBes enzimaticas. Primeiro, a enzima tirosina
hidroxilase (TH) converte a tirosina em L-Dopa. Em seguida, a L-Dopa é transportada para 0s
neurdnios e as células da medula adrenal, onde a enzima dopa descarboxilase remove o
dioxido de carbono da L-Dopa (L-AADC), gerando a dopamina. A dopamina pode ser
convertida em adrenalina por meio de outras reacGes, com a noradrenalina sendo um
intermediario (DBH/PNMT) [20].

Cada uma das catecolaminas desempenha fungbes especificas no organismo, e
mantém o equilibrio adequado desses neurotransmissores e hormoénios que € crucial para a
salde fisica e mental. Essas moléculas sdo importantes para o sistema nervoso e 0 corpo
humano, pois participam da resposta ao estresse e do controle da frequéncia cardiaca e da
pressao arterial [18,19]. No contexto da coordenacdo motora, a dopamina assume um papel
crucial na transmissdo de sinais entre as células nervosas responsaveis pelo movimento [18].
Uma reducdo na atividade dopaminérgica pode resultar em distarbios do movimento, como a
doenga de Parkinson, caracterizada por tremores, rigidez e dificuldade de coordenagéo
[21,22]. Nesta condicdo, ocorre uma degeneracdo das células produtoras de dopamina,
manifestando sintomas motores distintivos. Outro exemplo é a esquizofrenia, em que a
disfuncdo na regulacdo da dopamina contribui para os sintomas psicoticos e cognitivos
associados a doenca [23].

A determinacdo da dopamina é de grande importancia, tanto em farmacos como em
fluidos biologicos. O tratamento dessas doencas muitas vezes passa pelo uso de
medicamentos que contém em sua composicdo a dopamina. A dopamina encontra-se
disponivel em medicamentos por via intravenosa e atua no sistema nervoso simpatico
produzindo efeitos como o aumento dos batimentos cardiacos e da pressao sanguinea [22,24].
A concentracdo média de dopamina no plasma sanguineo de uma pessoa adulta saudavel varia
entre 5e 10 ng mL ™, e as concentracdes variam entre as diferentes partes do corpo, podendo

ser até menores que a quantidade presente no plasma [25].

2.3. METODOS DE DETERMINACAO DE DOPAMINA

Devido a importancia da dopamina em diversas fungdes fisioldgicas, incluindo a
regulacdo do humor, resposta ao estresse e modulagdo do sistema nervoso central, a detecgéo
e quantificacdo precisa desse neurotransmissor tornam-se necessaria em estudos
medicamentosos, pesquisas em seres humanos e analises clinicas. E possivel determinar a

dopamina em diferentes amostras biologicas, como em amostras envolvendo urina e sangue,
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varios métodos analiticos tém sido empregados, cada um com suas vantagens e aplicacdes
especificas.

Existem varias técnicas analiticas utilizadas para determinar a dopamina, dentre elas
destacam-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), a Eletroforese Capilar, a
Espectrometria de Massa e a Voltametria. A voltametria surge como uma técnica
eletroanalitica promissora e relevante na analise da dopamina. A Tabela 1 ilustra diferentes
técnicas utilizadas para a determinacdo da dopamina em suas respectivas amostras e os limites

de deteccao.

Tabela 1: Diferentes técnicas para a determinacdo de catecolaminas, em diferentes analitos e

amostras.
Técnicas Analitos Amostra LOD /umol L™ Referéncia
HPLC-UV-Vis Dopamina e Tirosina Urina humana 0,00012 [26]
HPLC- MS Dopamina, GABA, Sangue de 2,6 [27]
serotonina, glutamina e camundongo
glutamato

Eletroforese capilar Dopamina e Adrenalina Urina humana 0,023 [28]
Eletroforese capilar Dopamina Urina de camundongo 0,1 [29]
Espectrometria de massa Dopamina Medicamento -- [30]
Voltametria Ciclica Dopamina Soro Simulado 25,4 [31]
Voltametria de Onda Dopamina Urina humana 0,098 [32]

Quadrada

Fonte: O autor.

2.4. VOLTAMETRIA

A voltametria € uma técnica analitica eletroquimica que possibilita a analise de
espécies quimicas em solucéo e dispersdo, atraves da variagdo controlada do potencial elétrico
aplicado aos eletrodos. Ao medir a corrente elétrica resultante das reagdes eletroquimicas em
funcdo do potencial, é gerado um voltamograma [33].

