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RESUMO

Foi proposto o desenvolvimento de novos eletrodos modificados a base de carbon black
e nanoparticulas metalicas dedicados a deteccdo eletroquimica do antibidtico
ciprofloxacina. Nanoparticulas de prata (AgNPs) foram sintetizadas por via verde
empregando-se extrato vegetal de cha preto (Camellia Sinensis) como agente redutor e
estabilizante das nanoparticulas. As AgNPs obtidas foram combinadas com carbon black
(CB) e quitosana (Ch) para o preparo de uma dispersao aquosa, a qual foi empregada
na obtencdo de um filme fino depositado sobre a superficie de um eletrodo base de
carbono vitreo. Os diferentes materiais obtidos e superficies modificadas foram
caracterizadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), espectrofotometria de
absorcdo molecular no ultravioleta-visivel (UV-Vis) e eletroquimicamente por voltametria
ciclica. O eletrodo modificado obtido, AgNPs-CB-Ch/GCE, foi avaliado como sensor
eletroquimico para a determinacéo por voltametria de onda quadrada da molécula de
ciprofloxacina, um antibidtico bastante utilizado no tratamento de doencas infecciosas.
Apés a otimizacao das condi¢fes de trabalho, testes analiticos para determinagéo dos
parametros de desempenho analitico do sensor voltamétrico estabelecido foram
realizados: faixa linear de resposta, limites de deteccdo e quantificacdo, estudos de
repetibilidade e reprodutibilidade e ensaios de adi¢do/recuperacdo em urina sintética.
Foram obtidas duas faixas lineares de resposta: de 3,1 a 24,8 umol L™"e 36,9 a 130,3
umol L™1, com limite de deteccdo de 0,48 pmol L™'. Os resultados obtidos indicam o
potencial da combinacao de nanoparticulas metalicas sintetizadas por via verde e carbon

black de baixo custo para o preparo de novos sensores eletroquimicos.

Palavras-chave: ciprofloxacina, carbon black, nanoparticulas de prata, sensor

eletroquimico, eletrodos modificados.



ELECTROCHEMICAL SENSOR BASED ON CARBON BLACK AND SILVER
NANOPARTICLES SYNTHESIZED BY GREEN ROUTE DEDICATED TO THE
DETECTION AND STUDY OF CIPROFLOXACIN

ABSTRACT

It was proposed the development of new modified electrodes based on carbon black
and metallic nanoparticles dedicated to the electrochemical detection of
ciprofloxacin. Silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized by the green route
using plant extract of black tea (Camellia Sinensis) as a reducing and stabilizing
agent for the nanoparticles. The AgNPs were combined with carbon black and
chitosan in the preparation of an aqueous dispersion, which was used to obtain a
thin film on the surface of a glassy carbon electrode. The different materials
obtained and modified surfaces were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), ultraviolet-visible molecular absorption spectrophotometry (UV-
Vis) and electrochemically by cyclic voltammetry. The modified electrode obtained
was evaluated as an electrochemical sensor for determination by square wave
voltammetry (SWV) of the ciprofloxacin molecule, an antibiotic widely used in the
treatment of infectious diseases. Analytical tests to determine the analytical
performance parameters of the established voltammetric sensor were performed:
linear response range, limits of detection and quantification, repeatability and
reproducibility studies, addition/recovery assays in synthetic urine. Two linear
responses were found: one of 3.1 to 24.8 umol L™" and another of 36.9 to 130.3
umol L™, with limit of detection of 0.48 umol L™'. The results obtained indicate the
potential of combining metallic nanoparticles synthesized by green routes and

carbon black of lower cost in the preparation of novel electrochemical sensors.

Keywords: ciprofloxacin, silver nanoparticle, carbon black, electrochemical sensors,

modified electrodes.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de métodos eletroquimicos de analise tem se pautado,
nos ultimos anos, na utilizacdo de nanomateriais para o preparo de eletrodos de
alta performance eletroquimica e analitica. A combinacéo entre nanotecnologia e
deteccdo eletroquimica possibilita encontrar novos sensores capazes de detectar
e quantificar analitos em niveis cada vez mais reduzidos de concentragcdo. Isso
ocorre devido a possibilidade de elevacdo da intensidade dos sinais analiticos,
aumento da sensibilidade e, em alguns casos, melhoria da seletividade. Partindo-
se desta associacdo entre nanotecnologia e eletroquimica, a utilizacdo de
nanomateriais de baixo custo ou obtidos por via verde € uma tendéncia que
também deve ser expandida para o contexto da proposicdo de novos sensores
eletroquimicos. Isso facilita ampliar a viabilidade comercial e sustentabilidade dos
dispositivos projetados. Neste contexto, este projeto explorou o uso combinado
de nanoparticulas de carbon black (CB) de baixo custo e nanoparticulas de prata
(AgNPs) sintetizadas por via quimica verde com uso de extratos de cha preto para
a confeccédo de um novo eletrodo modificado. O eletrodo modificado foi explorado
na determinacgdo voltamétrica do antibiético ciprofloxacina (CIP). Esta aplicacao
encontra-se alinhada a problematica atual do uso indiscriminado de antibiéticos,
acarretando em poluicdo de recursos hidricos e problemas a saude humana.

Desta forma, este projeto teve por objetivo contribuir com o estudo
eletroquimico da molécula de ciprofloxacina sobre uma nova plataforma
eletroquimica. O sensor foi preparado por um procedimento relativamente simples
e com uso de nanomateriais de facil obtencdo, contribuindo para o cenario de
desenvolvimento de novos meétodos eletroanaliticos para aplicacdo em amostras

diversas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O presente trabalho apresenta como objetivo o preparo de um eletrodo de
carbono vitreo modificado com filme de quitosana contendo nanoparticulas de
prata sintetizadas por via verde e carbon black para aplicagédo na determinacéo

voltamétrica de ciprofloxacina.

2.2. Objetivos especificos

Para o cumprimento do objetivo geral supracitado, os seguintes objetivos
especificos tiveram de ser alcancados:

a) Sintetizar nanoparticulas de prata por via verde empregando-se extrato
de cha preto;

b) Caracterizar quimica e morfologicamente as nanoparticulas produzidas;

c) Preparar um eletrodo quimicamente modificado com filme de quitosana
contendo nanoparticulas de carbon black e de prata obtidas por via
verde;

d) Avaliar as caracteristicas eletroquimicas do eletrodo modificado;

e) Estudar o comportamento voltamétrico do antibidtico ciprofloxacina e, a

partir disso, realizar a sua deteccéo eletroquimica.
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3. FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Ciprofloxacina

A ciprofloxacina (CIP, &cido 1-ciclopropil-6-fluor-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-
piperazinil)-3-quinolinocarboxilico) é um dos agentes antibidticos mais
importantes da classe das fluoroquinolonas, bastante utilizado no tratamento de
infeccdes bacterianas causadas por bactérias gram-positivas e gram-negativas
(MALAKOOTIAN et al., 2021; TERP; RYBAK, 1987). As fluoroquinolonas sdo uma
classe de medicamentos que tém como principal meio de acdo a inibicdo da
atividade das enzimas DNA topoisomerase e DNA girase e, dessa forma, inibem
a replicacdo do DNA bacteriano (MASON et al., 1995; THAI; SALISBURY; ZITO,
2023).

O uso da ciprofloxacina foi patenteado pela Bayer A.G. em 1983 e aprovado
pela United States Food and Drug Administration — USFDA em 1987 (THAI;
SALISBURY; ZITO, 2023). Desde a sua aprovacao, tem sido extensivamente
aplicada, com mais de 250 milhdes de pacientes tratados com sucesso em todo o
mundo (SHARMA et al., 2010). A CIP apresenta elevado grau de seguranca,
sendo considerada a mais potente das fluoroquinolonas, com atividade contra
uma elevada gama de bactérias. Além disso, a CIP proporciona boa absor¢éo e
penetracdo nos tecidos, além de baixa toxicidade em relacdo a outros antibiéticos.
Dessa forma, tem sido amplamente utilizada no tratamento de infec¢des de trato
respiratorio, do sistema gastrointestinal, pele, ossos e articulacbes, doencas
sexualmente transmissiveis e outras prescricbes de uso adulto e pediatrico
(SHARMA et al., 2010; THAI; SALISBURY; ZITO, 2023).

A estrutura quimica da ciprofloxacina esta representada na Figura 1, com
os grupos funcionais &cido carboxilico e 1-piperazina destacados nas posi¢oes 3
e 7, respectivamente. De acordo com o NCBI (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2023), o composto possui massa molecular
de 331,34 g mol™', ponto de fusdo de 257 °C, solubilidade em agua inferior a 1 mg
mL™" a 25°C. Apresenta duas constantes de dissociacdo acida: pKa 1= 6,18 para
0 grupo acido carboxilico e pKa, 2 = 8,73 para o0 nitrogénio no anel de piperazina
(SUN, Jin et al., 2002).
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Figura 1 - Estrutura quimica da ciprofloxacina, com destaque para 0s grupos
funcionais acido carboxilico e piperazina

1-piperazina

Fonte: Adaptada de Sharma et al. (2010).

