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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um sensor bioissjr utilizando o surfactante 3-(1-
tetradecil-3-imidazélio)propanosulfonato contendmaparticulas de paladio dispersas (Pd-
(ImS3-14)) juntamente com o complexo @' (BPBPMP)(OAC)CIO,. O sensor foi
construido sobre a superficie de um eletrodo deooarvitreo (GCE) pela deposi¢cdo de um
filme do surfactante Pd-(ImS3-14) e do complexod#\ptimizacdo, o sensor foi utilizado na
determinacdo de hidroquinona (HQ) e catecol (CC) anostras de filtros de cigarros
fumados usando a voltametria de onda quadrada (SWWomplexo FECU' catalisa a
oxidacdo de HQ e CC as suas respectivas quinongsreducado eletroquimica ocorre em
potencial de -0,15 e +0,05 Vs. Ag/AgCI, respectivamente. As melhores condi¢des
experimentais do sensor foram obtidas utilizandopéo fosfato pH 7,0, 1,5 nmol de Pd-
(ImS3-14), 1,3 nmol do complexo 'Feu' e parametros da SWV: frequéncia de 100 Hz,
amplitude de pulso de 40 mV e incremento de 8 mdfai@ obtidas diferentes curvas de
calibracdo para HQ e CC, construidas a partir deecte resultantgersusconcentracéo de
HQ e CC. As curvas obtidas para HQ e CC individealt®, apresentaram uma faixa linear de
concentracéo de 4,99x1@ 18,51x18 mol L. A curva de calibracéo para HQ e CC obtida
simultaneamente apresentou linearidade para ambasilmstratos na faixa de 9,90¥1a
9,09x10° mol L. A curva obtida para CC na presenca de uma caagdot fixa de HQ
(3,85x10° mol L™ foi linear na faixa de 9,90x10a 7,41x10 mol L, e a curva obtida para
HQ com uma concentracéo fixa de CC (3,85khtbl L™) foi linear na faixa de 9,90x10a

7.4 x10° mol L.

Palavras-Chave: Sensor bioinspirado, Surfactante, Nanoparticulaspdladio, Catecol,

Hidroquinona, Voltametria de onda quadrada.



ABSTRACT

In this work, a bioinspired sensor wusing the sudiac 3-(1-tetradecyl-3-
imidazolio)propanesulfonate containing the dispgrsa&ladium nanopatrticles (Pd-(ImS3-14))
together with the complex [F€U'(BPBPMP)(OAC)CIO, was developed. The sensor is
built on a surface of glassy carbon electrode (GBERd-(ImS3-14) surfactant and complex
film depositing. After optimizing the sensor wasdsn the determination of hydroquinone
(HQ) and catechol (CC) in samples of smoked citarfdters by square wave voltammetry
(SWV). The F& CU" complex catalyzes the HQ and CC oxidation to tresipective quinone,
whose electrochemical reduction occurs at potemtial-0.15 and +0.05 Ws. Ag/AgCl,
respectively. Optimum conditions of the sensor wa&ined using phosphate buffer pH 7.0,
1.5 nmol of Pd-(ImS3-14), 1.3 nmol of the"Fau' complex, SWV parameters: frequency of
100 Hz, pulse amplitude of 40 mV and 8 mV increm@&itferent calibration curves for HQ
and CC were constructed from the resulting curkemsusthe HQ and CC concentrations.
The curves obtained for HQ and CC individually, wbd a linear concentration range of
4.99x10" to 18.51x1¢ mol L*. The calibration curve obtained for HQ and CC
simultaneously, showed linear for both substratethé range of 9.90x10to 9.09x1¢ mol
LY. The curve obtained for CC in the presence of aftd€d concentration (3.85x10mol
L) was linear in the range of 9.90x16 7.41x1¢ mol L*, and the curve obtained for HQ
with a CC fixed concentration (3.85x1Gnol L") was linear in the range of 9.90x1@o

7.4x10° mol L.

Keywords: bioinspired sensor, Surfactant, Palladium nanapest Catechol, Hydroquinone,

Square wave voltammetry.
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1. INTRODUCAO

1.1. BIOSSENSORES E SENSORES BIOINSPIRADOS
1.1.1. Definicédo e funcionamento de um biossensa@vsor bioinspirado

Um biossensor pode ser definido como um dispositi’candlise empregado na
deteccdo de um analito de interesse que combinaamponente bioldgico com um
componente de deteccdo, o transdutor (FATIBELLOHREIL e CAPELATO, 1992;
MOUSTY, 2004; CAMPASet al, 2008). Quando o componente biolégico é substituid
por uma molécula sintética que apresente caraatadsle mimetizar estruturalmente ou
funcionalmente um biorreceptor, o dispositivo deséndo pode ser entdo denominado de
sensor bioinspirado (DUJARDIN e STEPHEN, 2002; CA&Pet al, 2008). O
funcionamento destes sensores (Figura 1) baseia-seeracao seletiva do analito com o
biorreceptor, esta interacdo resulta na variac&giena propriedade fisico-quimica que é
reconhecida e medida por um transdutor adequadiogbmnente, ocorre a amplificacéo e o
processamento do sinal correspondente a concemtdacanalito na amostra (MELLO e
KUBOTA, 2002; CAMPASet al, 2008).

Amostra
A.

Transdutor

4

Microeletronica

Figura 1. Esquema do funcionamento de um biossensor/semsosirado.



A Figura 2 apresenta esquematicamente 0s principaEomponentes e

transdutores empregados na construcao de biosssreseensores bioinspirados.

ANALITO

'

ELEMENTO DE RECONHECIMENTO (BIORRECEPTOR)

(enzimas, tecidos vegetais ou animais, anticoguusgenos, células ou

organismos inteiros, organelas, DNA, oligonuclemtg] complexos metélicos)

|

v

|

|

Movimento de
jfons, difusdo de
espécie
eletroativas ou
carregadas

Mudancas de
temperatura ou
liberagao de calor

Absorcao ou
emisséo de
radiacédo
eletromagnética

Alteracdo de
massa e/ou
microviscosidade

|
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Figura 2. Biocomponentes e transdutores empregados na woégstde biossensores e

sensores bioinspirados (traduzido e adaptado delldE. KUBOTA, 2002).

1.1.2. Componente biosseletivo

O elemento biosseletivo, conhecido como biorregcep® o0 componente
responsavel pela seletividade/especificidade dossbnsores ou sensores bioinspirados,
podendo ser composto por enzimas, anticorpos, DNAguaisquer outras células ou

organelas de seres vivos, ou entdo complexos naoset{(FATIBELLO-FILHO e



CAPELATO, 1992; MELLO e KUBOTA, 2002; CAMPAS®t al, 2008). E o elemento
biosseletivo que possui 0 papel de reconhecerjrreagse ligar ao analito, fornecendo
uma resposta fisico-quimica (variacdo de massaygis ou emissao de luz, emisséao de
calor, mudanca de estado de oxidacao, liberac@asks), a qual € convertida por meio de
um transdutor adequado em uma grandeza mensucawaeb, por exemplo, absorbancia e

corrente elétrica (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 199®IELO, 2008).

1.1.3. Transdutor

O transdutor ou elemento detector € a parte regapehspela conversao
(transducao) do sinal bioquimico gerado pela igéyado analito com o biocomponente,
em um sinal que pode ser mais facilmente medidoaatdicado (MELLO e KUBOTA,
2002). De acordo com a Figura 2, o transdutor poplerar baseado em diferentes
propriedades fisico-quimicas, sendo classificadpaedetroquimico, calorimétrico, Gptico e
piezoelétrico. Na construcdo de biossensores/ssnigpre empregam medidas elétricas
(sensores eletroquimicos), o transdutor corresp@ueletrodo que tem a funcdo de
converter o sinal gerado pela interacdo biomolésulstrato, em um sinal mensuravel,
nesse caso uma grandeza elétrica como correnteotencal (FATIBELLO-FILHO e

CAPELATO, 1992; MELLO e KUBOTA, 2002; MELO, 2008).

1.1.4. Aplicacao dos sensores

A vasta possibilidade de aplicagbes dos sensomes) no campo da pesquisa

académica quanto para fins comerciais, vem sendensmente explorada, visando

especialmente o desenvolvimento de dispositivos bdéxo custo, portateis e/ou



descartaveis, além de altamente seletivos e séngiaea inimeros tipos de analitos. As
aplicacdes dos biossensores abrangem varias &easomo industrias de alimentos e
bebidas, industria farmacéutica, laboratorio ddisegclinicas, monitoramento ambiental,
entre outras (MELLO e KUBOTA, 2002; CAMPAS al, 2008).

Um tipo de aplicacdo dada aos sensores correspositieacdes em que substancias
que apresentem algum risco por sua toxicidade s@rtddas numa concentragcdo muito
mais baixa do que os receptores humanos podemtatetegitando assim algum dano
direto ou indireto ao organismo (RODRIGUEZ-MOZAZ al, 2004). Esses dispositivos
podem entdo ser empregados no monitoramento arabiesdmo por exemplo, na
deteccao de poluentes em efluentes e deteccacsds gicos em ambiente fechados ou
em regides de intensa atividade (RODRIGUEZ-MOZétZal, 2004). Além disso, uma
grande parte das aplicagcbes encontram-se na areaodtoramentos clinicos, como
dosagem de glicose e colesterol (ARYA al, 2008; PEMBERTOet al, 2011), na
identificacdo de virus (dengue e hepatite) (TEIES@I, 2007; ULIANA et al, 2008 ), e
no monitoramento da expresséo de proteinas rekdasna doencas (SILVét al., 2010;
FONSECAet al, 2011).

Um exemplo comum de um sensor comercial € o bisssgpmara detec¢do de
glicose no sangue, que usa a enzima glicose oxpaaeoxidar o aclucar, sendo a corrente
resultante da oxidag&o proporcional concentragdmesmo. Neste caso, o0 eletrodo é o
transdutor e a enzima é o componente biologicamative (WANG, 2001; WANG,

2008).



1.2. SURFACTANTES

1.2.1. Definicao e tipos de surfactantes

Surfactantes sdo geralmente compostos organicosniesdos de moléculas
anfifilicas, pelo fato de conter uma ou mais de ufoabeca” polar em uma das
extremidades da molécula e uma ou mais de uma &¢dudrofébica longa na outra (XU
et al, 2009). Eles podem espontaneamente adsorver subriaces de duas fases com
diferentes polaridades, alterando as propriedadgerficiais e interfaciais de uma
superficie (Ylet al, 2001; VITTAL et al, 2006). Outra propriedade fundamental dos
surfactantes é a tendéncia de formar agregadasiacttes micelas. A concentragdo minima
na qual se inicia a formacédo de micelas chama-seeatracdo micelar critica (CMC),
sendo esta uma importante caracteristica de uractante (SHRESTHAt al, 2007).