Dentre as diversas técnicas ja citadas, a voltametria € uma técnica que consegue
alcancar niveis analiticos, escalas de pmol L™ a nmol L™, oferecendo também varias outras
vantagens distintas, tais quais, por se basear em sensores eletroquimicos, que séo acessiveis,

versateis e de fabricacdo simples. Muitas vezes, ndo exige etapas complexas de preparacao da
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amostra, permitindo a andlise direta e economizando tempo, enquanto reduz 0s erros
associados ao tratamento prévio das amostras. Adicionalmente, a adaptabilidade da
voltametria para sistemas portateis possibilita a analise no préprio local de coleta, eliminando
a necessidade de transporte das amostras até um laboratorio, 0 que torna 0 processo mais
rapido e eficiente [34].

Um elemento crucial na voltametria é a habilidade de modificar os eletrodos de
trabalho com diversas nanoestruturas, como o grafeno e materiais funcionalizados. Essas
modificagbes proporcionam sensibilidade e seletividade ainda mais aprimoradas em
comparacdo aos eletrodos tradicionais, ampliando as capacidades de deteccdo de diversas
substancias [35]. A criacdo de nanocompdsitos envolvendo S-Graph e AuNPs, com a intengao
de explorar a sinergia entre as propriedades do grafeno e das AuNPs para avangar no campo
dos sensores eletroquimicos, visando que a producdo de um nanomaterial ativo que pode ser
utilizado para fazer a modificacdo de eletrodos destinados a deteccdo e quantificacdo de

dopamina.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Sintetizar nanocompositos de ouro sobre o grafeno funcionalizado com enxofre,
obtido por plasma ndo-térmico, e aplicar na construcdo de um novo sensor eletroquimico para

a determinacdo voltamétrica de dopamina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nanocompositos de ouro utilizando S-Graph como material estabilizante e
redutor;

e Caracterizar 0os nanocompositos com S-Graph através de microscopia eletronica de
transmissdo (TEM, do inglés, transmission electron microscopy) e espectroscopia UV-
Vis;

e Formar novas plataformas eletroquimicas utilizando S-Graph e o compdsito com
AUNPs/S-Graph em eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés, glassy carbon
electrode);

e Realizar a caracterizacdo eletroquimica do sensor através de medidas de voltametria
ciclica (CV, do inglés, cyclic voltammetry), voltametria de onda quadrada (SWV) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés, electrochemical
impedance spectroscopy);

e Criar um método eletroanalitico estudando a escolha de pH, eletrdlito de suporte,
técnica voltamétrica para a determinacdo de dopamina;

e Obter os parametros analiticos tais como limite de deteccéo, limite de quantificacao,

sensibilidade e comparar com outros sensores reportados na literatura.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. REAGENTES E SOLUCOES

As solucdes aquosas foram preparadas com agua ultrapura proveniente de um
sistema de purificacdo Mili-Q (Millipore, Estados Unidos), que apresenta resistividade de
18,2 MQ cm. As solugdes estoque de dopamina foram preparadas na concentracdo de 5,0
mmol L™' em 4gua ultrapura. Trés solucdes tamp&o (0,1 mol L") foram testadas: fosfato de
sodio (NaH,PO4/Na,HPQ,); acetato de sédio (CH3COOH/CH3;COONa) e Britton-Robinson
(H3BO3/CH3COOH/H3PO,). O pH dessas solugdes tampédo foi ajustado com HCI ou NaOH
(6,0 mol L™"). As solugdes de Ks[Fe(CN)s] e Ki[Fe(CN)s] foram preparadas em uma

concentracdo de 5,0 mmol L' e a solucéo de KCI com concentracdo de 0,1 mol L.

4.2.  SINTESE DO NANOCOMPOSITO AuNPs/S-Graph

A sintese do grafeno funcionalizado com entidades contendo enxofre foi realizada
pelo grupo de pesquisa do Prof® Luis Otavio Benetolli, do Departamento de Quimica da
UFSC e publicada no recente artigo [34]. Primeiramente, 10,0 mg de S-Graph foram dispersos
em 10,0 mL de 4gua ultrapura, obtendo-se uma disperséo de 1,0 mg mL . Essa dispersdo foi
submetida ao ultrassom em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, 5,0 mL dessa
dispersao foi misturada com 100 pL do precursor de ouro, o acido cloroaurico (HAuUCl,), com
concentracdo de 0,33 mmol L', durante duas horas sob agitagdo. A dispersio resultante foi
centrifugada a 10.000 rpm por 15 minutos, e o solido resultante foi coletado e o sobrenadante

foi descartado.