Em consequéncia de apresentar dois sitios de protonacéo/desprotonacéo,
a CIP pode ser encontrada em solugcdo aquosa sob a forma de quatro
microespécies: a espécie positiva (1), a espécie anfotérica (Il), a espécie neutra
(1) e a espécie negativa (IV), conforme pode ser observado na Figura 2. Esse
fendmeno depende exclusivamente do pH do meio reacional.

Figura 2 - Microespécies de CIP em funcéo do pH
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Fonte: Adaptada de Sun et al. (2002).
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Para valores de pH abaixo de 4 estara presente no meio reacional apenas
a espécie (I), havendo protonacdo do nitrogénio do grupo piperazina. Em meio
reacional com pH acima de 10, apenas estara presente a espécie (IV), com
desprotonacao do grupo carboxilico. Para valores de pH proximos a 6, a espécie
anfotérica (grupo piperazina protonada e carboxilico desprotonado) e positiva
coexistira em equilibrio, enquanto em pH proximo a 9 o equilibrio sera
estabelecido entre as espécies anfotérica e negativa. A espécie 4 prevalecera
guando o pH do meio reacional for proximo ao neutro (SUN, Jin et al., 2002).

De uma forma geral, sabe-se que os antibidticos ndo sao absorvidos pelo
organismo humano em sua totalidade. De acordo com Frade et al. (2014), uma
porcdo de 10% a 90% de um medicamento pode ser eliminada na urina e nas
fezes na sua forma ndo modificada, a depender do farmaco. O mesmo acontece
com a ciprofloxacina, que apesar da sua rapida absorcao, apresenta de 70% a
80% de taxa de aproveitamento, sendo que de 20% a 35% da dose oral é
eliminada diretamente nas fezes (THAI; SALISBURY; ZITO, 2023). Da porcao
absorvida pelo organismo, grande parte € eliminada na urina. Da por¢ao eliminada
pela urina, 40% a 50% né&o apresenta qualquer modificagdo em sua composi¢ao
guimica (THAI; SALISBURY; ZITO, 2023). Logo, grande parte do medicamento
ingerido acaba parando nas Estacdes de Tratamento de Esgoto (ETE),
juntamente com outros compostos organicos e inorganicos oriundos de tais
efluentes.

Uma vez nas ETEs, os métodos convencionais de tratamento de agua e
esgoto, incluindo processos quimicos, fisicos e biologicos, individualmente ou
combinados, ndo sao capazes de remover ou degradar todos esses poluentes,
gue acabam adentrando no ecossistema (MALAKOOTIAN et al., 2021). Estima-se
gue aproximadamente 85% das fluoroquinolonas presentes em efluentes podem
ser removidas pelos métodos convencionais de tratamento e que somente as tec-
nologias de oxidacdo avancada sejam capazes de degradar esses poluentes
emergentes (FRADE et al., 2014). Pensando nisso, alguns estudos ja foram rea-
lizados com o objetivo de detectar e avaliar possiveis métodos alternativos de re-
mocado de CIP em &guas superficiais, efluentes hospitalares e esgotos domésti-
cos. Concentragdes significativas de CIP ja foram encontradas em recursos hidri-
cos: 0,001 mg L™t em aguas superficiais foram reportadas por Malakootian et al.

(2019) em seus estudos de remocao por oxidagao por eletrodo de aluminio; Frade
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et al. (2014) reportaram a presenca de até 0,124 mg L™* de CIP em &guas de
efluentes hospitalares e 0,071 ug L™ em agua apés tratamento.

Existem varias preocupacdes acerca da presenca de antibioticos, incluindo
CIP, em aguas superficiais e potavel, considerando-se os efeitos negativos que
podem ser provocados tanto para a salde humana quanto para o meio ambiente.
Ainda que em baixas quantidades, os antibiéticos podem causar varios efeitos
nocivos, a saber: toxicidade cronica, disturbio do sistema enddcrino, desordem
genética, estimulo de resisténcia bacteriana e toxicidade direta da microflora, al-
gas e invertebrados (FRADE et al., 2014; MALAKOOTIAN et al., 2021). Além
disso, a CIP apresenta uma alta solubilidade em agua e resisténcia a degradacao,
assim como uma elevada estabilidade em solos em diferentes pHs
(MALAKOOTIAN et al., 2021). Dessa forma, seu acumulo continuo nos ecossis-
temas pode amplificar seu potencial de dano para os seres vivos de maneira geral.

Atualmente, os métodos mais utilizados para determinacdo de compostos
farmacéuticos em aguas superficiais incluem a cromatografia, sobretudo a croma-
tografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS, do inglés “Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry) (LAMARCA et al., 2020; LINDBERG et al.,
2004). Utilizando esse método, alguns autores determinaram a presenca de cipro-
floxacina em esgoto hospitalar utilizando extracdo em fase sélida e LC-MS e en-
contraram CIP em concentragdes variando de 3,6 a 101 pg L™ (LINDBERG et al.,
2004); outros autores estudaram a presenca de antibioticos residuais em dois di-
ferentes sistemas de tratamento de dgua de criacdo de suinos por meio da cro-
matografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta
resolucdo (HPLC-HRMS, do inglés “High Performance Liquid Chromatography-
High Resolution Mass Spectrometry”) e encontraram CIP na concentracdo de
0,142 e 0,472 pug L™ (WANG, Rui et al., 2019); Mirzaei et al. (2019) analizaram a
presenca de antibioticos em esgotos urbanos e agua de rio por meio de HPLC-
MS e detectaram a presenca de CIP na concentragéo de 0,7962 ug L™t a 0,022
ug L™, respectivamente. O mesmo autor encontrou CIP na concentragcdo de
0,2487 ug L™ no efluente ap6s tratamento, confirmando a ineficiéncia dos meios
convencionais de tratamento em remover todo o poluente.

Entretanto, apesar de ser uma técnica amplamente utilizada, a cromatogra-
fia liquida exige instrumentos de alto custo, requer solventes em altas quantidades

e com elevado grau de pureza (como metanol e acetronitrila) e pode necessitar
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de trabalhosas etapas de pré-limpeza/preparo de amostras (LAMARCA et al.,
2020). Pensando nisso, Lamarca et al. (2020) desenvolveram um imunosensor
para detectar ciprofloxacina em amostras de aguas superficiais, por meio da imo-
bilizagdo do anticorpo Imunoglobina-G na superficie de um eletrodo serigrafado.
O analito CIP foi monitorado por medidas de espectroscopia de impedancia ele-
troquimica (EIS, do inglés “Electrochemical Impedance Spectroscopy”). Foi obtida
uma faixa linear para CIP de 10™° a 1,0 ug mL™* e um limite de deteccéo (LOD) de
2,50 x 107% ug mL™2,

Dessa forma, existe uma crescente preocupacao a respeito da presenca
de antibioticos no meio ambiente e os efeitos adversos que podem acarretar ao
ecossistema e a saude humana. Sendo assim, torna-se necessario o desenvolvi-
mento de métodos analiticos acessiveis e econdmicos que sejam capazes de de-
tectar e quantificar a presenca desse analito em formulacdes farmacéuticas, flui-

dos biolégicos e em destaque, amostras de aguas superficiais.

3.2. Eletrodos modificados a base de carbon black

A nanotecnologia é um dos campos mais promissores e inovadores da
Ciéncia e Engenharia de Materiais, onde a habilidade de manipular a matéria em
escala nanométrica para criar materiais que exibem propriedades fisicas,
guimicas e bioldgicas significativamente novas e/ou modificadas tem sido um dos
principais propulsores dos avancos nesta area (ADAMS; BARBANTE, 2013;
CHEN; LIU, 2011). Materiais em escala nanométrica de diferentes classes ja
foram sintetizados, com aplicacdes nas mais diversas areas, tais como na
medicina (NANOBIOTECHNOL et al., 2021), eletrénica (PARK et al., 2020), Optica
(FU et al., 2021), biomateriais (SHEBL et al., 2019), armazenamento de dados
(YU et al., 2020), catalise (ABDULLAH; AL-AMIERY; AL-BAGHDADI, 2021,
GONZALEZ-GONZALEZ et al., 2022), purificacdo de ar e recursos hidricos
(TAHIR, MUHAMMAD BILAL ; RAFIQUE, MUHAMMAD ; RAFIQUE, 2020), entre
outros.