As moléculas de surfactantes podem ser classificada quatro diferentes tipos
(Tabela 1) levando em consideracdo a existéncetieara de grupos carregados em sua
estrutura. Uma molécula de surfactante que possai eabec¢a carregada negativamente
(por exemplo: grupo sulfonil (SQ) é classificado como um surfactante anidéniccsela
cabeca do surfactante possui um grupo carregadtivaosente (por exemplo: Nf), a
molécula passa a ser classificada como um surtactatidnico. Um terceiro grupo de
moléculas possui na mesma cadeia de &tomos ogrdpiss, positivo e negativo, sendo o
surfactante classificado como um surfactante ziditero. Todavia, a molécula de
surfactante pode n&o conter um grupo carregadalosentdo classificado como um

surfactante ndo-iénico (Mt al, 2001; SHRESTHAet al, 2007; TONDCet al, 2010).



Tabela 1.Classificacdo dos surfactantes

Tipo Representacéo Exemplo

{1

N&o-idnico O O O O OH/Q)/I:%HHZ

Span
i
CH;+4CH,) —CH;—0—S—0" N&”
A m ]
Anibnico @ ® o ® o
@ Dodecil sulfato de sédio (SDS)
L
CH3—(-CH2)n?C—I'I\f9—CH3 cf
CH4
Catibnico - =
® ® Cloreto de dodecil trimetil amonio
(DTAC)
P
CHe—(-CHZ)n?CHs—ITP—CHZCOO_
Zwiteridnico CHg
® ®

Betaina

1.2.2. Surfactantes e nanoparticulas

Nanoparticulas (NPs) sdo compostos integrantedadaecdos nanomateriais, que
tem suas propriedades fisicas e quimicas signifaraente alteradas pela diminuicdo de
tamanho (menor do que 1 um). Essas propriedadeifdas encontradas nos mesmos
materiais quando em dimensdes maiores (acima dae) {BIUZEA et al, 2007). NPs sao

utilizadas em diversas areas, tais como, opticaN®At al, 2007 A, catalise (XUet al,



2009; GONCALES-MARCIAet al, 2011), bioquimica (RUSLIN@t al, 1993; RHIEUet

al., 2009), medicina (L&t al, 2008; SHANet al, 2008) e sensores (KHU&t al, 2011).
Estas aplicacdes requerem estratégias para evitmmacao dos aglomerados de NPs e,
desta forma, suas propriedades, tais como o aundenatividade catalitica, elevada area
superficial e condutividade elétrica, possam salriteente utilizadas (HWt al, 2000).
Para isso é necessario a utilizacdo de um agetateilizainte que seja capaz de evitar a
coalescéncia e por sua vez manter o tamanho namoongas particulas em solucdo. Essa
funcado estabilizante é desempenhada por difersntestancias, como os liquidos iénicos
ou também por uma classe de compostos bastanteegaapr e capaz de produzir
suspensdes estaveis de NPs, a dos surfactanteset(Hil, 2000). As moléculas de
surfactante se adsorvem sobre a superficie das &llRando a atracdo entre as NPs,
utilizando para isso as forcas repulsivas das sasggerficiais (YUANet al, 2005;

KHUN et al, 2011), como ilustrado na Figura 3.

—  Alquilica

Figura 3. Estabilizacdo de uma nanoparticula por molécutasudfactante (extraido e

adaptado de SOUS#t al, 2012).

Essas NPs estabilizadas em surfactantes séo usse cla materiais que fornecem

uma atraente alternativa na construcao de sens@iessensiveis e estaveis, especialmente



devido a capacidade catalitica e facilitacdo dasfeméncia eletrbnica que as NPs
proporcionam. Além disso, o uso desses materiasilpita a formacado de um filme de
surfactante sobre eletrodos sélidos, que além deemam ambiente contendo as NPs
estabilizadas, fornece um ambiente de imobilizgg@@ outras moléculas (SARKA&

al., 2009).

1.2.3. Aplicacéo de surfactantes em eletroanalitica

Devido a capacidade de fornecer propriedades uaicaterface eletrodo/solucéo,
os surfactantes tém sido amplamente utilizadosletroanalitica (CACet al, 2008; WU
et al, 2010; MAHMUD et al, 2011). Esses materiais tém sido empregados janto
eletrolito suporte, possibilitando melhoria do liende deteccdo (LOD) de varios analitos
(SARKAR et al, 2009), justificado por um mecanismo de "sinedgaadsorcao”, isto €, a
possibilidade que os surfactantes tem de interago@m os analitos facilitando a difusao
desses compostos entre a solugéo e o eletrode auwpenta a concentracéo desses sobre
a superficie do eletrodo e facilita a transferéndéa elétrons pois as moléculas de
surfactante ordenam uma estrutura favoravel a nc@éda reacdo (Xlet al, 2009;
RAJBONGSHIet al, 2010).

Além da adicdo de surfactantes no eletrdlito, nsuifeesquisadores também
modificaram a superficie de eletrodos para a dateau a imobilizacdo de outras
moléculas (naturais ou sintéticas). Os surfactanteste caso, formam bicamadas
multiplas na superficie do eletrodo e as biomoksolu moléculas bioinspiradas que serdo
imobilizadas se intercalam nas camadas do surfac(8ARKARet al, 2009; XUet al,
2009), fornecendo um excelente meio de estabilizaeda enzimas e, assim, propiciando

um maior tempo de vida util do biossensor (MIMI€tal, 2001).



1.3. COMPLEXOS METALICOS MIMETIZANDO ENZIMAS

1.3.1. Moléculas bioinspiradas

O conceito de um composto bioinspirado vem da wbhgéo de moléculas e
arquiteturas que se baseiam em modelos biologitesanismos, funcdes e estruturas séo
inspiracbes para o desenvolvimento de novos matesmtéticos (DUJARDIN E
STEPHEN, 2002), tais como o mimetismo do sitiol@tata de enzimas (LANZNASTER
et al, 2005; NEVESet al, 2010), bioceramicas, biossensoriamento, engenbanmeédica
e bionanotecnologia (DUJARDIN E STEPHEN, 2002). Nd&#mos anos, Neves e
colaboradores (OLIVEIRAet al, 2009;. NEVESet al, 2010; PERALTAet al, 2010)
uniram esforcos na sintese de moléculas com essspw bio-modelador, a Figura 4
mostra a estrutura do complexo '[fau! (BPBPMP)(OAC)CIO, (F€"CU"), que é um
exemplo da construgdo de moléculas sintéticas poedam esse conceito de sintese

bioinspirada.

Figura 4. Estrutura do complexo [E€u' (BPBPMP)(OAC)|CIO4 mimético funcional de

uma hidrolase (extraido de LANZNASTERal, 2005).
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1.3.2. Seletividade e promiscuidade catalitica

Neves e colaboradores (OLIVEIR& al, 2009; NEVESet al, 2010; PERALT Aet
al., 2010) tém observado e descrito o carater pramise complexos miméticos em
reacOes cataliticas. Uma descricdo mais completa g@romiscuidade catalitica seria a
capacidade de um sitio ativo natural ou sintétie adtalisar mais do que uma
transformacao quimica (NEVESt al, 2010), ao invés de apresentar uma atividade
exclusiva para o substrato da enzima. Um exempsbadearacteristica € o complexo
[(BPBPMP)FE' (m-OAc),F€'|(ClO,), um catalisador sintético com atividade promiscua
pois apresenta capacidade para oxidacdo de difentambém excelentes resultados na

hidrolise de fosfodiésteres (NEVESal, 2010).

1.4. TECNICAS ELETROANALITICAS

1.4.1. Voltametria

A voltametria € uma técnica eletroanalitica, quen drase nos registros de curvas
correntevs. potencial feitos durante o processo eletroquirfoceece informacdes sobre a
espécie eletroativa. A cela é constituida de utnosle de trabalho, sensivel ao analito, um
eletrodo de referéncia, para controle do poteneialm contra-eletrodo, para controle da

corrente (Figura 5).
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Eletrodo
de
Referéncia
[; l S Eletr_c_)do
Eletrodo . Auxiliar
de ——
trabalho Y‘?
— | e | — — -

Figura 5. Configuracéo da cela eletroquimica.

O eletrodo de trabalho € onde ocorre a reacaotdeesse e pode ser composto de
diferentes materiais, tais como carbono, ouro é¢apr@ém de conter outros materiais
modificadores como enzimas (na construcao de bissses) ou complexos miméticos (ha
construcdo de sensores bioinspirados). O eletred@fdréncia permite 0 monitoramento
do potencial do eletrodo de trabalho, sendo cormpgestalmente por um eletrodo saturado
de calomelano (SCE) ou prata/cloreto de prata (4G O eletrodo auxiliar atua no
controle da corrente necessaria para sustentaetslisle que ocorre no eletrodo de
trabalho. Nesta situacdo, a corrente passara ensietrodo de trabalho e o auxiliar,
evitando que ocorram disturbios (como eletrolise, gxemplo) no eletrodo de referéncia,
0 que acarretaria a mudanca no potencial do medeimando entdo de atuar como um
eletrodo de referéncia. Assim, a voltametria eneoaplicacdes nas mais diversas areas do
conhecimento, tais como a area ambiental, médidajiga e bioquimica (WANG, 1994;

SOUZAet al.,2003).
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1.4.1.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV) € uma técnica eletrogigian onde as informacdes
qualitativas e quantitativas de uma espécie quirséza obtidas a partir do registro de
curvas corrente vs. potencial, feitas durante #@rédilee dessa espécie em uma cela
eletroquimica (BOLLQCet al, 2007; SILVA, 2010). Na CV, o potencial elétricpliaado
no eletrodo de trabalho corresponde a uma ondagtiar (Figura 6-A), ou seja,
primeiramente a varredura de potencial € feita em direcdo e, em seguida, na outra,
enquanto a corrente é medida. Assim, esse progdmmaotenciais produz uma curva
voltamétrica que constitui um ciclo, pois o potahéi varrido no sentido direto e depois no
sentido inverso, sendo chamado de potencial des@weo ponto onde ocorre a reversao.
Os potenciais de inversdo devem ser escolhidos aleeilm que se possa observar a
oxidacdo ou reducdo, controlada por difusdo, de omamais espécies de interesse
(SKOOGet al, 2002; HARRIS, 2005).