4.3. PREPARO DAS DIFERENTES ARQUITETURAS ELETRODICAS

Foram preparados eletrodos modificados utilizando o método drop coating com S-
Graph e AuNPs-S-Graph. A dispersdo de AuNPs/S-Graph foi diluida cem vezes em agua
ultrapura. Dessa forma, 2,0 uL da dispersdao de S-Graph ou AuNPs/S-Graph foram gotejados
sobre a superficie de um GCE (diametro de 3mm) previamente polido com alumina (0,05 pm)
e lavado com &gua ultrapura. Em seguida, os eletrodos modificados foram deixados em uma

estufa a 45 °C para permitir a secagem completa dos filmes formados.
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4.4. CARACTERIZACAO E MEDIDAS ELETROQUIMICAS

A caracterizacdo da dispersdo de AuUNPs/S-Graph por espectroscopia UV-Vis foi
realizada registrando espectros na faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm. Isso foi
feito utilizando um espectrofotbmetro ultravioleta-visivel UV-1800 (Shimadzu, Japéo)
conectado a um software UVProbe (verséo 2.50). Foi adicionada uma aliquota de 100,0 puL da
dispersdo diluida de AuNPs/S-Graph a 3,0 mL de &gua ultrapura em uma cubeta de quartzo
com caminho Gptico de 1,0 cm. Para a caracterizacdo morfolégica dos S-Graph e AuNPs/S-
Graph, foi empregada a técnica de microscopia eletrdnica de transmissdo utilizando um
microscopio eletrdnico de transmissdao modelo JEM-1011 (JEOL, Japéo) operando a 100 kV.

Para a preparacdo das amostras, foram gotejados 5,0 uL do AuNPs/S-Graph em uma
rede milimétrica de cobre recoberta com carbono (300 mesh). Em seguida, as amostras foram
mantidas a temperatura ambiente por 24 horas para completa secagem. Por fim, foi estimado
o didmetro médio das nanoparticulas utilizando o software ImageJ (National Institutes of
Health, Estados Unidos), por meio da contagem de pelo menos 100 particulas aleatoriamente
escolhidas nas imagens obtidas.

As medidas voltamétricas foram realizadas usando um potenciostato AUTOLAB
(PGSTAT101) acoplado a um microcomputador com o software NOVA (versdo 1.11) para
aquisicdo e processamento de dados. Para as andlises, foi utilizada uma célula eletroquimica
contendo trés eletrodos: AuNPs-S-Graph/GCE, S-Graph ou apenas 0 GCE como eletrodo de
trabalho, um eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI saturado), servindo como ponto de
referéncia elétrica estavel, permitindo assim que o potencial elétrico no eletrodo de trabalho
fosse medido em relacdo ao potencial constante do eletrodo de referéncia. Também foi
utilizado o eletrodo auxiliar de placa de platina, fornecendo uma superficie para permitir a
passagem da corrente elétrica de volta ao sistema apds a reacdo e mantendo o balanco de
carga elétrica na célula eletroquimica.

As anélises voltamétricas foram realizadas individualmente para a dopamina,
utilizando CV, onde foi verificado o comportamento eletroquimico dessa molécula frente aos
diferentes eletrodos de trabalho (GCE, S-Graph/GCE e AuUNPs-S-Graph/GCE). Foram
estudados: solugcdo tampdo, valor de pH, pardmetros da SWV tais como frequéncia,
incremento de potencial e amplitude. Além disso, a caracteriza¢do eletroquimica dos eletrodos
GCE, S-Graph/GCE e AuUNPs-S-Graph/GCE por meio de EIS. Os espectros EIS foram

registrados em potencial de circuito aberto utilizando uma mistura equimolar de
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Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)g] a uma concentracdo de 5,0 mmol L™' em KCI 0,1 mol L. Foi

aplicado um valor de amplitude de 5,0 mV e uma faixa de frequéncia de 0,1 a 50.000 Hz.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. SINTESE E CARACTERIZACAO DAS AuNP USANDO S-GRAPH