No contexto da quimica eletroanalitica, ha necessidade de se desenvolver
sensores e biossensores eletroquimicos cada vez mais sensiveis, reprodutiveis e
seletivos, sendo o uso de eletrodos quimicamente modificados (EQMs) a base de

materiais nanoestruturados uma linha de pesquisa em crescente expansdo. Os
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EQMs séo caracterizados pela modificagdo da superficie de um eletrodo base
convencional com espécies eletroativas com objetivo de alterar as propriedades
eletroquimicas da interface eletrodo/solucéo (LUO, 2023). O uso de nanomateriais
como modificadores para manipular a superficie eletrédica possibilita a melhoria
na capacidade de reconhecimento e amplificagdo de sinais analiticos (corrente,
carga ou potencial). Ao mesmo tempo, pode tornar as determinacdes mais
seletivas pelo efeito eletrocatalitico comparado aos eletrodos convencionais (ZHU
et al., 2015).

Um nanomaterial que tem se destacado no design de novos eletrodos
modificados é o carbon black (CB, em portugués “negro de fumo”), um
nanomaterial condutivo de carbono de baixissimo custo (em média R$ 4,00 por
kg). As nanoparticulas de CB sdo compostas por uma estrutura amorfa e quase
grafitica, com didmetro médio de particula variando de 3,0 a 100 nm (SILVA,;
FATIBELLO-FILHO, 2017; SILVA; WONG; FATIBELLO-FILHO, 2020b). Esse
material apresenta um conjunto de propriedades notaveis, como elevada area
superficial em relacéo ao volume e elevada condutividade elétrica e térmica, além
da capacidade das nanoparticulas em formar agregados de morfologia
semiesférica, que por sua vez ddo origem a aglomerados de dimensdes
superiores (SILVA et al., 2017). Essa formacéo de agregados pode ser observada

na Figura 3.

Figura 3 - Representacdo esquematica das nanoparticulas de CB e respectivas
estruturas de aglomerados e agregados formados
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Fonte: Adaptado de Silva et al. (2017).
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Devido as suas propriedades quimicas e fisicas, o CB tem sido utilizado
nas mais diversas areas da vida moderna, incluindo aplicacbes em tintas de
impressora, refor¢cos para borracha, aditivo para materiais plasticos condutores e
como pigmento em tintas (LONG; NASCARELLA; VALBERG, 2013; SILVA et al.,
2017).

Além das caracteristicas estruturais e elétricas supramencionadas, o CB
possui a habilidade de formar dispersfes estaveis sem a necessidade de
procedimentos sofisticados (SILVA; WONG,; FATIBELLO-FILHO, 2020b). Os
eletrodos de CB s&o facilmente modificados com outros materiais, como
nanoparticulas metalicas (FIGUEIREDO-FILHO et al., 2014) e polimeros (LI,
Chun-Ting et al., 2016). Isso torna o CB um interessante nanomaterial para o
desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos. Usualmente, o CB
€ empregado na fabricacdo de eletrodos modificados na forma de filmes deste
nanomaterial ou baseados em compasitos.

O desempenho eletroquimico e analitico de eletrodos de trabalho
modificados com CB é comparavel a eletrodos modificados com outros materiais
carbonaceos bem conhecidos e explorados no campo da eletroanalitica, como
nanotubos de carbono, fulereno (C60) e grafeno (SILVA et al., 2017). Nesse
contexto, diferentes autores estudaram a resposta eletroquimica do
neurotransmissor dopamina utilizando eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés
“Glassy Carbon Electrode”) modificado com diferentes nanomateriais de carbono,
por meio de procedimentos similares de modificacdo do eletrodo base. Sheng et
al. (2012) estudaram a resposta do neurotransmissor utilizando eletrodo
modificado com grafeno (SHENG et al., 2012) e obtiveram uma faixa de
concentracéo linear de 5,0 x 1077 a 1,7 x 10™* mol L™"; Habibi e PournaghiAzar
(2010) utilizaram nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs, do inglés
“Multi-walled Carbon Nanotubes”) e obtiveram uma faixa linear de concentragéo
linear de 5,0 x 1077 a 1,0 x 10 mol L' (HABIBI; POURNAGHI-AZAR, 2010);
Zhang et al. (2015) modificou o eletrodo utilizando fulereno e obtiveram uma faixa
de concentracéo linear de 5,0 x 107 a 2,11 x 10 mol L™' (ZHANG; MA; ZHANG,
2015), enquanto Vicentini et al. (2016) utilizou eletrodo a base de CB para
determinacdo de dopamina em fluidos biolégicos e obteve uma faixa de
concentragédo linear de 5,99 x 107 a 1,18 x 107> mol L™ (VICENTINI et al., 2016).

Além disso, os limites de deteccao para os eletrodos a base de grafeno, MWCNTS,
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fulereno e CB nos trabalhos mencionados foram, respectivamente: 2,5 x 10~" mol
L™ 3,1 x 107" mol L™; 7,0 x 10 mol L™ e 5,24 x 10~ mol L™%. Nota-se que em
todos esses trabalhos foram obtidas, por meio de técnicas voltamétricas, amplas
faixas lineares de concentracdo e que o sensor modificado com CB apresentou
um limite de detec¢éo na mesma ordem de grandeza que os sensores modificados
com grafeno, nanotubos de carbono e fulereno.

Outro trabalho envolvendo a resposta eletroquimica de um analito
utilizando sensores eletroquimicos modificados com nanomateriais carbonaceos
foi desenvolvido por Compton et al. (2012). Os autores compararam a resposta
eletroanalitica da nicotina utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
MWCNTs e CB por meio da voltametria adsortiva de redissolu¢do, obtendo os
respectivos valores de LOD: 5,0 +0,3 x 10 e 2,0 +£0,3 x 10 mol L™ (LO;
ALDOUS; COMPTON, 2012).

O carbon black é um material relativamente novo no campo da
eletroanalitica, com os primeiros trabalhos utilizando CB como modificadores de
sensores eletroquimicos tendo sido desenvolvido por volta dos anos 2000 por
Dang et al. (X. DANG, C. HU, Y. WEI, 2004) e por Zhang (ZHANG, 2005).
Entretanto, estudos recentes tém demostrado que o CB é um material promissor,

apresentando desempenho comparavel a outros materiais carbonaceos.

3.3. Nanoparticulas

Os nanomateriais sdo materiais sélidos com dimenséo entre 1 e 100 nm.
Eles apresentam propriedades distintas daquelas observadas no material de
mesma composi¢ao e em maior escala (GAHLAWAT; CHOUDHURY, 2019). Pos-
suem uma elevada é&rea superficial em relacdo ao volume, 0 que € a base das
novas propriedades fisicas e quimicas exibidas por esses materiais (CHEN; LIU,
2011) e, devido as suas caracteristicas Unicas, tém sido amplamente estudados
e aplicados nas mais diversas areas como em equipamentos eletrénicos, senso-
res eletroquimicos, catalisadores, tratamentos médicos e em transporte de farma-
Ccos.

O comportamento dos nanomateriais pode ser explicado pelos fendmenos
gue ocorrem em sua interface. Enquanto nos macromateriais apenas uma pe-

guena quantidade de atomos e moléculas estdo proximos a sua superficie, nos
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nanomateriais a maior parte desses elementos encontram-se no limite da nano-
particula. A interacdo com outras moléculas interfere nas propriedades de super-
ficie como reatividade, niveis de energia e estrutura eletrénica. Assim, em escala
nano, a colecdo de atomos e moléculas tém propriedades diferentes daquelas que
teriam tanto individualmente quanto em massa (AHMED et al., 2016; CHEN; LIU,
2011).

As nanoparticulas podem ser de materiais metalicos, ceramicos, poliméri-
cos ou compositos. Destes, as nanoparticulas metalicas tém sido amplamente ex-
ploradas devido as suas caracteristicas Unicas como atividade catalitica, antibac-
teriana e antitumoral, além de suas propriedades Oticas e magnéticas
(GAHLAWAT; CHOUDHURY, 2019). Além disso, para nanoparticulas metélicas,
efeitos eletrbnicos interessantes sdo esperados para particulas com dimensées
entre 1-10 nm, na qual recebem o nome de coléides (CHEN; LIU, 2011).

As nanoparticulas metéalicas podem ser sintetizadas a partir de duas estra-
tégias: “top down” (de cima pra baixo) ou “bottom up” (de baixo para cima). Na
“top down”, a nanoparticula é obtida quebrando-se o material macroscépico em
particulas em escala nano através de métodos fisicos como moagem, esmerilha-
mento, pulverizacdo catddica, ablacéo térmica e deposicado de vapor. Ja nas es-
tratégias do tipo “bottom up”, a nanoparticula € produzida por métodos quimicos
no qual os ions do metal sofrem reducdo a atomos na presenca de um agente
redutor e de estabilizadores, seguido pela agregacao controlada dos atomos
(CHEN; LIU, 2011; GAHLAWAT; CHOUDHURY, 2019). Alguns autores mais re-
centes, como Gahlawat (2019) e Salnus et al. (2022), defendem a ideia de que a
estratégia “bottom up” também pode ser alcancada por métodos biolégicos, como
sera discutido mais adiante no topico sobre sintese verde.