Na curva voltamétrica corrente-potencial, os preacggde oxidacdo e de reducéo
ocorrendo no eletrodo de trabalho sé&o represenamosorrentes de pico anodicgs)ie
catodica (ic). Outros parametros importantes considerados dtanvetria ciclica sédo os
potenciais de pico anodico g e catodico (k), a velocidade de varredura do potencial
(v) e o potencial de inversao; EA Figura 6-B representa um tipico voltamogranticn

com seus principais parametros.
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(A) (B)

FPotencial
corrente

Tempa
Potencial

Figura 6. (A) Sinal de excitacdo da voltametria ciclica. @presentacdo de voltametria
ciclica tipica, representando os parametros obtidas esta técnica:,f) corrente de pico
anodica, (ic) corrente de pico catéddica,pgepotencial de pico anodico eydepotencial de

pico catddico, potencial de inversag)(E

A voltametria ciclica mostra-se particularmenteiefite quando se deseja conhecer
a eletroatividade de compostos (especialmente mladiologicas), investigar reacdes
guimicas acopladas, analise de ions e estudarfmigede eletrodos (BRUSCIOTHEt
al., 2007; SILVA, 2010). A técnica também forneceomfiacbes a respeito da
reversibilidade eletroquimica de um sistema, a @& associada a troca rapida de
elétrons entre as espécies redox e o eletrodo.istEmsis eletroquimicos podem ser
classificados em trés diferentes tipos quanto arsuversibilidade, sendo eles: processo
reversivel, irreversivel ou quasi-reversivel, coilugtrado na Figura 7 (WANG, 2000;

SILVA, 2010).
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\ quasi-reversivel

\ reversivel

Potencial versus eletrodo de referéncia

Figura 7. Reversibilidade avaliada por voltametria ciclicastema reversivel, quasi-

reversivel e irreversivel (FISHER, 1996).

A equacdo de Randles-Sevcik (Equacdo 1) € uma &guagatematica que
correlaciona as correntes de pice, (i,) € a velocidade de varredura obtidas por

voltametria ciclica para um processo reversivél &2 (SILVA, 2010).

ip = (2,69x10)n*?ACD A/ (Eq. 1)

Onde n é o nimero de mols de elétrons, A é a avealetrodo (em ch), C é a
concentracéo (em mol/&n D é o coeficiente de difusdo (em¥s), e v é a velocidade de
varredura (em V/s). De acordo com a equacdo, @rmerrée diretamente proporcional a

concentracdo e aumenta com a raiz quadrada dadedecde varredura.
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1.4.1.2 Voltametria de onda quadrada

Uma técnica voltamétrica de pulso bastante sensivépida € a voltametria de
onda quadrada (SWV). Neste tipo de voltametria didaede corrente é realizada com
velocidades de varredura superiores a 100 MVesas medidas de corrente sdo feitas
apenas ao final do pulso de potencial, onde a m®reapacitiva ja estd minimizada
(SKOOGet al, 2002; SOUZAet al, 2003; HARRIS, 2005).

Nesta técnica, a resposta obtida nos voltamogrdRigsra 8) — pico de corrente
resultante Ai) — provém da sobreposicao de pulsos de potedeiallturaa (amplitude de
pulso), a uma escada de potenciais de larylsxincremento de varredura de potenciais)
e duracaa (periodo), representados na Figura 9, sendo esge8s parametros relevantes
que determinam a sensibilidade e melhor aplicagitadécnica (SOUZALt al., 2004).
Assim, a sensibilidade obtida com essa técnicaogigimica pode ser comparavel a de
outras técnicas analiticas instrumentais, como @ésenidas cromatograficas e

espectroscopicas (SOUZA al.,2004).

1 2

resultante

resultante

Corrente
Corrente

reversa

reversa

Potencial Potencial

Figura 8. Voltamogramas de onda quadrada (1) processo elox sistema reversivel e

(2) processo redox de um sistema irreversivel (SOetal, 2003).
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Einic.

Figura 9. Sinal de excitacdo da voltametria de onda quad@uieE é o potenciala € a
amplitude de puls?AEsé o incremento de varredura de potenciaiperiodo de duracéo
do pulso,1 representa final do pulso direto2eo final do pulso reverso (SOUZ&t al.,

2004).

1.4.2. Aplicacao de técnicas voltamétricas na detamacéo de compostos fendlicos

Deteccdes de compostos fendlicos séo relatadatersura geralmente através de
meétodos espectrofotométricos e cromatograficoerRoa metodologia eletroquimica vem
se tornando bastante difundida, principalmente aantilizacdo de biossensores ou outros
eletrodos modificados, fazendo uso de técnicas car®VV no monitoramento desses
compostos. Assim como as modernas e sofisticadascés analiticas, as principais
vantagens das metodologias voltamétricas sdo oo bausto e a rapidez operacional

(SOUZAet al.,2004).
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1.5.COMPOSTOS FENOLICOS

1.5.1. Isbmeros do dihidroxibenzeno

Catecol (CC), hidroquinona (HQ) e resorcinol (Fayaf) séao, respectivamente, 0s
isdmerosorto, para e metado di-hidroxibenzeno, também denominado de difeBstes
compostos fendlicos podem ser introduzidos no amipor diferentes fontes industriais,
pois eles sdo amplamente utilizados em fotogrgiraducdo de borracha, corantes,
cosmeéticos, industrias quimicas e farmacéuticeandém estdo presentes em residuos de
cigarros (COUNTSet al, 2005; CHANG CHIENet al, 2009). A enzima catecol oxidase
apresenta atividade catalitica na oxidacdo doses@sorto e para, CC e HQ, sendo que
isbmero meta (resorcinol) ndo é um substrato dastama (GOMEZ-LOPEZ, 2002). Por
causa da alta toxicidade e baixa degradabilidade,eCHQ sdo consideradas como
poluentes ambientais. Além das suas estruturasaeteesticas semelhantes, CC e HQ
geralmente coexistem nas amostras e a identificacaguantificacdo dos mesmos

separadamente é um desafio, devido a sobreposisagirdhis (LIUet al, 2009).

X1=X4=0H Hidroquinona
Xl Xz = X3 =H
H X2 X1=Xz2=0H Catecol
X4 = X3 =H
H X3
X X1=X3=0H Resorcinol
4
Xz = X4 =H

Figura 10. Isbmeros do di-hidroxibenzeno: hidroquinona (istpara), catecol (isbmero

orto) e resorcinol (isdbmermetg.
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1.5.1.1. Hidroquinona (HQ)

A HQ (1,4—dihidroxibenzeno) € um composto fendlicgortante em um grande
namero de processos biolégicos e industriais confuregdo de estabilizante ou
antioxidante. E empregada na producdo da hulha lckrdo, fabricacdo de papel,
reveladores em fotografia preto e branco e revelddamagens obtidas em filmes de raio-
X, e também é encontrada em residuos de ciga@HTIA et al, 2001; Llet al, 2011).

A exposicao humana a HQ ocorre principalmente pehsumo de plantas, além do uso de
cosméticos e farmacos contendo este composto. AAH@ metabdlito do benzeno, e

contribui no desenvolvimento de doencas em orgasdmmanos (SMITHt al, 2000).

1.5.1.2. Catecol (CC)

O CC (1,2—dihidroxibenzeno) é o isbmepao das trés formas isoméricas do
benzenodiol. Grandes quantidades deste composto psaduzidas anualmente e
empregadas principalmente como um precursor pateigas, sabores e fragrancias.

Pequenas quantidades de catecol ocorrem naturagnent frutas e legumes,
juntamente com a enzima polifenol oxidase. Apé®mpimento das células vegetais e
exposicdo ao oxigénio (como quando uma batata @& maortada e deixada exposta ao
ar), a enzima reage com o CC (incolor), o qualidamo produzindo pigmentos castanho-
avermelhado (benzoquinona), caracteristicos doesiouento dos vegetais (DINCKAYA
et al, 1998).

Grande parte do CC produzido sinteticamente € ooiglsu na producdo de
pesticidas, sendo o restante usado como um precpasa a quimica fina, tais como

perfumes e produtos farmacéuticos (DINCKAYA al, 1998, PRAKASHet al, 2010;
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YANG et al, 2007 B). Varios sabores e perfumes sdo prepamagastir de catecol. Por
exemplo, o guaiacol € preparado por metilacdo terohe é entdo convertido em vanilina,

componente responsavel pelo aroma caracteristibaw@lha (PRAKASHet al, 2010).

1.5.2. Hidroquinona e catecol no cigarro

Quando um cigarro € queimado cerca de 4.700 sulssadiferentes podem ser
identificadas, dentre elas o0 CC e a HQ (BORGERDK®N&LUS, 2005). Os compostos
fendlicos encontrados no cigarro, ou principalmer@dumaca do cigarro, sdo devidos a
pirdlise de polifendis contidos no fumo, sendo ad@cclorogénico e a rutina 0s
componentes majoritarios (RISNER e CASH, 1990).tdho, a queima do cigarro
acarreta na formacao, dentre outras substancia8Cd®HQ, sendo que uma fracdo destes
compostos é retida no filtro do cigarro, e tendoesta seu potencial toéxico, tornam-se

uma fonte de contaminacdo de novos ambientes, dosie solos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo principal desevamk avaliar o desempenho de
um novo sensor bioinspirado modificado com nandpdes metalicas estabilizadas em

surfactante e aplica-lo na quantificacao seletey&@ e HQ em filtros de cigarro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Selecionar o tipo de sistema micelar empregad@(sawou normal);

* Avaliar a formacéo do filme de surfactante sobetretio de carbono vitreo;

« Modificar o sensor com a adi¢do do complexd €d";

» Realizar testes eletroquimicos, usando CV e SWH4, gaaliacdo das respostas dos
sensores;

* Realizar estudo cinético e de promiscuidade cataltio complexo bioinspirado
usado na construcéo do sensor;

* Investigar e otimizar parametros experimentais rfjdade de Pd-(ImS3-14);
guantidade de complexo; parametros de SWV; el&iréliporte e pH) através da
SWV;

» Construir diferentes curvas de calibragcéo para 0Q idQ;

« Auvaliar repetibilidade, reprodutibilidade e estalz@ie das respostas eletroquimicas
dos sensores;

» Aplicar o sensor bioinspirado proposto na detergénale CC e HQ em amostras

de extratos obtidos de filtros de cigarros pésigaeusando SWV.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. INSTRUMENTACAO

Um banho de ultra-som Unique 1400A foi utilizadagpauxiliar no preparo das
solucdes e limpeza dos eletrodos de carbono (BEE).