A sintese das AuNPs utilizando o S-Graph como um nanoreator e estabilizante das
nanoparticulas foi realizada e caracterizada por espectroscopia UV-Vis. Na Figura 3 (espectro
a) tem-se o espectro da solucdo aquosa do precursor metalico (HAuUCl,) verificando-se uma
banda em 300 nm atribuida a transicdo metal-ligante do ouro para o cloro, transi¢éo do orbital
ligante de mais alta energia preenchido para o orbital antiligante ndo preenchido de mais
baixa energia, Clspo — Ausgx’y? [35]. ApOs a adicéo da solugdo de ouro na disperséo de S-
Graph ha o aparecimento de uma banda em 535 nm referente a banda plasménica das AuNPs
(Figura 3 (aproximacao do espectro b)), evidenciando a formacdo das nanoparticulas. Além

disso, ha uma banda em 216 nm referente as transi¢des n-n do grafeno.

Figura 3: Espectros UV-Vis de (a) uma solucdo aquosa de HAuUCI, e (b) das nanoparticulas de ouro

estabilizadas no S-Graph.
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Fonte: O autor.

As AuNPs estabilizadas no S-Graph foram caracterizadas por TEM, llustrada na
Figura 4. Na Figura 4-A e Figura 4-B mostram a dispersdo de S-Graph em duas magnitudes
diferentes. Verificou-se que as folhas de S-Graph estdo empilhadas umas as outras devido a

baixa taxa de dispersdo do grafeno em solventes de alta contante dielétrica. As imagens de
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TEM das AuNPs que estéo estabilizadas e foram reduzidas pelo S-Graph (Figura 4-C e Figura
4-D), possuem formato esférico e tamanho médio de 5312 nm (Figura 4-E) e estdo
incorporadas nas bordas do S-Graph, mostrando a interacdo com os atomos de enxofre
presente no nas folhas de grafeno. Além disso, verificou-se que o S-Graph apresenta maior
dispersdo que o grafeno puro, uma vez que os grupamentos —SOz possuem carater mais polar

e conseguem interagir mais com o solvente também polar (dgua).

Figura 4: Imagens de TEM obtidas onde em (A) grafeno ndo funcionalizado, (B) S-Graph e a formac&o das (C)
e (D) AuNPs no S-Graph e (E) histograma de distribuicdo das AuNPs.

Fonte: O autor.
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A Figura 5 ilustra a possivel ligacdo quimica entre as nanoparticulas de ouro com o S-
Graph na formacdo do nanocompoésito AuNPs/S-Graph, onde o grupo -SO; altera a
polaridade e a solubilidade do grafeno e o grupo —S servindo para realizar uma ligagéo estavel
com as AuNPs.

Figura 5: Sintese do nanocomposito formado entre 0 S-Graph e AuNPs.

L

Fonte: Adaptado de da Silva et al. 2023[34].

5.2. CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ELETRODOS

As medidas de espectroscopia de impedancia eletroguimica (EIS) foram conduzidas
para analisar a interface entre eletrodo e solucdo, bem como a resisténcia a transferéncia de
carga (Rc). Foram usados trés eletrodos distintos: GCE, S-Graph/GCE e AUNP-S-
Graph/GCE, em KsFe(CN)s/K4Fe(CN)s, KCI 0,1 mol L™". Os diagramas de Nyquist, ilustrado
na Figura 6, revelaram caracteristicas distintas para cada eletrodo. No caso do GCE, a
resisténcia a transferéncia de carga obtida a partir da analise do circuito equivalente obtido foi
de R¢t 794 Q. Ao modificar o GCE com S-Graph, verificou-se a diminuicdo da R para 404
Q, e a incorporacao adicional das nanoparticulas de ouro levou a uma queda na R em 233 Q.
Isso pode ser atribuido ao carater mais condutor dos nanocompositos e da funcionalizac¢do do

grafeno.
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Figura 6: Gréficos de Nyquist obtidos por EIS usando uma mistura equimolar de Kz[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)g] 5,0
mmol L™ em KCI 0,1 mol L™* em diferentes eletrodos: (a) GCE, (b) S-Graph /GCE e (c) Au-S-Graph.
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Fonte: O autor.