Em relacdo aos métodos fisicos, os métodos quimicos de produgéo de na-
noparticulas apresentam como vantagem a geracao de particulas menores e mais
uniformes. Além disso, os métodos fisicos apresentam como desvantagem a ne-
cessidade de utilizacdo de uma grande quantidade de energia e um menor rendi-
mento (AHMED et al., 2016; CHEN; LIU, 2011). Assim, 0os métodos quimicos tem
sido mais utilizados por serem mais viaveis economicamente e por produzirem
particulas mais homogéneas, com alta precisdo de formato e tamanho
(GAHLAWAT; CHOUDHURY, 2019). Entretanto, embora a sintese quimica seja

mais popular, ela requer o uso de agentes redutores, como hidrazina, bitartarato
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de potassio e borohidreto de sodio, que sdo téxicos e cancerigenos, além de re-
sultar na formacéo de subprodutos prejudiciais ao meio ambiente (HEBBALALU
et al., 2013). No campo biomédico, tais fatores também limitam muito a aplicacao
de nanoparticulas sintetizadas por métodos quimicos devido a toxicidade e menor
biocompatibilidade (GAHLAWAT; CHOUDHURY, 2019).

Dessa forma, o desenvolvimento de métodos confiaveis, ndo toxicos e eco-
logicamente corretos que sejam capazes de efetivamente modular o tamanho,
morfologia, estabilidade e as caracteristicas das nanoparticulas tem sido uma das
principais areas de pesquisa na sintese de nanomateriais (GAHLAWAT;
CHOUDHURY, 2019). Uma das alternativas que vem se destacado na sintese
desses nanomateriais metalicos nas ultimas décadas é o uso de micro-organis-
MOS ou extratos vegetais como agentes redutores e estabilizadores. Esse método

de sintese passou a ser conhecido como “sintese verde”.

3.3.1. Nanoparticulas de prata

Dentre os nanomateriais metalicos, as nanopatrticulas de prata (AgNPs) e
ouro (AuNPs) tem atraido bastante atencdo com uma extensa gama de aplicacées
no campo tecnolégico, como em equipamentos eletrbnicos, equipamentos
opticos, sensores bioldgicos e catalise (CHEN; LIU, 2011). O destaque vai para
as nanoparticulas de prata, que devido as suas propriedades Unicas como
estabilidade quimica, boa condutividade, atividade catalitica, além de atividade
antibacteriana, antiviral, antifangica e anti-inflamatéria, ganhou interesse ilimitado
no campo da nanotecnologia (AHMED et al., 2016).

Uma caracteristica bastante interessante apresentada exclusivamente
pelos nanomateriais metalicos € a Ressonancia de Plasmos de Superficie
Localizada (LSPR, do inglés “Localized Surface Plasmon Resonace”). Esse
fenbmeno ocorre quando a luz incide sobre uma nanoparticula metélica de
dimensado menor que o comprimento de onda da luz, de forma que o campo
eletromagnético sobre toda a particula é uniforme. Como o campo oscila para
frente e para tras, os elétrons de conducao fracamente ligados a superficie do
metal irdo responder coletivamente e, a uma certa frequéncia de excitacdo, a
oscilacdo dos elétrons entrara em ressonancia com a luz incidente, resultando em
uma forte oscilacao dos elétrons da superficie (KANG et al., 2019; RYCENGA et
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al., 2011). Esse fen6meno pode ser observado na Figura 4.

Figura 4 - llustracdo esquematica de ressonancia de plasmons de superficie de
uma nanoparticula em um campo elétrico de comprimento de onda muito maior
gue a dimenséao da particula
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Fonte: Adaptada de Rycenga at al. (2011).

Os materiais plasmoénicos podem servir como antena para converter luz em
campos elétricos localizados ou como guia para direcionar a luz para determinada
direcdo com nandmetros de precisdo. Também estdo relacionadas com
tecnologias avancadas como superlentes, computacdo quantica e com a
possibilidade de surgimento de manto de invisibilidade (RYCENGA et al., 2011).
Nanoparticulas de ouro e prata sdo os materiais mais frequentemente usados em
aplicacdes plasmonicas, e apesar da prata oferecer vantagens em relacdo ao
ouro, como maior condutividade e suportar uma ampla faixa de LSPR nas regides
do visivel e infravermelho préximo, entre 300 nm a 1200 nm, tem sido menos
aplicada para fins plasmoénicos devido a sua maior facilidade em sofrer oxidagéo

guando em contato com o ar (KANG et al., 2019).

3.3.1.1. Sintese convencional de AgNPs

A sintese das nanoparticulas de prata geralmente é realizada empregando-
se uma das duas técnicas ja mencionadas: “top down” ou “bottom up”. Na
estratégia “bottom up”, realizada por redugéo quimica dos cations Ag*, a sintese
das AgNPs requer trés compostos quimicos funcionais: um precursor de ions
prata (Ag*), um solvente e um agente redutor/estabilizador (KANG et al., 2019).

Esta é a estratégia mais comum de sintese e diferentes agentes redutores como
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ascorbato, citrato de sodio, N-N-dimetil formaldeido (DMF), borohidreto de sédio
(NaBHa), hidrogénio elementar, reagente de Tollens e etileno glicol séo utilizados
na reducdo de ions Ag*a Ag® (AHMED et al., 2016; MUSTAPHA et al., 2022).
Uma das grandes vantagens desse método € a elevada quantidade de
nanoparticulas produzidas em um curto intervalo de tempo, além da formagéo de
particulas uniformes.

No “top down”, nanoparticulas de prata sdo geralmente produzidas por
evaporacao-condensacdo utilizando um forno em tubo a pressdo atmosférica.
Essa técnica apresenta algumas desvantagens como alto consumo de energia,
aumento da temperatura na regido vizinha, consideravel tempo para o sistema
atingir a estabilidade térmica e, principalmente, o fato de produzir nanoparticulas
com superficie irregular (AHMED et al., 2016). Como as propriedades fisico-
guimicas das nanoparticulas sdo altamente dependentes da estrutura da
superficie, isso prejudica o produto final e sobretudo sua aplicabilidade.

Na reducdo quimica, AgNOs é o precursor de ions Ag* mais amplamente
utilizado. Polimeros e surfactantes sdo normalmente empregados como
estabilizantes das nanoparticulas antes e apés a nucleacdo e crescimento e, em
alguns casos, sdo também responsaveis por seu tamanho e formato (RYCENGA
et al.,, 2011). Assim, na sintese de nanoparticulas em solucdo, o uso de
estabilizadores confere as nanoparticulas estabilidade e sem estabilizadores
adequados, as particulas tendem a se agregar ou se dissolver, tornando-as
desfuncionais. Dessa forma, a funcdo dos estabilizadores esta relacionada ao
controle do tamanho e da forma e da prevencéo da formacao de agregados, além
de permitir o armazenamento do nanomaterial a longo prazo (KANG et al., 2019).

Reducdo por citrato de sédio € o método mais popular utilizado para
produzir grandes quantidades de nanoparticulas, ja que ndo necessita de
habilidades laboratoriais sofisticadas, além de o citrato atuar tanto como agente
redutor quanto estabilizante. Entretanto, apresenta como desvantagem a
producdo de uma ampla variedade de tamanhos (20-600 nm) e formas (poliedros
e planos) em uma unica reacao (KANG et al., 2019).

J& o uso de poliol como agente redutor € uma alternativa robusta e versatil
para a sintese de AgNPs, sendo possivel alcancar uma ampla variedade de
tamanhos e formas a depender das condicbes de reacdo empregadas, como

temperatura, concentragdo dos reagentes e tracos de ions (Cl-, Br-, Fe?),



30

alcancando-se um alto grau de controle sobre as etapas de nucleagéo e
crescimento do grdo. Os poliois mais utilizados s&o etilenoglicol, 1,2-
propilenoglicol e 1,5-pentenodiol e atuam como solvente e agente redutor. O
formato do nanomaterial alcancado depende fortemente do estabilizador presente
na solucgdo: citrato produz octaedros como produto primario, ao passo que PVP
(polivinil pirrolidona) produz preferencialmente estruturas cubicas (RYCENGA et
al., 2011).

Uma alternativa de sintese que se tornou bastante popular nos ultimos
anos € o uso de nanocristais pré-formados como sementes para serem utilizadas
em crescimento, de forma que nucleacdo e crescimento ocorrem em etapas
separadas. Essa técnica ndo sé permite a manipulacao do tamanho ou propor¢ao
de uma nanoestrutura como também fornece uma rota robusta para novas formas
ao manipular as taxas de crescimento de diferentes facetas cristalogréficas. Essa
forma de sintese pode ser homogénea, quando a semente € composta do mesmo
metal que os atomos sendo depositados em sua superficie (processo
homoepitaxial) ou heterogéneo, quando a semente e os 4&tomos adicionados séo
guimicamente diferentes (processo heteroepitaxial). Estudos recentes tém
demonstrado que a taxa de crescimento de faces especificas da nanoestrutura de
Ag depende do agente estabilizador utilizado: citrato lidera a formacdo de
nanoparticulas octaédricas, enquanto PVP favorece o crescimento de nanotubos
e nanobarras. Nos processos heteroepitaxiais € importante que os parametros de
rede entre a semente e 0 metal depositado sejam semelhantes, ja que grandes
diferencas nos parametros de rede podem resultar em estruturas inesperadas
com geometria muito diferente da semente original. Um uso comum é a deposicao
de Ag sobre sementes de Au para criar placas facetadas mais espessas, ja que
esses elementos possuem parametro de rede que se diferem em apenas 0,25%
(RYCENGA et al., 2011).