As medidas voltamétricas foram realizadas em unenptstato/galvanostato
Autolab PGSTAT128N (Eco Chemie, The Netherlandspectado a unsoftware de
processamento de dados (GPES, versao 4.9.007, i&sni€). Para execucao das analises
utilizou-se uma cela de vidro (capacidade maximaoxamada de 15 mL) sem
compartimento divisorio e com tampa de Teflon ptavde orificios circulares para
encaixe dos eletrodos e adicao das solugdes. ipadd um sistema de trés eletrodos: o
sensor desenvolvido no laboratorio usando um GCe&r@Mm) com diametro de 2,0 mm
como eletrodo de trabalho, um eletrodo de Ag/AdQTI(3,0 mol %) como eletrodo de
referéncia e uma placa de platina (0,3)ccomo eletrodo auxiliar.

As caracterizagbes morfologicas dos filmes deseidad foram realizadas no
Laboratério de Caracterizacdo Microestrutural (LC8) Departamento de Engenharia
Mecanica da Universidade Federal de Santa Cat@iR&C). Os filmes de Pd-(ImS3-14)
sobre eletrodo de carbono foram cobertos com umada de ouro para formar um filme
condutor utilizando um metalizador (Blazers SCD ,00&chtenstein). As pastas foram
analisadas em um microscoépio eletrdnico de vareeBHILIPS, modelo XL30, utilizando

detector de elétrons secundarios.
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3.2. REAGENTES, SOLUCOES E AMOSTRAS

Reagentes de grau analitico foram obtidos comareiae e usados no preparo de
solucbes, sem tratamento adicional para purificagddas as solucdes foram preparadas
usando-se agua destilada e desionizada.

Solucbes tampéo acetato (pH 3,0; 4,0; 5,0), foqjaitb6,0; 7,0; 8,0) e TRIS (pH
9,0) foram preparadas nas concentracdes de 0,1 Thaitilizando reagentes obtidos da
Vetec.

A solucéo de quitosana (QTS) 0,5% (m/v) foi preparpela dissolucdo de 0,5 g de
QTS (Sigma-Aldrich) em 100 mL solugcé&o aquosa dedaacético (pH 5,0).

Solucéo estoque de CC e HQ 5,0810ol L™ foram preparadas diariamente pela
dissolucéo de 0,0055 g destes reagentes (Sigmbak&m volumétrico de 10 mL com agua
deionizada.

Para construcdo do sensor foi empregado um elettedmrbono vitreo obtido da
Metrohn. O surfactante 3-(1-tetradecil-3-imidazjpimpanosulfonato (ImS3-14) e as
nanoparticulas de palddio dispersas em ImS3-14In{B8-14) foram sintetizados e
caracterizados no Laboratério de Catalise e Fenémdnterfaciais (LACFI) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) sehtacdo do Prof. Dr. Faruk Nome
(TONDO et al, 2010; SOUZAet al, 2012), e fornecidos para o presente trabalho. As
nanoparticulas de paladio foram obtidas pela reddo& ions paladios ¢RdACl, 4,0x10*
mol L") usando como agente redutor ascorbato de s6diom&8-14 (0,05 mol 1), o
diametro das NP obtidas foi 4,2 nm. O complex8G&eé' foi sintetizado no Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia (LABINC) no grupo desquisa do Prof. Dr. Ademir Neves
(LANZNASTER et al, 2005).

Cigarros de trés diferentes marcas (A, B e C), adré&b cigarros para cada marca
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(totalizando 9 cigarros), foram obtidos no comédaccidade de Florianépolis — SC, sendo
os filtros destes cigarros pds-queima usados phr@ngdo dos extratos usados como

amostras.

3.3. CONSTRUCAO DOS SENSORES

A superficie dos GCE foi tratada com polimento eospgnsdo de alumina
(granulometria 0,05 pum) sobre papel feltro com mmaritos em forma de “oito” para
limpeza dos eletrodos. Para remocéo da aluminduasios eletrodos foram lavados com
agua destilada e sonicados por 10 minutos.

Trés diferentes sensores contendo Pd-(ImS3-14g 8BE foram construidos do
seguinte modo:

» Sensor QTS/Pd-(1mS3-14)/GCE (Sensor contendo o surfactante e as NPs de Pd em
micela normal e um filme de quitosana): uma aliquota de 3 pL (1,5 nmol) de Pd-(ImS3-
14) em agua foi depositada sobre a superficie d&QE previamente tratada, e deixado
em repouso em um dessecador. Em seguida uma alide@& pL de QTS 0,5% em meio
aquoso (pH 5,0) foi depositada sobre o filme ddastante e novamente deixado em
repouso para evaporacao do solvente e formacabray f

» Sensor Pd-(ImS3-14)/GCE (Sensor contendo apenas o surfactante e as NPs de Pd em
micela reversa): uma aliquota de 3 pL (1,5 nmol) de Pd-(ImS3-14) ahonoférmio foi
depositada sobre a superficie de um GCE previanteattela, e deixado em repouso em
um dessecador para evaporacao do solvente e fasrdaddme,;

= Sensor  Pd-(ImS3-14)/(Fe"'Cu'")/GCE (sensor bioinspirado usando o complexo
Fe''cu" e o filme de surfactante e as NPs de Pd em micela reversa): uma aliquota de 3

uL (1,3 nmol) do complexo Be&u' em diclorometano foi depositada sobre a superdieie
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um GCE previamente tratada, e deixado em repousd @aporacdo do solvente e
formacédo do filme do complexo. Em seguida uma atmuwe 3 pL (1,5 nmol) de Pd-
(ImS3-14) em cloroférmio foi depositada sobre mé&ldo complexo e deixado em repouso

para evaporacédo do solvente e formacéao do filmeesmbletrodo.

3.4. MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas voltamétricas foram realizadas de acocodo o seguinte método: uma
aliquota de 10,0 mL de solucéo tampéo fosfato fplLL™"; pH 7,0) foi transferida para
uma célula eletroquimica, e, em seguida, sucesatligdes de solucdo padrao de CC e/ou
HQ, ou amostras de extrato de filtros de cigarnarfo feitas com a utilizacdo de um
micropipetador. Os voltamogramas ciclicos foramidoist em intervalo de potencial de
+0,80 a -0,50 V, com velocidade de varredura de2@8-mV §*, para o estudo dos
coeficientes de difusdo, e 100 mV para o estudo de comparacéo das respostas dos
sensores. As medidas de SWV foram obtidas aplicaadeduras de potencial entre +1,0
e -1,0 V para as medidas de resposta para diferesufiestratos e selecdo do sistema
micelar, para o estudo do pH as faixas de potenagsadas foram: +1,2 a +0,1 V (acetato),
+0,50 e -0,50 V (fosfato) e —-1,2 a —-0,4V (TRIS). dmmais medidas foram realizadas
aplicando varreduras de potencial entre +0,50 BO-U, com frequéncia de 10-100 Hz,
amplitude de pulso de 10-100 mV e incremento d® In¥, apds adi¢cdes sucessivas do
analito. Todos os potenciais foram registradesAg/AgCl (3,0 mol L KCI), apés um
tempo de agitagdo de 60 segundos (suficiente pamdodeneizar a solucdo), e sob

temperatura ambiente.



25

3.5. PREPARACAO DAS AMOSTRAS E DETERMINACAO DE CC E HQ

Amostras de filtros de cigarros pos-queima foraitidal através da queima de trés
cigarros de trés diferentes marcas (A, B e C) coxilia de uma bomba de vacuo (Figura
11), realizando-se succbes com duracdo de 3 seguwmio intervalos de 30 segundos
entre cada succ¢do. Apds a queima dos cigarrositros foram removidos e transferidos
para um tubo tipgalcon com 10 mL de tamp&o fosfato (0,1 mot;lpH 7,0). Apds trés
horas em repouso, os sobrenadantes (extratospshtitichm analisados empregando-se 0s
sensores propostos para identificacdo e quantiiccde CC e HQ que foram expressos em

pg/extrato.

Figura 11. Sistema usado para queima dos cigarros e obtelogabltros empregados na

determinacédo de CC e HQ.

O método de adicdo de padrdo foi usado para detecdo de CC e HQ nas
amostras de filtro de cigarro. Aliquotas das amagsfpreviamente preparadas foram

transferidas para a célula eletroquimica, contemdgletrolito suporte, e quantificadas
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usando SWV, apos sucessivas adi¢cdes de soluca@opaderCC e HQ. Todas as medidas

foram realizadas em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. SELECAO DO SISTEMA MICELAR

Este estudo visou determinar qual sistema micefdcela normal ou reversa,
apresentaria melhores resultados quando empregaftsmacéo de filme sobre um eletrodo
sélido e aplicado em medidas eletroquimicas. limmate, empregou-se uma solucdo de
surfactante na forma de micela normal (em meio sm)ygara formacao de filme sobre o
eletrodo, onde as micelas estariam com suas capelgaes em contato com a superficie do
GCE. Neste sistema ocorre a solubilizacdo do fitmendo em contato com a solugéo do
eletrolito suporte usada (meio aquoso). Para &agdlo das medidas empregando Pd-(ImS3-
14) em micelas normal, o GCE contendo o filme dtastante recebeu um recobrimento com
um segundo filme de QTS, que é insoluvel no pH ldo@ito suporte (tampéo fosfato 0,1
mol L', pH 7,0).

Também se avaliou o desempenho de um segundo &jstesando uma solucao de
surfactante na forma de micela reversa, neste casavente usado foi o cloroformio, e,
portanto, disponibilizando as caudas apolares daauia do Pd-(ImS3-14) para adesao com
a superficie do eletrodo (EGUSA al, 2010), e posterior, imerséo no eletrolito supfresste
caso nao ocorre a solubilizacdo do filme em meimag).