5.3. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DA DOPAMINA

A dopamina pode ser oxidada e reduzida, resultando em uma série de processos redox
gue podem ser monitorados por técnicas eletroquimicas. O processo de oxidacéo e reducdo da
dopamina é dito como reversivel. A Figura 7 mostra os voltamogramas ciclicos da DOP
utilizando (a) GCE, (b) S-Graph/GCE e (c) AuNP-S-Graph/GCE. Verifica-se que todos os
eletrodos apresentaram um comportamento reversivel para a DOP com AE, = 21 mV; 16 mV
e 19 mV, para os eletrodos GCE, S-Graph/GCE e AuNP-S-Graph/GCE, respectivamente.
Esses dados revelam o comportamento reversivel de 2 elétrons para a DOP. Além disso, 0
eletrodo AuNP-S-Graph/GCE apresentou maior resposta de corrente frente aos outros dois
eletrodos estudados. Isso deve-se ao alto grau de dispersdo das folhas de grafeno juntamente
com as AuNPs a superficie do eletrodo, que confere maior area do superficial para que as
reacOes reversiveis da DOP sejam efetivadas. Dessa forma, o eletrodo AuNP-S-Graph/GCE

foi escolhido para as proximas se¢oes.
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Figura 7: Comportamento eletroquimico da DOP utilizando os eletrodos (a) GCE; (b) S-Graph/GCE; (c) AuNP-
S-Graph/GCE. Condiges experimentais: Solucdo Tampéo BR, pH 6,0; [DOP] = 1,5 pumol L™".
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Fonte: O autor.

5.4. ESTUDO DO pH

O pH da solucdo desempenha um papel no comportamento da dopamina, isso
acontece devido as suas influéncias na forma como essas espécies se encontram em solucdo,
podendo estar protonadas ou desprotonadas dependendo do valor do pH da solucdo em
relacdo ao pKa da dopamina, que € cerca de 8,8. Na Figura 8, a interacdo significativa desse
fator foi examinada através da variacdo do pH da solucdo tamp&o (0,1 mol L', utilizando
tampéo BR) dentro de uma faixa de pH de 2,0 a 7,0. Destaca-se que a intensidade da corrente
gerada pelo analito atingiu seu valor maximo em pH 6,0, esse pH foi escolhido para conduzir
futuros estudos. Outro destaque é o descolamento dos picos de corrente, conforme o pH
aumenta, as concentragdes de H* diminuem e os picos se deslocam, comportamento de

moléculas que em sua reacao existem protons envolvidos.
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Figura 8: Voltamogramas ciclicos em um sistema de trés eletrodos utilizando o eletrodo de trabalho modificado,

Au-S-Graph/GCE, para a detecgdo de dopamina a uma concentragdo de 1,5 umol L—1. Experimentos foram

conduzidos em solugdes tampéo B-R, abrangendo uma faixa de pH, de 2,0 a 7,0.

Fonte: O autor.
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A relagdo entre o potencial de pico (Ep) e o pH é ilustrada na Figura 9, onde pode-se

observar os potenciais de pico de oxidacdo e redugdo e o processo reversivel da molécula de

dopamina. A regressdo linear para os picos de oxidagdo apresenta um coeficiente angular —
0,060 V (R* = 0,998), e para os picos de redugio foi de —0,056 V (R? = 0,993). Ao empregar a

equacdo de Nernst é possivel calcular o potencial de células eletroquimicas em diferentes

condigdes.

E = E°— (0.059/n) log(Q)

E notavel que os valores derivados dessas analises se aproximem consideravelmente

do valor previsto pela equacdo de Nernst; —0,059 V. Assim, sugerindo 0 mesmo nimero de

prétons e elétrons envolvidos no mecanismo.

Figura 9: Gréfico de variacdo do potencial de pico vs. valor de pH.

Fonte: O autor.
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Visando aprimorar a compreensdo das respostas eletroquimicas da DOP, fez-se o
estudo univariado de diferentes solugbes tampdo com diferentes composicdes, onde primeiro
foi avaliado trés distintas solucBes tampdo. A Figura 10-A mostra os voltamogramas ciclicos
obtidos para dopamina nas solugdes tampdo: acetato, fosfato e Britton-Robinson (BR),
evidenciando que o tampdo Britton-Robinson exibiu uma resposta mais favoravel em relagéo
ao processo eletroquimico da DOP. O tampdo BR foi selecionado e em seguida foi
investigado as diferentes concentragdes (0,05; 0,10; 0,15; 0,20 mol L™'), como mostra a
Figura 10-B. Diante dos resultados obtidos, a concentracdo de 0,10 mol L' foi a que
apresentou maior resposta de corrente para DOP, portanto a escolhida para os estudos

posteriores.