A estratégia de sintese por reducdo eletroquimica também pode ser
utilizada na producédo de nanoparticulas metalicas. Ela foi primeiro reportada em
1994 por Reetz et al. e envolve meios ndo aquosos onde os sais do metal sdo
reduzidos no catodo (REETZ; HELBIG, 1994). Um estabilizador, geralmente um
sal de tetraalquilaménio, é requerido para evitar agregacao indiscriminada em
solucéo, bem como evitar que todas as particulas se aglomerem na superficie do
catodo (KANG et al., 2019).
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3.3.1.2. Sintese verde de AgNPs

Nos ultimos anos, varias técnicas tem sido desenvolvidas para a sintese
de AgNPs, incluindo processos quimicos, fisicos e bioldgicos. A sintese biologica,
também conhecida como sintese verde, é intermediada por micro-organismos
como bactérias, fungos, algas e virus (GAHLAWAT; CHOUDHURY, 2019) ou por
extrato de partes de plantas como folhas, cascas e raizes (VANLALVENI et al.,
2021) na reducdo e estabilizacdo das nanoparticulas. Estudos recentes tém
demonstrado que a sintese bioldgica tem grande potencial para ser utilizada e
apresenta como vantagens sobre os processos quimicos e fisicos o fato de ser
ambientalmentente correta, livre de reagentes toxicos, apresentar menor custo e
ser facilmente dimensionada para sintese em grande escala (GAHLAWAT,
CHOUDHURY, 2019; SALNUS et al., 2022), além de nao necessitar de altas
pressoes e temperaturas (AHMED et al., 2016).

Em relacdo a sintese verde intermediada por micro-organismos, €
importante salientar que diferentes micro-organismos possuem diferentes
mecanismos de sintese. De maneira geral, as nanoparticulas sdo usualmente
formadas pela captura do ion do metal de interesse do meio pelo agente biolégico
seguido pela reducdo do ion Ag* a Ag® através de enzimas produzidas na
atividade celular. Esse processo de transformacéo pode ser intracelular, quando
a reducdo ocorre dentro da célula, ou extracelular, quando o ion se liga a
superficie externa da célula, onde as nanoparticulas sédo formadas (LI, Xianggian
et al., 2011).

Um dos primeiros trabalhos utilizando micro-organismos para sintese de
AgNPs foi realizado por Klaus et al. em 1999 utilizando a bactéria Pseudomonas
stutzeri (KLAUS et al., 1999). Alguns trabalhos levantados por Gahlawat (2019) e
por Mustapha et al. (2022) sobre sintese de AgNPs intermediada por micro-
organismos podem ser observados na Tabela 1.

JA4 na sintese verde intermediada por extratos vegetais, extratos de
diferentes partes da planta como folhas, flores, sementes, frutos e raizes podem
ser utilizadas na bioreducdo do ion metalico a nanoparticula. As moléculas
bioativas encontradas nas plantas incluem enzimas, polissacarideos,
aminoacidos, vitaminas, proteinas e acidos organicos como 0s citratos, que sao

potencialmente capazes de reduzir ions metalicos (MUSTAPHA et al., 2022).
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Tabela 1 - Sintese de AgNPs por micro-organismos. Adaptado de Mustapha et
al. (2022) e Gahlawat (2019)

. . Tamanho A
Micro-organismo médio (nm) Formato Referéncia
Fusarium 5.13 Esférico (HUSSEINY; SALAH;
oxysporum ANTER, 2015)
Guianardia (BALAKUMARAN;
it 5-30 Esférico RAMACHANDRAN;
9 KALAICHELVAN, 2015)
Arthroderma 21 Esférico  (WANG, Li et al., 2016)
fulvum
Duddingtonia ) L. (COSTA SILVA et al.,
Fungo flagrans 30-409 Esférico 2017)
Sacchar(_)r_nyces 2-20 Esférico (KORBEKANDI et al.,
cerevisiae 2016)
Rhodotorula - (SALVADORI et al., 2017)
L 11 Esférico
mucilaginosa
Rhodo_to_rula 15 Esferico (CUNHA et al., 2018)
glutinis
Candida 2.15 Esférico (JALAL et al., 2018)
glabrata
Esférico —
Escherichia coli 1,2-62 guase (GARIBO et al., 2020)
esférico
Bacillus - (WANG, Chao et al.,
methylotrophicus 10-30 Esferico 2015)
. Rhodococcus 5-50 Esférico (OTARI et al., 2015)
Bactéria spp.
Bacillus brevis L (SARAVANAN et al.,
NCIM 41-68 Esférico ] 2018)
Klebsiella Cubico e (MULLER et al., 2016)
; 50-100
pneumoniae estrelado
Rhodotorula . . (DEOBAGKAR et al.,
glutinis 4-50 Esférico 2015)
Spirogyra 35 Quase (SALARI et al., 2016)
Aloa varians esférico
9 Caulerpa Esférico e (KATHIRAVEN et al.,
5-25 .
racemosa triangular 2015)

Um exemplo de reacéo de reducéo de ions Ag* a prata metalica utilizando
um sacarideo como agente redutor por ser observada na Figura 5.

Geralmente, 0 extrato vegetal atua tanto como o agente redutor dos ions
metéalicos quanto estabilizador das nanoparticulas metalicas, e o tamanho da
nanoparticula pode ser controlado pela concentracdo do extrato (HEBBALALU et
al., 2013). De maneira geral, a sintese por extratos vegetais é vantajosa sobre a
sintese microbioldgica, sobretudo em escala industrial, por ndo necessitar de
condicBes especiais de assepsia e de processos sofisticados para manter a

cultura celular, além de apresentar menor risco biolégico (AHMED et al., 2016).
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Figura 5 - Reacao de reducgéo da prata e oxidacéo da glicose

CH,OH CH,0OH
H (0] OH H (0]
+ + + 0
. . 2AgNO; — 2Ag + 2HNO;, o H
HO H HO
H OH H OH

Fonte: Meireles (2023).

Gardeal et al. (2003) realizou o primeiro trabalho de sintese de
nanoparticulas metalicas por extrato vegetal utilizando Alfalfa Sprouts (GARDEA-
TORRESDEY et al.,, 2003). Desde entdo, varios outros autores seguiram
sintetizando AgNPs pelo uso de extratos vegetais, como Saxena e Tripath (2010)
que utilizaram extrato de Allium cepa (SAXENA; TRIPATHI; SINGH, 2010) e
Nishibuchi et al. (2012) que utilizaram extrato de Camellia sinessis (NISHIBUCHI
et al., 2012) na sintese de AgNPs. Autores mais recentes como Brito et al. (2022),
Dias et al. (2021) e Dada et al. (2019) sintetizaram nanoparticulas de prata
utilizando-se extrato vegetais das plantas Mimosa tenuiflora, Podocarpus lambertii
e Acalypha wilkesiana, respectivamente (BRITO; VIANA; VIANA, 2022; DADA et
al., 2019; DIAS et al., 2021).

Alguns trabalhos levantados por Mustapha et al. (2022) sobre sintese de
AgNPs intermediada por extratos vegetais como agentes redutores e
estabilizadores das AgNPs podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2 - Sintese de AgNPs por extratos vegetais. Adaptado de Mustapha et al.

(2022)
Espécie Parte Tamanho Forma Referéncia
utilizada
Nagdea Fruto 10 Irregular (ODENIYI et al., 2020)
latifolia
Citrus (NILUXSSHUN;
sinensis Casca 10-70 Esférico MASILAMANI;
MATHIVENTHAN, 2021)
Cynara — Extrato de 98,47+ Esférico (ERDOGAN et al., 2019)
scolymus folhas 2,04
Peanut Exé;astgade 10-50 Esférico/Oval (VELMURUGAN et al., 2015)
Citrus -
Casca 59 Esférica (ALKHULAIFI et al., 2020)

limon
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Assim, como ja mencionado, a sintese verde apresenta diversas vantagens
sobre 0s outros métodos de sintese, como o0 baixo custo, o fato de ser
ambientalmente correta, a facilidade de ser adaptada para a producdo de
nanoparticulas em larga escala, além de n&o necessitar de elevadas pressoes e

temperaturas e, sobretudo, dispensar o uso de substancias quimicas téxicas.