Os resultados obtidos neste estudo empregando SW\msestrados na Figura 12,
onde é possivel observar em termos de resposteriterde pico) um melhor desempenho
quando a solucdo contendo micelas reversas foiegaga. O uso da QTS promove um
indesejado decréscimo na resposta do eletrodops@édmesmo menor do que a resposta
obtida sem nenhuma modificacdo do carbono vitrepresentando um impedimento a

superficie do eletrodo. Também é importante destaaarater hidrofobico da superficie de



28

carbono vitreo, o que confere uma melhor adesacalatas apolares em relacédo as cabecas
polares do surfactante, tornando o filme mais est@weprodutivel (EGUSALt al, 2010;

RAJBONGSHIet al, 2010).

-1,0 | -(I),5 | cl),o | 0,5 1,0

E (V) vs.Ag/AgCI
Figura 12. Estudo do sistema micelar (a) GCE nao modificélolpeletrodo QTS/Pd-(ImS3-
14)/GCE (micela normal) (c) eletrodo Pd-(ImS3-149K5 (micela reversa) utilizando

2,68x10" mol L* de solucdo de hidroquinona em tampéo fosfatont@/1L™; pH 7,0).

4.2. MORFOLOGIA DO ELETRODO RECOBERTO COM FILME DE Pd-(ImS3-14)

A Figura 13 apresenta imagens de microscopia elead@e varredura (SEM) de duas
superficies de carbono: (A) sem o filme do surfateta (B) com a presenca do filme de Pd-
(ImS3-14). Caracteristicas distintas na morfolalgia superficies podem ser observadas, onde
0 sensor que nao apresenta o filme de surfactamEtirregular e ndo homogénea enquanto

a superficie recoberta com o filme do surfactamdeamente exibiu uma superficie mais
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uniforme devido a presenca do filme. A adesao dfastante a superficie do eletrodo se da
preferencialmente por interac6es hidrofobicas é@erde London), tendo em vista que o
carbono apresenta um elevado carater hidrofobérwcs portanto, compativel com as caudas
apolares disponiveis pelo uso do sistema com msiceleersas (GILMARTIN e HART, 1995;

LI et al, 2008; SHAN et al, 2008; XU et al, 2009). Essas interacbes mesmo nao
apresentando uma forca relativamente elevada, cparogxemplo, a magnitude da ligacao
covalente, sdo suficientemente fortes para mantdiine de Pd-(ImS3-14) aderido a
superficie de carbono vitreo (X&t al, 2009). Em adicao, os surfactantes apresentarasoutr
vantagens quando empregados em sensores eletrogsiimodendo-se destacar a facilitacao
na transferéncia de elétrons na superficie desketsodos, além de promover uma
concentracdo de espécies ibnicas ou polarizavessipexrficie do filme, aumentando assim, a
sensibilidade dos sensores (X¥Ual, 2009). Nao foi possivel observar a presenca Pasdé

Pd nestas imagens devido a baixa resolucao doaqaio usado, além da SEM néo ser a
técnica mais recomendada para esse tipo de amél@m a microscopia de transmisséo

(TEM).

Figura 13. Morfologia do filme de Pd-(ImS3-14), (A) eletrode darbono sem o filme do

surfactante e (B) eletrodo de carbono recoberto@diime do surfactante.
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4.3. MECANISMO PROPOSTO PARA REACAO NA SUPERFICIE DO ELETRODO

O uso de complexos inorganicos bioinspirados, gatlisam uma reacdo de
transferéncia eletronica ou entdo a formacdo deintermediario eletroativo tem sido
estudado na construcdo de sensores eletroquind2d$THIAGO et al, 2008; OLIVEIRAet
al., 2007, SOTOMAYORet al, 2002). O sitio catalitico mimetizado pode seud® enzima
hidrolase, tais como as fosfatases, ou tambéns sisitaliticos de oxidorredutases, tais como
as catecol oxidases, demonstrando o fendmeno degmuidade catalitica desses complexos
(NEVESet al, 2010). O uso de uma molécula inorganica na aogéstr desses sensores tem
apresentado vantagens como a alta estabilidadky &m vista a origem sintética da molécula
de bioreconhecimento, e baixo custo de producdandm comparado a construcdo de
biossensores que empregam enzimas purificadas lcimoamponente.

A Figura 14-A mostra um esquema da proposta daioeqge ocorre na superficie do
sensor contendo um filme de Pd-(ImS3-14), onde mpbexo F&'Cu' funciona como
catalisador. Inicialmente, CC ou HQ em contato aoiie' Cu', na presenca de oxigénio
molecular, é oxidada a sua respectivi@-quinona epara-quinona. Entédo, estas quinonas sao
reduzidas eletroguimicamente na superficie doagleta um potencial de 0,05 e —-0,1%%/
Ag/AgCl, respectivamente. A corrente de pico result obtida é diretamente proporcional a
concentracdo dos analitos. Uma proposta mais def@lpara o mecanismo de oxidagao do
CC pelo complexo FECU" na superficie do eletrodo assim como a reduc@ooglémica
realizada pelo eletrodo é representada na FiguB, ¢ndo que o mecanismo para HQ é

similar.



31

E vs. Ag/AgCl
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Figura 14. (A) Proposta para reacéo catalisada na superfecieletrodo entre o complexo
Fe'Cu' e as moléculas de CC e/ou HQ, com a reducéo gléinica das quinonas formadas;

(B) Mecanismo detalhado da reagéo redox para Csimexficie do sensor para o CC.
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4.4, RESPOSTA ANALITICA PARA DIFERENTES SUBSTRATOS FENOLICOS

O eletrodo Pd-(ImS3-14)/( Fe€U')/GCE foi testado frente a diferentes substratos
fendlicos (catequina, acido cafeico, acido clorag@racido cumarico, catecol, acido ferulico,
acido galico, hidroquinona e L-dopa). A Figura 18sitna a resposta relativa obtida para cada
substrato fendlico, a ordem de resposta enconfdaseguinte: CC (100%), HQ (79,7%),
acido clorogénico (21,1%), acido cafeico (11,5%l)tequina (7,7%), acido ferulico (3,1%),
acido cumarico (2,9%), L-dopa (1,5%) e acido gal{o8%). Portanto, CC e HQ foram

escolhidos devido a sua melhor resposta em congmaEgn outros substratos para o sensor
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Figura 15. (A) Voltamogramas obtidos usando o eletrodo Pds@m4)/(F& Cu')/GCE para
diferentes compostos fendlicos utilizando 2,64%hdol L™ de solucdo de cada analito em

tampao fosfato (0,1 mol't, pH 7,0). (B) Resposta em corrente para os substemalisados.
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4.5. CINETICA DO COMPLEXO Fe"" cu"

Como demonstrado no item anterior, 0 sensor propogistrou melhor resposta
guando em presenca dos dois isdbmeros do difenokdifenol (CC) e gpara-difenol (HQ),
portanto, avaliou-se 0 comportamento promiscuo @wonpéexo bioinspirado usado
([Fe" cu'(BPBPMP)(OACG)|CIO,), tendo em vista que a funcdo como fosfatase ja es
confirmada e elucidada na literatura (LANZNASTERal, 2005). A atividade promiscua do
complexo usado foi avaliada com relacdo a sua tung&no um mimético funcional de uma
catecol oxidase.

O estudo cinético para examinar a atividade do ¢exopFé' Cu' como um modelo
para catecol oxidase foi realizado sob condi¢cdesxdesso de substrato (usando a CC ou o
HQ como substrato) em tampéo fosfato (0,1 mylpH 7,0). A dependéncia da taxa inicial
(pico de corrente) sobre a concentracdo de CC ouapt®senta um comportamento tipo
Michaelis-Menten. Para este estudo usou-se a vetsfioquimica da equacgédo de Michaelis-

Menten (Equacéo 2) (FRANZG@I al, 2010).

i:iméx[s]/(Kmapp+[S]) (Eq. 2)

Onde [S] é a concentragdo do substratg, € a corrente maxima e R” representa a
constante aparente de Michaelis-Menten.

A linearizacdo da versado eletroquimica de Linewe8ugk desses dados (pico de
corrente e concentracdo CC e HQ) (Figura 16) ofere seguintes parametros cinéticos:
KmP=6,71x10" mol L* (CC) e K.**=1,79x10° mol L (HQ). Estes resultados sdo da
mesma ordem dos valores obtidos com outros compl@¥BVESet al, 2010), que também

mostraram atividade catalitica promiscua para ochtegdase.
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Figura 16. Cinética do complexo, atividade como catecol ocsadaitilizando solucdo de HQ

(A) e CC (B) em tampéo fosfato (0,1 mot:LpH 7,0).

Os resultados obtidos demonstram que o compleXtCé#e assim como outros

complexos dinucleares, apresenta além da atividadalitica como um mimético para

enzimas hidrolases (LANZNASTERt al, 2005), também apresenta excelente atividade

como um modelo bioinspirado para uma catecol oridawstrando assim que o complexo

Fe'Ccu"' também é um complexo promiscuo.
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4.6. EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA E MECANISMO

ELETROQUIMICO

A fim de determinar o grau de reversibilidade dacé® e verificar se a difusdo € o
anico fator que controla o processo na superfigieldtrodo, um estudo usando a variacao da
velocidade de varredura em CV foi realizado emprdgaa seguinte faixa de velocidades:
25-200 mV &. O estudo foi realizado individualmente para CEI@ em dois eletrodos
diferentes, sendo um GCE sem modificacdo (resudtagcesentados na Figura 18) e 0 sensor
Pd-(ImS3-14)/(FECU")/GCE (Figura 19). A reversibilidade da reacdodealiada através da
relacdo entre as correntes de picg/ig), em que um maior grau de reversibilidade é
alcancado com uma maior tendéncia para o valod igug0. Tendo em vista a natureza
reversivel das reacdes eletroguimicas estudadaguacido de Randles-Sevcik foi aplicada
para avaliar o mecanismo de transporte de massamaloi® nas medidas voltamétricas. Usou-
se para isso o plotg vs. v'? onde através da linearidade obtida é possivellgorgue a
reacao eletroquimica € controlada pela difusdo@e EIQ na superficie do GCE e no sensor
bioinspirado (Figura 17 e 18, respectivamente).r®atidéncia de um processo controlado
por difusdo para ambos os analitos nestes eletfodobservada no grafico de logus. log
v, que apresentou uma inclinagdo de 0,53 (GCEpB® (Bensor bioinspirado), sendo estes
valores muito proximos do valor tedrico de 0,50gue é esperado para um processo
controlado por difusdo. Em adicdo, a partir da egaade Randles-Sevcik e os resultados
apresentados nos graficos gevs. v’2 foi possivel obter os valores experimentais dos
coeficientes de difusdo de CC e HQ que sdo 3,95e10,27x1¢ cnt s?, respectivamente,
mostrando que as moléculas de HQ difundem-se midamente para superficie do eletrodo
gue as moléculas de CC. Os valores dos coeficiatdgedifusdo obtidos usando o GCE

permite calcular a area superficial ativa do etlroontendo o filme de Pd-(ImS3-14) que é
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igual a 0,060 cf quase o dobro da area do GCE ndo modificado 40;68), o que pela
equacao de Randles-Sevcik confere maiores val@esodentes de picos obtidos com o

sensor modificado, aumentando a sensibilidade msosdioinspirado.
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Figura 17. Efeito da velocidade de varredura no GCE nao nuadib em solucao de (A) CC