Figura 10: A- Voltamogramas ciclicos obtidos para DOP usando as solucdes tampao: acetato, fosfato e B-R; B-

Voltamogramas nas concentragdes de 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 mol L™' em tamp&o B-R.
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Fonte: O autor.

5.5. EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

O efeito da velocidade de varredura foi investigado usando o AuNP-S-Graph/GCE
utilizando voltametria ciclica. Observa-se que houve um aumento nas correntes de pico com o
aumento da velocidade de varredura e 0s potenciais de pico de oxidacdo e reducdo
mantiveram-se 0S mesmos. Esse comportamento € tipico de processos reversiveis,
evidenciando que a DOP frente ao AuNP-S-Graph/GCE sofre uma reacdo reversivel. Na
Figura 11-A um padrdo notavel foi que a intensidade da corrente nos picos de oxidagdo
aumentou a medida que a velocidade de varredura aumentou. Ao analisar 0s picos de

oxidacdo e reducdo obtidos em diferentes velocidades de varredura, um grafico do logaritmo
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da corrente dos picos em relacdo ao logaritmo da velocidade de varredura, verificou-se a
inclinagdo da reta de 0,95 (R?*=0,990), presente na Figura 11-B. Pode-se concluir que o

processo de oxirreducdo da dopamina foi predominantemente governado por adsorcao.

Figura 11: A- Voltamogramas ciclicos usando o eletrodo Au-S-Graph/GCE em solug&o tamp&o B-R 0,1 mol L™
(pH = 6,0) em diferentes velocidades de varredura: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175 e 200
mV s !, para uma concentragdo de dopamina 1,5 pmol L™*; B- Gréfico do logaritmo da corrente dos picos em

relacdo ao logaritmo da velocidade de varredura.
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Fonte: O autor.

Os dados de potenciais de pico (Ep) e do potencial de meia onda (Ep) informam sobre
processos eletroquimicos reversiveis. Nesses processos reversiveis € possivel determinar a
quantidade de elétrons envolvidos. O numero de elétrons foi calculado através da seguinte
equacao:

[Ep — Epizl = 2,20RT/zF = 56,5  Mv

A constante universal dos gases, representada como "R", é igual a 8,314 J mol~ ?
K~ 1. A temperatura, denotada por "T", é considerada como 298 K. O valor de "z"
corresponde ao numero de elétrons envolvidos na transferéncia durante o processo
eletroquimico em questdo. Por fim, a constante de Faraday, "F", é 96,485 C mol™. O numero
de elétrons envolvidos no processo eletroquimico foi aproximadamente determinado como 2
[36,37]. Usando as informacGes do estudo de pH da secdo 5.4, com as obtidas nessa secéo,
sugerimos a reacdo da dopamina na superficie do eletrodo AuNP-S-Graph/GCE, ilustrada na

Figura 12.
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Figura 12: llustragdo da reacdo reversivel da DOP frente ao sensor AuNP-S-Graph/GCE.
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Fonte: O autor.

5.6. ESTUDO UNIVARIADO DOS PARAMETROS DA VOLTAMETRIA DE ONDA
QUADRADA

A otimizacdo dos parametros em uma técnica voltamétrica desempenha um papel
fundamental na obtencdo de resultados, € possivel amplificar as intensidades de corrente e
aprimorar os perfis voltamétricos, resultando em uma metodologia mais seletiva e sensivel
para analise. No contexto da técnica de Voltametria de Onda Quadrada (SWV), a variacéo dos
parametros como frequéncia, amplitude e incremento de potencial oferece a oportunidade de
aperfeicoar a resolucdo dos picos e aumentar a sensibilidade do método. A Figura 13 ilustra o
estudo de diferentes combinagdes experimentais, variando as frequéncias de aplicacédo dos
pulsos entre 10 e 70 Hz, as amplitudes dos pulsos de 10 a 100 mV e os incrementos de
potencial de 1 a 10 mV. Essa analise visa identificar as condi¢gdes que otimizam os resultados.
As curvas nos voltamogramas correspondem as condigdes selecionadas em cada fase do

estudo (frequéncia de 40 Hz, amplitude de 100 mV, e variagdo de potencial de 6 mV).
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Figura 13. Investigacdo da frequéncia (A), amplitude (B), e variacdo de potencial (C) em uma voltametria de

onda quadrada sobre a resposta analitica do sensor proposto.
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Fonte: O autor.