3.3.1.3. Caracterizacao de AgNPs

Uma vez sintetizadas, seja por métodos tradicionais ou por via verde, as
nanoparticulas de prata devem ser caracterizadas para uma melhor compreensao
de sua estrutura e morfologia. Por serem muito pequenas para serem visualizadas
por microscépios Oticos convencionais, é essencial o uso de ferramentas
adequadas para caracterizar sua estrutura e detalhar sua superficie. Exemplos
sdo as técnicas de XRD (difracdo de Raios-X), STM (microscopia de varredura de
tunelamento), AFM (microscopia de forca atbmica), SEM (microscopia eletronica
de varredura), TEM (microscopia eletrbnica de transmissdo), EXAFS
(espectroscopia de absorcéo de Raios-X) e XANES (absor¢cao de Raio-X préximo
a estrutura da borda), EDX (energia dispersiva de Raio-X), XPS (espectroscopia
fotoelétrica de Raios-X), IR (infravermelho), Raman e DLS (espalhamento
dindmico de luz).

A escolha da técnica depende da informacao desejada: XRD € uma 6tima
técnica para determinar a estrutura cristalina de materiais cristalinos; AFM, STM
e SEM sdo técnicas para a visualizacdo da morfologia de superficies, TEM é uma
ferramenta de alta resolucao espacial de estrutura e caracterizacdo quimica, ja as
técnicas de espectroscopia baseada em Raios-X (XRD, EXAFS, XANES, EDX e

XPS) séo utilizadas para determinar a composi¢ao quimica dos materiais.

3.3.1.4. Eletrodos modificados a base de AgNPs

Muitos trabalhos sobre sensores eletroquimicos modificados com
nanoparticulas de prata tém sido desenvolvidos com o intuito de melhorar a
sensibilidade e seletividade dos sensores a determinados analitos. Anshori et al.
(2021) estudaram o efeito sinérgico de nanotubos de carbono funcionalizado (f-

MWCNT) e AgNPs depositados sobre eletrodos de carbono vitreo para detecgéo
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de dopamina e obtiveram um limite de deteccdo de 0,2778 pmol L™, inferior a
concentracéo tipica de dopamina na urina humana, que se encontra na faixa de
0,3 - 3 umol L™' (ANSHORI et al., 2021). Além disso, o resultado de voltametria
ciclica (CV, doinglés “Cyclic Voltammetry”) do eletrodo modificado com f-MWCNT
mostrou um aumento da densidade de corrente ao longo da varredura de
potenciais e um aumento ainda maior para o f-MWCNT-AgNPs-GCE. Esse
fendmeno mostra a propriedade condutora e a capacidade do nhanocompdésito f-
MWCNT-AgNPs em aumentar a &rea superficial do eletrodo de trabalho.

Arkan et al. (2014) desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono
modificado com liquido ibnico e AgNPs para deteccéo de levetiracetam (LEV) em
plasma humano e comprimidos farmacéuticos. O sensor exibiu uma resposta
rapida para LEV com uma faixa linear de concentracéo de 1 a 300 ng mL™" e LOD
de 0,7 ng mL™". Comparado ao eletrodo de pasta de carbono e liquido idnico
(CILE, do inglés “Carbon lonic Liquid Electrodes”), a corrente de pico para eletro-
oxidacao de levetiracetam foi significativamente maior para o eletrodo modificado
com AgNPs (ARKAN et al., 2014).

Ghiaci et al. (2016) avaliaram a eficiéncia de sensor eletroquimico a base
de eletrodo de pasta de carbono (CPE, do inglés “Carbon Paste Electrode”)
modificado com AgNPs e silica dopada com dois diferentes compostos aminicos
(SiO2-pro-NH-cyanuric-NHz e SiO2-pro-NH2) para a deteccéo de glicose em soro
de sangue humano. Todos 0s experimentos apontaram que 0S sensores
modificados apresentaram melhores propriedades eletroquimicas em relacdo ao
eletrodo ndo modificado, sendo que o sensor modificado com AgNP-SiO2-pro-NH-
cyanuric-NHz apresentou uma faixa linear na concentragio de 28,6 umol L' a
9,80 mmol L' de glicose, com limite de detecgdo de 5,5 ymol L' e sensibilidade
de 540,7 uyA L mmol~' (GHIACI et al., 2016).

Li et al. (2013) sintetizaram um nanocomposito a base de AgNPs e 6xido
de grafeno (GO, do inglés “Graphene Oxide”) e o utilizaram como modificador de
eletrodo base GCE na deteccao de triptofano. Os resultados demonstraram que o
sensor AgNPs-GO-GCE exibiu uma atividade distintivamente maior para a eletro-
oxidagao do triptofano do que o GO-GCE com um aumento de dez vezes da
corrente de pico. Foram obtidas duas faixas lineares, uma de 0,01 a 50,0 ymol L™
e outra de 50,0 umol L=" a 800,00 umol L. Foi encontrado um limite de deteccéo

de 0,002 pmol L™'. Nesse trabalho, as AgNPs foram sintetizadas por via verde
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utilizando glicose como agente redutor e estabilizador das nanoparticulas (LI,
Junhua et al., 2013).

Liu et al. (2010) utilizaram nanocristais de celulose carboxilada na producao
de AgNPs, a qual foram aproveitadas na deteccdo eletroquimica de DNA
hibridizado por meio da modificagdo de eletrodo base GCE. Eles obtiveram uma
faixa linear de 1077 a 107" mol L™' e um limite de deteccdo de 0,023 nmol L1,
concluindo que o método foi sensivel e seletivo (LIU et al., 2011).

Khalifa et al. (2020) empregaram mucilagem (secre¢ao de origem vegetal
rica em polissacarideos) contendo AgNPs como modificadores de eletrodo base
GCE para deteccédo eletroquimica da glicose. Para tanto, o compésito mucilage-
AgNPs foi produzido pela reducdo quimica direta de ions Ag* utilizando extrato
vegetal da planta Opuntia ficus-indica. Nesse trabalho, a deteccdo da glicose foi
realizada por duas vias: oxidacdo da glicose e inibicdo por nanoparticulas de
prata. O sensor baseado na oxidacdo da glicose apresentou um limite de detecc¢éo
de 0,01 mmol L~" e uma faixa linear de resposta de 0,01 mmol L™t a 2,2 mmol L™,
ao passo que a deteccéo indireta de glicose por inibicdo por AQNPs apresentou
um limite de deteccédo de 0,1 mmol L™" e uma faixa linear de 0,1 a 1,9 mmol L™
(KHALIFA et al., 2020).

Outro interessante trabalho utilizando AgNPs foi desenvolvido por Santos
et al. (2018), no qual foi utilizado um eletrodo de carbono vitreo modificado com
grafeno funcionalizado (FG, do inglés “Functionalized Graphene”), liquido i6nico
(IL) e AgNPs na deteccéo eletroquimica simultdnea dos medicamentos salbutamol
(SAL) e propranolol (PRO). O eletrodo AgNP-IL-FG-NF/GCE apresentou, durante
0s experimentos de voltametria ciclica, uma corrente de pico com um fator de
aumento de 2,4 para o SAL e de 3,2 para o PRO em relacdo ao eletrodo base,
além de uma resposta linear de 0,079 pymolL™"a 2,9 umol L™! para SAL e de 0,1
a 2,9 umol L' para PRO, com limites de detecgdo de 0,013 pmolL™"e 0,017
umol L™', respectivamente (SANTOS; WONG; FATIBELLO-FILHO, 2018).

Sendo assim, estudos recentes tém demonstrado que as nanoparticulas de
prata se apresentam como uma Otima alternativa como modificador de sensores
eletroquimicos, promovendo um efeito sinérgico com outros materiais, além da
boa repetibilidade e reprodutibilidade, razdo pela qual esse nanomaterial foi

escolhido na realizacao desse trabalho.
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3.4. Quitosana: Bio-polimero verséatil no preparo de EQMs

A quitosana (Ch, do inglés “Chitosan”) €& um bio-polimero obtido
guimicamente a partir da quitina, a qual é um polissacarideo constituinte do
exoesqueleto de insetos e crustaceos e é considerado o segundo composto mais
abundante na natureza, atrds apenas da celulose (SHARIATINIA, 2019). Por ser
um subproduto da indUstria pesqueira e devido a sua abundancia natural, mais de
1.000 toneladas de quitina sédo descartadas por ano, sendo que 70% sao
provenientes de espécies marinas (ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017). A quitina
pode ser extraida dos exoesqueletos por processos quimicos de
desmineralizacdo e desproteinizacdo (AZEVEDO et al., 2007; RINAUDO, 2006).

A estrutura quimica da quitosana baseia-se em unidades de N-acetil-D-
glucosamina unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4). A quitosana é
preparada a partir da quitina por uma reacao de desacetilacdo. Nas Figuras 6 (a)
e (b) sédo contrastadas as estruturas quimicas destes dois bio-polimeros.