2,68x10" mol L* e (B) HQ 2,68x1d mol L* em solugéo tampé&o fosfato (0,1 mét; lpH

7,0).
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Figura 18. Efeito da velocidade de varredura no sensor kpoiado em solucdo de (A) CC
2,68x10" mol L* e (B) HQ 2,68x1d mol L* em solugéo tampé&o fosfato (0,1 mét; lpH

7,0).
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4.7. TESTE DE COMPARACAO PARA OS SENSORES MODIFICADOS

O comportamento eletroquimico de CC e HQ foi ingesko por SWV (Figura 19) e
CV (Figura 20) usando os seguintes eletrodos (e 6&b modificado, (b) GCE modificado
com surfactante e NPs de Pd (Pd-(ImS3-14)/GCE)GEE modificado com o complexo
bioinspirado e surfactante contendo NPs de PdI(R83-14)/(F&'CU") GCE). Neste estudo,
as medidas de CV foram obtidas varrendo o poteania¢ 0,8 e —0,5 Vs.Ag/AgCl em uma
taxa de varredura de 100 mV, € as medidas de SWV foram obtidas na faixa denpil de
0,50 e -0,50 Ws. Ag/AgCl, frequéncia de 100 Hz, amplitude de 40 m\hcremento de 8
mV. Todos os experimentos foram realizados em tanipsfato (0,1 mol L'; pH 7,0) e

2,68x10" mol L de solucdo padréo de CC e HQ.
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Figura 19. Voltamogramas de onda quadrada para os eletr(aoS.CE ndo modificado, (b)
sensor Pd-(ImS3-14)/GCE e (c) sensor Pd-(ImS3-F/Cu')/GCE, em tamp&o fosfato

(0,1 mol L; pH 7,0) contendo 2,68xTamol L* de cada difenol (CC e HQ).

Como pode ser observado na Figura 19 o senscerfcomparacdo com os demais

eletrodos, apresentou uma resposta maior de cenpana hidroquinona e catecol. A corrente
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de pico para CC e HQ usando o sensor (c) correspommdim aumento de 73% (CC) e 46,2%
(HQ) da resposta em relacéo ao sensor contendaspeR(ImS3-14). Este ganho de resposta
pode ser atribuido & adicdo do complexi &' que atua como catalisador para oxidacdo de
CC e HQ na superficie do sensor. O GCE ndo moditicéa) obteve uma resposta
correspondendo a apenas 25,5% (CC) e 23,4% (HQggsta do eletrodo selecionado,
sensor (C).

Na Figura 19 ao contrario do que foi observadoigark 15, o pico de corrente para
HQ ¢é maior do que para CC. Levando em considerqgéaxiste uma competicdo entre HQ
e CC pela area ativa do sensor, como, ja citaderiannente as moléculas de HQ difundem-
se mais rapidamente para a superficie do sensgopréanto existe uma concentracao
superficial maior para HQ do que CC, fazendo coma@pico da HQ seja maior do que para
o CC. Ja no caso da Figura 15, como determinadeg##o 4.5, existe uma maior afinidade do

complexo FECU" pelo CC do que pela HQ sendo que nesse caso a@icorrente do CC é

superior.

15,04
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i, (42)
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos para os eletrodos: (a) @@& modificado e (c) sensor

Pd-(ImS3-14)/(FECU")/GCE, em tampao fosfato (0,1 mof:LpH 7,0) contendo 2,68x10

mol L de CC e HQ.
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Em adicédo, a Figura 20 permite observar o podetottametria ciclica em auxiliar no
estudo do mecanismo que ocorre na superficie éb®@bs. Como é possivel observar pelo
voltamograma ciclico para os eletrodos (a) e (okidacdo das quinonas formadas ocorre no
mesmo potencial, diferentemente da reducdo que geddistinguida. Esse comportamento
justifica a escolha da varredura ser feita em @oeaps potenciais mais negativos (sentido da

reducdo) nos estudos de SWV, pois permite separgicos dos dois analitos.
4.8. OTIMIZACAO DO METODO
4.8.1. Efeito da quantidade de Pd-(ImS3-14) e do complexe" Cu" no filme

O efeito da quantidade de Pd-(ImS3-14) foi avaliddd® a 4 nmol e a do complexo
Fe'cu' de 0,9 a 1,8 nmol na superficie do GCE. Como psmfevisto na Figura 21, a
resposta analitica (pico de corrente resultante) p®8x10" mol L™ de CC e HQ aumentou
até 3,0 nmol de Pd-(ImS3-14). A quantidade deGi¢ que mostrou melhores resultados foi
1,3 nmol do complexo, apresentando um comportamseteelhante a Michaelis-Menten

com um aumento inicial exponencial até atingir wai@racdo em maiores quantidades.
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Figura 21. Influéncia da quantidade de Pd-(ImS3-14) &'®éd' na resposta do sensor
utilizando solucdo contendo 2,68%1thol L™ de CC e HQ em tampéo fosfato (0,1 mdt L

pH 7,0).
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4.8.2. Efeito do pH do eletrdlito suporte

O efeito do pH na faixa de 3,0-5,0 (tampdo acefatomol L), 6,0-8,0 (tamp&o
fosfato 0,1 mol [) e 9,0 (tamp&o TRIS 0,1 mol*).foi estudado usando 2,68x1fhol L* de
CC e 2,68x10 mol L de HQ. As respostas para diferentes valores dsdoHmostradas na
Figura 22, sendo que os critérios utilizados foosnmais altos valores de separacao dos picos
e maiores correntes de pico para CC e HQ. Comossiym observar na Figura 22-A, o
tampado acetato assim como o tampéao TRIS (Figur@)2@m nenhum dos valores de pH
testados apresentou separagdo adequada dos pérosiisso foram obtidas baixas correntes
de pico se comparadas com as obtidas em tampaido§i tampao fosfato (Figura 22-B)
apresentou bons resultados para separacdo dos dusodois isbmeros, além de oferecer
ganhos em termos de resposta analitica se compaoadoutros tampdes testados. O pH 7,0
apresentou melhor resultado, e, portanto, foi ésdmicomo o pH de trabalho. A Figura 22-D
permite observar a distribuicdo total de respostagias em diferentes valores de pH, o que
contribui para selecdo do melhor pH, tendo em vista relacdo em que ambos os analitos
tivessem respostas adequadas e similares parameéédo apresentasse a mesma eficiéncia
tanto para CC quanto para HQ.

O valor 6timo de pH igual a 7,0 esta em concor@ganom o estudo apresentado por
Lanznaster e colaboradores (2005), sendo que aktede pH esta intimamente relacionado
a atividade catalitica do complexo. Observandosseatores de pKa do complexo obtidos por
potenciometria (pky = 5,25, pK2 = 6,20 e pKs = 7,82) (LANZNASTERet al, 2005) é
possivel observar a influéncia que o valor de pkrexfe em relagdo ao mecanismo de
catalise. Portanto, em valores de pH igual a 7@reca desprotonagdo de uma molécula de
agua que é um ligante do sitio dé'Fg#uando como um sitio de coordenac&o para catglise
valores de pH > 7,0 prejudicam a atividade do cexgpdevido a desprotonagdo da molécula

de &gua coordenada ao atomo d& LANZASTER et al, 2005).
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Figura 22. Efeito do eletrolito suporte/pH sobre a respostasdnsor utilizando solugéo
contendo 2,68xIHmol L de CC e HQ em tampé&o 0,1 mot [A) acetato: (a) pH 3,0; (b)
pH 4,0 e (c) pH 5,0; (B) fosfato: (d) pH 6,0; (&) @,0 e (f) pH 8,0; (C) TRIS pH 9,0 e (D)

grafico unificado das respostas.

4.8.3. Otimizagao dos parametros da SWV

O efeito dos parametros da SWV - frequéncia (10H8)0) amplitude (1-10 mV) e
incremento (1-10 mV) — foram investigados em 2,88xtol L™ de CC e 2,68xIbmol L*
de HQ em tampdo fosfato (0,1 mol:;LpH 7,0). Para todas as medidas, avaliou-se
simultaneamente as melhores respostas obtidaseriterresultante), separacdo dos picos

(potenciais de pico), e menor ruido nos voltamogiam
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O melhor perfil voltamétrico foi obtido em 100 He ftequéncia, 40 mV de amplitude
e 8 mV de incremento (Figura 23), sendo estes esleelecionados para dar continuidade ao
trabalho. A velocidade em SWV é obtida pelo prodiadrequéncia e do incremento, sendo
gue o aumento dos valores de corrente obtidos kxpareo aumento dos valores desses dois
parametros ja era um resultado esperado. Ja pastudo da amplitude de pulso existe a
necessidade de avaliar o comportamento ndo apensiaal (corrente de pico), mas também
da resolucédo dos dois picos. Para valores de ampliaicima de 40 mV os voltamogramas
apresentaram baixa resolucao (Figura 23-D), meswenido um aumento na corrente de HQ

com o aumento da amplitude, que é resultado d&gosicdo dos picos.
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Figura 23. Investigacdo dos parametros de SWV sobre a respoatitica do sensor utilizando
solucéo contendo 2,68x1@nol L para cada difenol (CC e HQ) em tamp&o fosfator(@tL™;

pH 7,0). (A) Estudo da frequéncia; (B) Estudo dplaude; (C) Estudo do incremento.
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A Tabela 2 contém um resumo de todos os parametrabados e também os

melhores resultados obtidos na otimizacdo do mgtonjuosto.