5.7. CURVA DE CALIBRACAO PARA A DOPAMINA UTILIZANDO O SENSOR
AUNP-S-Graph/GCE

Empregando as condig¢des experimentais da SWV descritas na se¢do anterior, obteve-
se a curva de calibracdo mediante a adicdo de aliquotas de solucdo padrdo de DOP. A Figura
14 mostra os voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentracdes de DOP e a
curva de calibracdo que apresentou duas linearidades. Observam-se picos bem definidos em
potencial +0,25 V, cuja intensidade de corrente aumenta proporcionalmente com a
concentracdo de DOP no intervalo de 0,04 a 20,0 mol L .

A curva de calibragdo obtida pode ser expressa pelas duas regides lineares, vindas da
adsorcéo da dopamina. A primeira como Isw = 9,37 [DOP] — 3,44 x 10°’, com R2 de 0,987; e
a segunda expressa pela equacio, lsw = 5,41 [DOP] + 1,87 x 10 ° com R2 = 0,981. Os limites
de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram calculados utilizando as seguintes
expressdes, de acordo com a IUPAC [38]:

3 XDP
LOD =
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10 x DP
LOQ = ———

Onde DP é o desvio padrdo do coeficiente linear da equacdo da reta obtidae a é o
coeficiente angular da reta. Os valores obtidos foram de LOD = 0,015 pmol L™ e LOQ = 0,04
umol L™ para a primeira faixa linear e LOD = 0,15 pmol L™ e LOQ = 0,5 pmol L™ para a
segunda faixa linear.

Figura 14: (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentracdes de dopamina e a (B) curva de
calibragdo obtida utilizando o eletrodo AuNPs-S-Graph/GCE em tamp&o B-R 0,1 mol L™, pH = 6,0.
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Fonte: O autor.

A Tabela 2 resume todos os parametros analiticos utilizados na construcdo da curva de

calibracéo para a deteccdo de DOP.

Tabela 2: Pardmetros analiticos da curva de calibracdo para dopamina utilizando AuNPs-S-Graph/GCE.

Parémetro analitico 12 faixa linear 2% faixa linear
Potencial de pico (V) +0,25 +0,25
Faixa de trabalho (umol L) 0,04-0,4 0,5-20,0
Coeficiente de determinacéo (R?) 0,987 0,981
Coeficiente angular (WA L mol™) 9,37 5,41

DP do coeficiente angular (LA) 0,42 x 10" 0,30x 10°°
Coeficiente linear (UA) 3,44 x 1077 1,87 x10°°
DP do coeficiente linear (LA) 4,68 x10°° 2,70 x 10”7
Limite de deteccdo (umol L™) 0,015 0,15
Limite de quantificacdo (umol L™) 0,04 0,5

Fonte: O autor.
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O valor de LOD encontrado é bastante promissor para aplicacdes em amostras reais
contendo dopamina, tendo em vista, que foi alcancado os niveis de concentragdo da dopamina
em plasma sanguineo e por alcancar outras metodologias de determinacdo. Este valor pode ser
comparado com outros eletrodos modificados para a determinacdo de dopamina, como

mostrado na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de LOD para diferentes eletrodos reportados na literatura para a deteccéo e quantificagdo de
dopamina.

Técnica eletroquimica Configuracéo do eletrodo  Faixa linear (umol L™')  LOD (umol L) Referéncia

SWv rGO/BiVO,/GCE 0,25-5,0 0,098 [15]
10,0 - 100,0 0,713

DPV RGO/GQDs/Fe;0,/CPE 5-160 1,43 [39]

SWv CQDs/CuO/GCE 1-180 254 [14]

cv GQDs-MWCTs/GCE 0,005-100 0,00087 [17]

DPV TiO,@AgNPs@GQDs/GCE 0,003-300 1 [40]

cv N-Cu MOF/GCE 0,5-1780 15 [41]

SWV AUNPs-S-Graph/GCE 0,04-04 0,015 Este trabalho

0,5-20,0 0,15

Fonte: O autor.

rGO/BiVO,/GCE — Eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido e vanadato de bismuto;
RGO/GQDs/Fe;0,/CPE — Eletrodo de pasta de carbon modificado com nanocomposito de dxido de grafeno reduzido, pontos
quanticos de grafeno e 6xido de ferro;

CQDs/CuO/GCE - Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocomp6sito de pontos quanticos em éxido de cobre;
GQDs-MWCTSs/GCE — Eletrodo de carbono vitreo com compoésitos de pontos quanticos de grafeno e nanotubos de carbono;
N-TiO,@AgNPs@GQDs — Eletrodo modificado com oxido de titdnio dopado com nitrogénio, nanoparticulas de prata e
pontos quanticos de grafeno;

N-Cu MOF/GCE - Eletrodo de carbono vitreo a base de cobre dopado com nitrogénio.