A quitosana € atrativa para aplicacfes diversas, levando-se em conta as
suas propriedades fisico-quimicas como ndao-toxicidade, biocompatibilidade,
estabilidade quimica e resisténcia mecéanica. Devido a este conjunto de
propriedades, juntamente ao fato de que muitos grupos hidroxila e amino
encontram-se disponiveis ao longo da estrutura da quitosana, este bio-polimero
tem encontrado utilidade em diferentes setores, como no tratamento de aguas e

em industrias farmacéuticas e bioquimicas.

Figura 6 - Estrutura quimica da (a) quitina e (b) quitosana

OH OH OH
(@) E;O E 5 io
o) o)
HO TH HO TH HO TH

COCH, COCH;, COCH 3
OH OH OH
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Fonte: Adaptado de Islam et al. (2017)
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No contexto da quimica eletroanalitica, a quitosana pode ser explorada de
varias formas. Em um primeiro exemplo pratico, as propriedades de adsorcéo de
diferentes cations metalicos da quitosana, levou ao desenvolvimento de eletrodos
de pasta de carbono modificados com quitosana para a detec¢éo de metais como
Pb2* (VICENTINI et al., 2014), Hg?* (JANEGITZ et al., 2011), Cd2*(JANEGITZ et
al., 2011) e Cu?* (SHEBL et al., 2019) em niveis de traco. Os grupos funcionais,
especialmente amino, presentes na estrutura da quitosana funcionam como sitios
para adsorcdo via complexagdo destes ions metalicos com constantes de
formacéo relativamente altas (RAVI KUMAR, 2000). A partir da complexacéo, uma
guantidade maior de ions do analito pode ser pré-concentrada sobre a superficie
eletrédica, resultando em uma corrente de redissolugdo anddica
significativamente superior aquela verificada para eletrodos de pasta preparados
sem o uso de quitosana.

Em outra abordagem, a quitosana € explorada na preparacdo de filmes
sobre superficies eletrédicas tradicionais incorporando algum agente modificador
de interesse, de forma a prover um eletrodo modificado com propriedades
eletroquimicas aprimoradas, como melhor taxa de transferéncia de elétrons e area
superficial. A quitosana pode ser solubilizada em meio aquoso na presenca de um
acido organico fraco (BABAEI; AFRASIABI; BABAZADEH, 2010). Assim, uma
pratica comum é realizar a dissolu¢do da quitosana em meio de acido acético
diluido (por exemplo 1,0 % v/v). A partir disso, a um volume conhecido de
guitosana é misturada uma massa ou volume do modificador de interesse, e a
mistura € mantida em um banho de ultrassom para obtencédo de uma disperséo
homogénea e estavel, que pode, em seguida, ser diretamente aplicada para
modificacdo da superficie do eletrodo base de interesse.

Geralmente, além da quitosana e o0 agente modificador, também é
adicionado um agente de reticulagéo, para reticulacdo da quitosana seja pelo
grupo hidroxila ou amino, ou ambos. Isto geralmente é feito para melhoria da
estabilidade mecanica e quimica do filme de quitosana, por exemplo, em solucdes
de amostras acidas. Entretanto, deve-se saber que a concentracdo de quitosana
para o preparo das dispersées € um fator critico, e deve ser considerada como
um parametro a ser otimizado. A concentragdo ideal provera um filme estavel,
homogéneo e reprodutivel e sem apresentar prejuizos a resposta eletroquimica

do eletrodo modificado devido a um efeito bloqueador da transferéncia de elétrons
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(BACCARIN et al., 2017; GUO et al., 2017). A quitosana tem sido aplicada com
sucesso para o preparo de filmes de nanotubos de carbono (BABAEI; AFRASIABI,
BABAZADEH, 2010; PAULIUKAITE et al., 2009), grafeno(YIN et al., 2010, 2011),
e varios outros nanomateriais.

Uma propriedade que pode se tornar muito interessante quanto ao uso da
guitosana como matriz polimérica na preparacao de eletrodos modificados € a sua
capacidade de funcionar como agente estabilizante de nanoparticulas metalicas.
Desta forma, a quitosana ndo somente pode ser utilizada para prover um eletrodo
modificado com excelentes propriedades mecanicas, mas, também, fornecer um
filme modificado com nanoparticulas metalicas capazes de aprimorar as
propriedades eletroquimicas do eletrodo base.

Nanoparticulas de platina estabilizadas em quitosana (Ch-PtNPs) foram
recentemente preparadas pelo nosso grupo de pesquisa. As Figuras 7 (a)-(f)
reanem alguns resultados de caracterizacdo das Ch-PtNPs obtidas. A capacidade
de estabilizacdo de nanoparticulas metalicas pela quitosana, se deve a interacao
dos grupos amino e hidroxila presentes ao longo da estrutura da quitosana com
as PtNPs (Figura 7 (a)). Na Figura 7 (b) encontra-se a fotografia das PtNPs
preparadas pela reducdo do sal de Pt(IV) na auséncia de quitosana. Neste caso,
logo apds o término da reacéo e a agitacdo cessada, as PtNPs rapidamente se
depositaram no fundo do recipiente, demonstrando a falta de estabilidade devido
a auséncia de um agente estabilizante apropriado. Entretanto, quando a mesma
sintese foi conduzida na presenca de quitosana, o aspecto da solucéo ao final da
reacao foi totalmente diferente. Como pode ser observado na fotografia da Figura
7 (c), uma solucéo de coloragao escura foi obtida neste caso, significando que as
Ch-PtNPs permaneceram estabilizadas no meio. A estabilidade das Ch-PtNPs
frente a centrifugacdo foi avaliada a 10000 rpm, sendo que as mesmas se
mantiveram estaveis mesmo ap6s 5 min de centrifugacdo. As Ch-PtNPs
apresentaram morfologia esférica como pode ser observado pela imagem de MET
obtida em alta resolucéo (Figura 7 (d)) e diametro médio de 2,7 nm (Figuras 7 (e)
e (f)). Estas nanoparticulas foram aplicadas no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos para a determinagédo de biomarcadores biolégicos e interferentes

enddcrinos com resultados bastante entusiasmantes (SILVA et al., 2023).
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Figura 7- (a) Representacdo esquematica da interacdo entre o biopolimero
guitosana e as nanoparticulas de platina. Fotografia das PtNPs sintetizadas na
(b) auséncia e (c) presenca de quitosana. Imagens de (d) HR-TEM e (e) TEM
obtidas das Ch-PtNPs. (f) Histograma de distribuicdo de diametro
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Fonte: (a) Adaptado de Deng et al. (2017). Demais Figuras: Silva et al.
(2023).

3.5. Métodos eletroanaliticos

A eletroanalitica compreende uma classe de métodos analiticos que se
baseiam nas propriedades elétricas desenvolvidas por um analito em solugéo. Os
meétodos diferem entre si a depender da propriedade elétrica monitorada, como a
coulometria, na qual a quantificacdo do analito € feita pelo monitoramento da
carga elétrica; a potenciometria, pelo monitoramento da diferenca de potencial
desenvolvido pela célula; a condutometria, que se baseia na medida
resisténcia/condutividade elétrica; e a voltametria, na qual a corrente desenvolvida
pela varredura de potencial na célula eletroquimica é utilizada na quantificacéo de
um analito (SKOOG et al., 2014).

A potenciometria € uma das técnicas analiticas mais amplamente
utilizadas, por empregar equipamentos simples e baratos. Ela baseia-se na

medida do potencial desenvolvido em uma célula eletroquimica em circuito aberto
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para determinar a concentracdo direta de espécies ibnicas e do ponto final de
titulacdes potenciométricas. Na potenciometria direta, um eletrodo indicador é
imerso em uma solucdo contendo o analito e o potencial desenvolvido é
comparado com o potencial desse mesmo eletrodo desenvolvido em uma solugéo
padréo de concentracdo conhecida da espécie a ser analisada. Essa técnica é
utilizada na dosagem de gases dissolvidos no sangue, na determinacdo de
poluente atmosféricos, na deteccao de didxido de carbono e outras substancias
na agua do mar e na determinacao de constantes de equilibrio termodinamicas.
Isso faz da potenciometria uma das técnicas instrumentais mais utilizadas
atualmente (KAHLERT, 2010).

A eletrogravimetria e coulometria sdo métodos analiticos quantitativos
eletroliticos, na qual a eletrélise é realizada por intervalo de tempo suficiente para
garantir que todo o analito seja convertido em um produto por meio da sua redugao
ou oxidacdo completa. Diferentemente da potenciometria, os métodos eletroliticos
requerem a aplicacdo de uma corrente liquida para forcar a ocorréncia da reacéo
guimica ndo espontanea na célula eletroquimica. Na eletrogravimetria a andlise
guantitativa é feita por meio da pesagem do produto depositado no eletrodo de
trabalho, ao passo que na coulometria a quantidade de analito € estabelecida pela
carga elétrica necessaria para converter completamente o reagente (analito) em
um produto. Ambos sdao métodos sensiveis e estdo entre as técnicas
eletroanaliticas mais precisas e exatas. Também apresentam certa seletividade
na separacdo de espécies ibnicas através da aplicacdo de um potencial
controlado equivalente ao potencial padrao da espécie de interesse ao eletrodo
de trabalho (SKOOG et al., 2014).