Tabela 2.Parametros de otimizacdo do meétodo proposto

Parametro Faixa investigada Melhor valor
Pd-(ImS3-14) (nmol/eletrodo) 2,0-4,0 3,0
Complexo FECU' (nmol/eletrodo) 09-1,8 1,3

Acetato (pH 3,0 — 5,0)

Natureza do eletrdlito suporte/pH Fosfato (pH 6,0 — 8,0) Fosfato/7,0
Tris (pH 9,0)
Frequéncia (Hz) 10 - 100 100
Amplitude (mV) 10 -100 40
Incremento (mV) 1-10 8

4.9. CURVAS DE CALIBRACAO

Trés diferentes curvas de calibracdo para CC edi@hf obtidas utilizando o sensor
nas condi¢cdes experimentais previamente otimizadaixa de potencial de 0,50 e —0,50 V
vs. Ag/AgCl. As reducdes eletroquimicas de CC e HQarforobtidas em potenciais de
aproximadamente +0,05 V e —0,150 V, respectivamente

A Figura 24-A mostra a curva de calibracdo obtidaapHQ individualmente. A
corrente resultante para HQ teve um aumento linedaixa de 4,99x10a 18,51 x18 mol L’
! A curva de calibracdo apresenta a seguinte equigdegressaoAi = 0,067 (+0,050) +
3,21x16 (+ 4,40x16) [HQ], com um coeficiente de correlacdo (R) de99,Dndeni é o pico

de corrente resultante (uA) e [HQ] é a concentragabidroquinona (molt). A Figura 25-B
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mostra a curva analitica obtida para CC, a quasamtou uma faixa linear de 4,99%18
18,51 x1& mol L™ (-Ai = -0,008 (+ 0,038) + 3,23x2q+4,40x16) [CC], R = 0,999), onde

[CC] é a concentracéo de catecol (md).L
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Figura 24. Voltamogramas de onda quadrada obtidos usandosoris@roposto em (a)
solucdo tampédo fosfato (0,1 mol'L pH 7,0) e solucdes de HQ (A) e CC (B) em
concentracdes de (b) 4,99x1a (k) 18,51 x18 molL™. Curvas de calibracéo para (A) HQ e

(B) CC.
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A Figura 25 mostra a curva de calibracdo para HZLesimultaneamente, a corrente
resultante de ambos os substratos aumenta linegro@m o0 aumento das concentracdes na
faixa de 9,90x10 a 9,09x10 mol L. As curvas de calibracdo apresentaram as seguintes
equacdes de regressdo para HQ e CC, respectivantirte0,103 (+ 0,020) + 2,61 x2q+

3,3x10) [HQ] (R = 0,999) eAi = 0,265 (+ 0,010) + 1,38x2@+ 1,1x106) [CC] (R = 0,999).
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Figura 25. Voltamogramas de onda quadrada (A) obtidos usanslensor proposto em (a)
solucdo tampao fosfato (0,1 mol*LpH 7,0) e solu¢des de HQ e CC em concentracdés) de

9,90x10" a (k) 9,09x16x10° mol L. Inserido: curvas de calibracéo para (B) HQ eGC)
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4.9.1. Curva de calibragéo e interferéncia do isémero

Para avaliar uma possivel interferéncia do isbmardeterminacao simultanea de HQ
e CC, foram construidas duas curvas de calibracfdmeira em que a concentracdo de HQ
foi mantida constante e foram realizadas sucesadages de CC, e a segunda curva
mantendo-se uma concentracao fixa de CC e aumensana concentracao de HQ.

A Figura 26 mostra a curva de calibracéo referaatprimeiro caso, a qual apresentou
uma faixa linear de 9,90xT¥0a 7,41x1C mol L (-Ai = -0,234 (+ 0,039) + 5,13xP0+
8,2x10) [CC], R = 0,992). J4 a Figura 27 mostra a cumaalibracéo referente ao segundo
caso, onde a concentracdo de HQ foi linear na faéx8@,90 x10 a 7,4 x1& mol L* (-Ai =

0,224 (+ 0,024) + 4,19x%q+ 5,0x10) [HQ], R = 0,999).

1 (B)

- Ai (WA)

8 T T T T T T T . T . T . T 0 LA R A R A I R R B EL .
0,6 04 0,2 0,0 02 -04 -06 0 1 2 3 4 5 6 7 8

E (V) vs.Ag/AgCI [catecol] x1¢ mol L™

Figura 26. Voltamogramas de onda quadrada (A) obtidos usandensor em (a) solucao
tampao fosfato (0,1 molt; pH 7,0) contendo 3,85xFamol L* de HQ e solucdes de CC em

concentracdes de (b) 9,90x14 (i) 7,41x10 mol L. (B) Curva de calibragéio para o CC.
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Figura 27. Voltamogramas de onda quadrada (A) obtidos usandensor em (a) solucao

tampao fosfato (0,1 molt; pH 7,0) contendo 3,85xFamol L* de CC e solucées de HQ em

concentracdes de (b) 9,90x14 (i) 7,41x10 mol L. (B) curva de calibragéio para a HQ.

A Tabela 3 resume os dados obtidos na construgadif#gentes curvas de calibracéo,

contendo as faixas lineares e os coeficientes lelagdo linear.

Tabela 3.Dados das curvas de calibracéo

Parametro Curva
HQ
Faixa linear (x10° mol L™) 0,499 — 18,51
Coeficiente de correlagéo (R) 0,999
CC
Faixa linear (x10° mol L™) 0,499 — 18,51
Coeficiente de correlagéo (R) 0,999
Simultanea
CcC HQ
Faixa linear (x10° mol L™ 0,990 — 9,09 0,990 — 9,09
Coeficiente de correlacéo (R) 0,999 0,999

Faixa linear (x10° mol L™
Coeficiente de correlagéo (R)

IsdBmero como interferente
CC em presenca de HQ
0,990 -7,41
0,999

HQ em presenca de CC
0,990 - 7,41
0,999
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o Instituto Nacional de
Metrologia Normalizacdo e Qualidade InstrumentdMETRO) consideram como aceitaveis
para os parametros de linearidade das curvas dwmaca@lo os valores de coeficiente de
correlacéo de 0,90 e 0,99, respectivamente (RIB&Nil, 2004), sendo que os resultados de
todos os ensaios realizados satisfazem as exigéeiambos os 6rgaos.

Os resultados mostram que as curvas individuaisbadtante Uteis analiticamente,
pois apresentam menores limites de concentracdes @& e HQ, pois ndo ha uma
competicdo dos analitos pela area ativa do eletrddl@as curvas simultaneas para CC e HQ,
sao vantajosas por possibilitar a deteccao de angasalitos em uma uUnica etapa de medida
sem gue exista interferéncia no sinal analiticaviddal dos difendis, sendo apenas visivel
uma possivel competicdo pela area ativa do eletmelMido ao fato de que ha um

desproporcionamento no tamanho dos sinais obtide@os os estudos simultéaneos.

4.9.2. Limite de deteccédo e quantificacao

O limite de deteccdo (LOD) para uma técnica acalit definido como a menor
concentracdo do analito detectavel pelo sinal daida. Existem ao menos quatro diferentes
formas de calcular o LOD para uma técnica anal(i@CAK et al, 1997; RIBEIROet al,
2008), o primeiro e mais simples modelo é o LOi@iwbtido por adicdes cada vez menores
até o momento que ndo haja mais sinal detectadatiaguivel entre o ruido e o sinal do
analito (RIBEIROet al, 2008). A segunda forma de se obter o LOD é usandzéo sinal
ruido (Equacdo 3), este método pode ser aplicadopssuedimentos analiticos que
apresentam ruido da linha de base e é estimadeotia g comparacdo do sinal analitico
obtido para uma amostra contendo baixas conceeSatd espécie de interesse com o sinal

de uma amostra do branco (ruido) (RIBEIBtGl, 2008).
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~=3 (Eq. 3)
Onde“S” (signal) é o valor do sinal analitico ™ (noise) € o valor do ruido (branco).

A terceira forma é usando os parametros da cunealdwacao (equacao 4), na qual o
LOD é obtido usando o desvio do intercepto e ariacBo da curva de calibracabope.

LOD =3 x (%) (Eq. 4)
Onde ‘&” (sigma) € o valor do desvio do interceptosé & o valor do slope da curva de
calibragao.

Uma quarta forma de se obter o LOD é usando o defas medidas do branco, e
aplicando a equagédo 5. O LOD determinado dessaaf@wde avaliar mudancas ocorridas
durante o desenvolvimento do método, ou para cagfarde instrumentos, entretanto, em
relacdo a andlise prética, esses valores sdo extrente baixos e ndo representam a

realidade.
- i3
LOD =3 x () (Eq. 5)
Onde ‘sg” é o valor do desvio para n medidas do brancgl &“o valor do slope da curva de
calibragao.
As Tabelas 4, 5 e 6 mostram os resultados dos Li@idas para o presente trabalho

para diferentes aplicac6es do sensor e também gamute diferentes abordagens de calculo.

Tabela 4.Calculo do LOD para as curvas de HQ e CC congsuitividualmente

LOD (mol L™

Analito Visual Parametros da curva Medidas do brano Sinal/Ruido
HQ 5,0x10’ 4,8x10’ 3,0x10% 8,5x10°

CcC 5,0x10 3,5x10’ 2,7x10" 8,5x10°
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Tabela 5.Calculo do LOD para as curvas de HQ e CC congtsusdnultaneamente

LOD (mol L™
Analito Visual Parametros da curva Medidas do brano Sinal/Ruido
HQ 1,0x10° 2,2x10’ 3,5x10" 8,5x10°
cC 1,0x10 2,1x10’ 6,4x10" 8,5x10°

Tabela 6.Calculo do LOD para as curvas de CC e HQ constsuich presenca do isébmero

LOD (mol L™
Analito Visual Parametros da curva Medidas do brano Sinal/Ruido
HQ 1,0x10° 1,7x10’ 2,1x10" 8,5x10°
cC 1,0x10 2,3x10’ 1,7x10% 8,5x10°

Esses valores de LOD obtidos experimentalmente remosgue para o método
eletroanalitico desenvolvido, o método visual déemhinacdo do LOD mostra-se mais
apropriado dentre os aplicados, pois os valoresL@®® corroboram com as reais
concentracdes usadas para construcao da curvéilmag@. O mesmo ndo ocorre quando 0s
parametros da curva de calibracdo sdo usadosegsisvalor é apenas um valor estatistico
tedrico, 0 mesmo comportamento ainda mais prondadia obtido com o uso do método
das medidas do branco e razdo sinal/ruido, poisoagntes de fundo sdo extremamente
baixas assim como o ruido da linha base, o qua svalores de LOD muito pequenos.