5.8. DETERMINACAO DE DOPAMINA EM FORMULACOES FARMACEUTICAS

Empregando as condicGes experimentais otimizadas, a metodologia foi aplicada para
a determinacdo da dopamina em medicamento de via intravenosa contendo dopamina. Na

Figura 15 estdo os voltamogramas da amostra juntamente com as adi¢des de padréo.
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Figura 15 — Voltamogramas de onda quadrada com o gréfico de adi¢do de padrdo para a amostra de

medicamento de via intravenosa contendo dopamina.
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Fonte: O autor.

O valor encontrado na célula eletroquimica foi de 4,27 umol L™ . Considerando as
diluicdes que foram realizadas, verifica-se que o valor encontrado foi de 4,905+ mg mL %, A
concentracdo descrita no rétulo da ampola é de 5 mg mL™. Dessa forma, o erro associado &
determinacéo foi de 1,9 %.

Para fins de validacdo, também foram realizados testes de recuperacdo baseados em
dois niveis de concentracdo de DOP, e os dados estdo listados na Tabela 4. A faixa de
recuperacdo obtida foi de 98,1 %. Dessa forma, os efeitos de matriz estdo ausentes nestas
determinacdes. Os resultados confirmam que a plataforma eletrédica AuNP-S-Graph/GCE
apresenta excelente aplicabilidade e pode ser utilizada para rotinas de controle de qualidade e
anélises em tempo real. De acordo com os valores de recuperacdo, verifica-se que estes
valores sdo bastante satisfatorios e indicam a viabilidade de utilizacdo desta metodologia para

a determinacédo de dopamina em formulagdes farmacéuticas.

Tabela 4. Determinacdo de DOP na formulacdo farmacéutica utilizando o sensor AuNP-S-Graph/GCE pelo

método de adi¢do de padréo.

DOP / pmol L™
| [0)
Amostra Determinado Adicionado Encontrado Recuperagao / %
32,1+0,35 20,0 52,4+0,17 98,1
Ampola de
Dopamina 32,4+0,42 30,0 62,8+0,29 98,1

*n=3
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6. CONCLUSAO

Este estudo alcancou o desenvolvimento de um novo sensor para a deteccdo de
dopamina, por meio das técnicas de voltametria ciclica e onda quadrada. A introducdo de
nanoparticulas de ouro (AuNPs) no grafeno funcionalizado com enxofre (S-Graph) resultou
em um aprimoramento na sensibilidade do método. Esse aprimoramento € atribuido as
propriedades condutoras e a area superficial inerente a esses materiais, 0s quais amplificaram
0s sinais para a oxirreducao da DOP.

A eficécia da modificacdo do eletrodo foi evidenciada pela significativa amplificacéo
dos sinais de corrente, validando assim a abordagem adotada e demonstrando o potencial
inerente desse método. A construcdo cuidadosa da curva analitica sob condi¢bes previamente
estudadas a fim de assegurar a confiabilidade dos resultados. Os dados obtidos revelaram uma
relacio linear em duas diferentes faixas de concentracdo: 0,04 a 0,4 pmol L™ e 0,5 a 20 pmol
L. Isso corrobora a capacidade do método para quantificar uma faixa ampla de
concentragOes de dopamina.

Além disso, os limites de deteccdo e quantificacdo, estimados em 15 nmol L™ e 150
nmol L?, respectivamente, destacam a sensibilidade desse método, viabilizando a
identificacdo precisa mesmo em concentragdes baixas da substancia. As vantagens desse
método como sua simplicidade, baixo custo e alta sensibilidade, o consolidam como uma
abordagem promissora para a precisa determinacdo de dopamina em amostras de fluidos
bioldgicos. Portanto, este estudo apresenta uma estratégia viavel para a determinacdo de

dopamina.
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