Os limites de quantificagéo (LOQ) foram calculadeando os parametros da curva de
calibracdo, apenas substituindo o valor de 3 panal@quacédo do céalculo do LOD (equagéo

4). Os valores obtidos para as diferentes curuae espresentados na Tabela 7.
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Tabela 7.Calculo do LOQ para as curvas de CC e HQ

Curva LOQ (mol L™
CC individual 1,7x10
HQ individual 1,6x10
CC simultanea 7,2x10
HQ simultanea 7,3x10
CC na presenca de HQ 7,610
HQ na presenca de CC 5,710

4.10. REPETIBILIDADE, REPRODUTIBILIDADE E ESTABILIDADE

A repetibilidade da corrente de resposta para saseam dez sucessivas medidas (n =
10) foi avaliada em uma solucdo contendo ambosaki@s (CC e HQ) em solucdo tampéo
fosfato (0,1 mol L}; pH 7,0) (Figura 28). O desvio padréo relativo [RR$oi 4,0% para o CC
e 19,5% para a HQ, a queda do valor da correntdQl€ devido a sua baixa estabilidade,
havendo a degradacéo do composto, com isso a Hi@-egimais facilmente mantendo o CC
mais estavel em solucéo. A reprodutibilidade dessefoi avaliada pela construcédo de trés
sensores bioinspirados, utilizando o mesmo procatliop e estes foram usados para a
deteccao simultanea de HQ e CC, sendo que o RS&odbi de 5,3% (CC) e 6,1% (HQ).
Também avaliou-se a estabilidade do sensor enedites dias, sendo que 0 mesmo manteve
uma resposta superior a 80 % da resposta (comesuéante) obtida no primeiro dia (dia de

construcdo) avaliado ao longo de 30 dias.
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Figura 28. Investigacéo da repetibilidade da resposta arelid sensor utilizando solugéo de

CC e HQ em tampéo fosfato (0,1 mat;lpH 7,0).

4.11. DETERMINACAO E RECUPERACAO DE CC E HQ EM AMOSTRAS D E

FILTRO DE CIGARRO

CC e HQ sé&o dois isbmeros do di-hidroxibenzenoequentemente coexistem nas
amostras, fazendo-se necessario o desenvolvimemtonetodologias analiticas para a
determinacdo simultdnea destes isbmeros. Varioodoettém sido explorados para a
determinacdo de dihidroxibenzenos, incluindo osonwd eletroquimicos (LIt al, 2011).

A determinacgdo atraveés destas técnicas apresgutaad vantagens, tais como operacéo facil
e rapida, baixo custo e alta sensibilidade. Norgataim grande problema observado com o
uso de eletrodos ndo modificados é o potenciaiaede oxidacdo/reducdo dos isbmeros ser
muito proximo, o que resulta em sobreposicdo doesp(LIU et al, 2011), fator que foi
contornado nesse trabalho pela modificagdo do G@t ¢ filme de Pd-(ImS3-14) e o
complexo FECU".

As concentracbes de CC e HQ em trés diferentes amade cigarro foram

determinados usando o sensor proposto nas condigpesmentais otimizadas. As amostras
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foram previamente preparadas como descrito antegittie e quantificadas pelo método da

adicao de padrado. Os resultados das analisesagadizstao dispostos na Tabela 8.

Tabela 8.Determinacao de CC e HQ nos extratos de filtroigarro

Polifenol total

Amostra CC (upg/extrato) HQ (ug/extrato)
(ug de HQ/extrato)
A 18,88+2,91 47,79+0,77 66,67+2,53
B 27,75+0,77 60,01+0,61 87,76x0,61
C 21,20+0,55 30,64+0,27 51,84+0,27

O ensaio de recuperacgao constitui 0 método mdizaatd para avaliacdo de processos
analiticos. O estudo da recuperacdo consiste ng@idadile solugcdes com diferentes
concentracdes do analito de interesse, seguidadpt#aminacdo da concentracdo do analito
adicionado. A recuperacdo esta relacionada coma#démw, pois reflete a quantidade de
determinado analito que é recuperada no processoelacdo a quantidade real presente na
amostra (ou adicionada). A exatidao € expressa @masistematico percentual, inerente ao
processo. O erro sistematico ocorre pela perdaidsténcia devido a baixa recuperacéo da
extracdo, medidas voltamétricas imprecisas, sutisgimterferentes na amostra, entre outros
problemas (BRITCet al,, 2003).

Estudos de recuperacdo de CC e HQ foram executedoamostras de extratos dos
filtros de cigarros queimados, com adicdo de tt&gietas de solucdes padrdo dos dois
isbmeros em diferentes concentracdes (1,87x1®)70x10° e 5,50x1¢ mol LY. Os
resultados encontrados foram comparados com agmacdes adicionadas e apresentados
de modo resumido na Tabela 9. A recuperacao vao06,60+5,31 a 105,30+1,91% para
CC e 91,6745,40 a 105,55+3,17% para HQ. Estestaelmd demonstram uma exatidao

satisfatoria do método desenvolvido.
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Tabela 9.Recuperacao de CC e HQ nos extratos de filtrag#ro usando o0 sensor proposto

CC (x10° mol L™

HQ (x10° mol L™)

Amostra o Recuperacéo o Recuperacéo
Adicionado  Recuperado . Adicionado  Recuperado .
(%) (%)
1,87 1,78+0,17 98,20+3,74 1,87 1,72+0,10 91,67+5,40
A 3,70 3,92+0,13 105,90+3,53 3,70 4,09+0,15 99,42334,0
5,50 5,41+0,03 98,40+0,51 5,50 5,80+0,04 105,5543,1
1,87 1,97+0,04 105,30+1,91 1,87 1,79+0,04 95,7x2,0
B 3,70 3,8810,12 104,80+3,34 3,70 3,60+0,05 97,3(&1,2
5,50 5,4810,05 99,60+0,84 5,50 5,49+0,05 99,80+0,96
1,87 1,91+0,01 102,10+1,91 1,87 1,93+0,07 103,233,
C 3,70 3,8310,06 103,50+3,83 3,70 3,7340,21 100,880,
5,50 5,31+0,11 96,60+5,31 5,50 5,56+0,11 101,1(82,0

*n=3.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido, avaliado e aplicadm sucesso um novo sensor
bioinspirado para a determinacdo simultanea de GdQeatravés da SWV. O sensor
construido empregou o surfactante 3-(1-tetradecii@azdlio)propanosulfonato contendo
nanoparticulas de paladio (Pd-(ImS3-14)) e o coxaple bioinspirado
[Fe" cu'(BPBPMP)(OAC)]CIO..

Os resultados obtidos demonstram a vantagem daficagdio do GCE com Pd-
(ImS3-14) em relacdo a melhoria da sensibilidadendtodo, atribuido a capacidade das
moléculas de surfactante de apresentarem um megaraslsortivo em sinergismo ao
processo difusional dos analitos na superficieeth@@, bem como pela presenca das NPs
de Pd que proporcionam um aumento na taxa de éré&nsia de elétrons, fator de grande
importancia no mecanismo de funcionamento de sessque operam com medidas
eletroquimicas. O uso do surfactante em micelasrsag, além de apresentar as melhores
respostas analiticas, também favorece a estalglidadiime devido a compatibilidade das
caudas hidrofébicas do surfactante na adesao #isipdo GCE.

O complexo bioinspirado Fe&u' mostrou-se cataliticamente promiscuo, pois além
de sua atividade ja descrita como uma hidrolasmpéan apresentou com base no
resultados obtidos, excelente atividade como umefoquira catecol oxidase.

Sob condi¢cdes experimentais previamente otimizadas o sensor desenvolvido,
foram obtidas diferentes curvas de calibracdo airpda corrente resultantes.
concentracdo de CC e/ou HQ. As duas primeiras suimam obtidas para HQ e CC
individualmente. A corrente resultante para HQ tewe aumento linear na faixa de
4,99x10" a 18,51x10 mol L™, com LOD de 4,8xI0 mol L e LOQ de 1,6 x1&mol L*

(método dos parametros da curva). Ja a curva deragg@io para o CC apresentou
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linearidade de 4,99x10a 18,51x18 mol L, com LOD de 3,5x10 mol L e LOQ de
1,6x10° mol L (método dos parametros da curva). A curva de regiito para HQ e CC
obtida simultaneamente, apresentou linearidade paraos os substratos na faixa de
9,90x10” a 9,09x10 mol L}, com LOD de 2,2xI0e 2,1x10 mol L* e LOQ de 7,3x10
mol L™ e 7,2x10 para HQ e CC, respectivamente (método dos parésndfr curva).
Também construiu-se duas curvas para avaliar ussim interferéncia do isomero (HQ
ou CC) na determinacdo. Construiu-se uma curvaatleracdo com uma concentracao
fixa HQ (3,85x10 mol LY e adicdes sucessivas de CC. A curva mostrowsearlina
faixa de 9,90x10 a 7,41x10 mol L, com LOD de 2,3x1®mol L e LOQ de 7,6x10
(método dos parametros da curva). E uma segund@a com uma concentracdo fixa de
CC (3,85x10 mol L) e aumento da concentracdo de HQ, a curva mosé&dinear na
faixa de 9,90 x10 a 7,4 x1& mol L, com LOD de 1,7x16 mol L* e LOQ de 5,7x10
(método dos parametros da curva). As curvas dbraaio construidas mostraram que é
possivel detectar e quantificar simultaneamenteeCldQ sem interferéncia matua dos
iIsdbmeros mostrando que o filme de surfactante eomptexo bioinspirado foram
modificadores bem sucedidos.

A fim de avaliar o método proposto, o sensor fopmgado na quantificacdo de
CC e HQ em filtros de cigarros fumados, apresemta@ores de 18,88+2,91 a 27,75+0,77
pg/extrato de CC e 30,64+0,27 a 60,01+0,61 pgfexte HQ, com recuperagles de
96,60+5,31 a 105,30+1,91 % para CC e 91,67+5,406c65+3,17 % para HQ, mostrando
a exatiddo do método proposto.

Portanto, através dos estudos realizados podestacede que 0 sensor proposto
exibiu alta sensibilidade, seletividade satisfatobhioa repetibilidade e reprodutibilidade,
estabilidade e exatiddo adequada, além da simgdieice rapidez para a construcéo e

aplicacao dos sensores.
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