Ja os meétodos eletroanaliticos que dependem da medida da corrente em
funcdo do potencial aplicado s&o denominados métodos voltamétricos.
Diferentemente dos métodos de eletrogravimetria e coulometria, na voltametria
utilizam-se eletrodos de trabalho com areas relativamente pequenas, de forma
gue o consumo de analito seja minimo (SKOOG et al., 2014). Neste projeto de
pesquisa, as medidas eletroquimicas com 0 sensor proposto consistiram de
medidas voltamétricas e, portanto, este conjunto de técnicas eletroanaliticas sera

melhor discutido a seguir.
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3.5.1. Voltametria

A voltametria € uma técnica eletroanalitica que relaciona a corrente medida
em uma célula eletroquimica em funcdo do potencial aplicado a um pequeno
eletrodo de trabalho, sob condicdes de completa polarizacdo de concentragéo. E
uma técnica amplamente utilizada nas mais diversas areas do conhecimento,
como quimica, bioquimica e na medicina para se estudar os processos de
oxidacao e/ou reducdo em varios meios, a adsorcao de substancias as superficies
e 0s mecanismos de transferéncia de elétrons em superficies modificadas de
eletrodos (SKOOG et al., 2014).

Nessa técnica, a célula é constituida por trés eletrodos imersos em uma
solucéo contendo o analito e o eletrdlito suporte. Os trés eletrodos sdo o eletrodo
de trabalho, que é o eletrodo no qual o analito serd oxidado ou reduzido em sua
superficie; o eletrodo de referéncia, cujo potencial permanece constante durante
0 experimento e com o qual o eletrodo de trabalho estabelecera uma diferenca de
potencial; e o contra-eletrodo (ou eletrodo auxiliar), sendo que a passagem de
corrente elétrica ocorre entre este eletrodo e o eletrodo de trabalho. Um esquema
de célula eletroquimica pode ser observado na Figura 8. Ja o eletrdlito suporte é
um sal ndo reativo adicionado em excesso a solugcdo para minimizar os efeitos de
migragéo (FATIBELLO-FILHO, 2022).

Figura 8 - Esquema de montagem de célula eletroquimica

Eletrodo de trabalho
Contraeletrodo

Eletrodo de referéncia

Fonte: Meireles (2023)

Durante a medida voltamétrica, o potencial do eletrodo de trabalho versus
o eletrodo de referéncia varia com o tempo, enquanto a resposta de corrente é

medida, sendo assim possivel estabelecer um gréfico de corrente (I, em Ampere
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(A)) em fungao do potencial (E, em Volt (V)), denominado voltamograma. A fungao
voltagem versus tempo, denominada sinal de excitacéo, pode ocorrer de diversas
formas, dando origem as varias técnicas voltamétricas, como pode ser observado

na Figura 9.

Figura 9 - Sinais de excitacdo tensao versus tempo para diferentes tipos de
voltametrias. (a) Voltametria de varredura linear; (b) voltametria de onda
guadrada; (c) Voltametria de pulso diferencial e (d) Voltametria triangular
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ﬁl quadrada
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Fonte: Adaptada de Skoog et al. (2006, p. 629).

Independentemente  da  técnica  voltamétrica empregada, 0s
voltamogramas sdo construidos considerando-se uma determinada convencgéo de
sinais. Neste trabalho, as correntes catodicas (correntes originarias da reducéo
do analito) serdo apresentadas com sinal negativo, no hemisfério sul, e as
correntes anddicas (devido a oxidacdo do analito) como positivas, no hemisfério
norte. Além disso, o eixo dos potenciais torna-se mais positivo da esquerda para
a direita.

E importante ressaltar que a voltametria ocorre sob condi¢des de completa
polarizacéo de concentracdo. A polarizacdo é o desvio do potencial do eletrodo
de trabalho do seu valor tedrico previsto pela equacdo de Nernst quando da
passagem de corrente. Assim, a polarizacdo de concentracdo ocorre devido a

velocidade limitada de transferéncia de massa do analito do seio da solugdo para



44

a superficie do eletrodo, que pode ocorrer por difusdo, migragcao e/ou conveccao.
Quando esses eventos sao insuficientes para manter as espécies reagentes na
superficie do eletrodo (regido onde ocorre a transferéncia de elétrons entre
eletrodo e analito) e afastar o produto formado de maneira suficientemente rapida
para manter a corrente desejada, a corrente se torna limitada a valores menores
gue o previsto, de tal forma que um aumento no potencial aplicado a solugdo nao
€ mais capaz de aumentar a corrente medida. A corrente obtida nesta situacéo é
denominada de corrente limite (IL)(FATIBELLO-FILHO, 2022).

A corrente limite € diretamente proporcional a concentracdo do reagente
na solucéo, e o potencial na qual a corrente medida é igual a metade de ILé 0
potencial de meia-onda (Ei2). Esse potencial geralmente esta relacionado ao
potencial padrao para a semirreagdo de reducdo ou oxidagcdo que ocorre na
superficie do eletrodo, sendo, por isso, Util na identificacdo dos componentes de
uma solucéo (SKOOG et al., 2014).

A corrente gerada na voltametria pode ser faradaica, quando resultado do
processo de oxidacdo ou reducdo do analito na interface eletrodo-solucéao, ou
capacitiva, que é a corrente gerada na dupla camada eletrodo-solu¢éo devido ao
acumulo de elétrons na superficie do eletrodo. A corrente faradaica é proporcional
a concentracao do analito no seio da solucdo e recebe esse nome por obedecer
a Lei de Faraday (FATIBELLO-FILHO, 2022). Os ganhos instrumentais na
voltametria tém sido no sentido de minimizar a contribuicdo da corrente nao

faradaica sobre a corrente total medida, como sera visto mais adiante.

3.5.1.1. Voltametria de Varredura Linear

Na voltametria de varredura linear, o potencial do eletrodo de trabalho varia
linearmente com o tempo, sendo aumentado ou diminuido a uma velocidade
constante. O voltamograma resultante, geralmente, tem a forma de uma curva
sigmoidal. Pode ser de dois tipos: voltametria hidrodinamica, processo no qual a
solucéo é agitada ou o eletrodo permanece em rotacdo, e voltametria classica,
gue utiliza um eletrodo estacionario como eletrodo de trabalho. No primeiro caso,
0 reagente é conduzido a superficie do eletrodo predominantemente por
conveccgao, ao passo que no segundo o mecanismo de transporte de massa é
apenas por difusdo (FATIBELLO-FILHO, 2022). Portanto, as correntes limite
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(correntes de difusao) sao de uma ordem de grandeza menor quando comparado

a voltametria hidrodinamica.

3.5.1.2. Voltametria de Pulso Diferencial

Na voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés “Differential Pulse Vol-
tammetry”) ocorre a sobreposicédo de pulsos de amplitude fixa sobre uma rampa
de potencial crescente, como representado na Figura 10. O pulso pode ocorrer
sobre uma varredura linear (Figura 10 (a)), geralmente empregados em instru-
mentos analdgicos, ou sobre uma varredura em forma de escada (Figura 10 (b)),
método normalmente empregado em instrumentos digitais. Duas medidas de cor-
rentes sdo realizadas: uma imediatamente antes a aplicacdo do pulso, em Si, e
outra imediatamente ap6s o final do pulso, em S2. O voltamograma é construido
pela diferenca de corrente por pulso (Al = Is2 — Is1) em funcdo do aumento linear
da voltagem e apresenta-se sob a forma de uma gaussiana, sendo a altura do
pico diretamente proporcional & concentracéo do analito. O potencial de pico sera
aproximadamente igual ao potencial padrao da semirrea¢do do analito, podendo
ser utilizado na identificacao de espécies (SKOOG et al., 2014).

Ao realizar-se a leitura da corrente em dois pontos especificos do pulso, é
possivel minimizar os efeitos da corrente capacitiva. Na polarografia de pulso di-
ferencial, técnica voltamétrica que utiliza o eletrodo gotejante de mercurio (EGM)
como eletrodo de trabalho, essa corrente capacitiva € resultado do fluxo de elé-
trons oriundos da fonte que carrega a superficie de cada gota de mercurio quando
esta é formada, resultando em uma corrente pequena, porém continua, ja que
cada nova gota é carregada a medida em que se forma (FATIBELLO-FILHO,
2022).

Assim, no ponto inicial de aplicagdo do pulso (S1), ocorre tanto um acrés-
cimo da contribuicdo da corrente capacitiva na medida em que a carga na gota
aumenta com a aplicacdo do pulso, quanto um pico na corrente faradaica caso
uma espécie reativa esteja presente na camada do eletrodo. Entretanto, a cor-
rente capacitiva diminui exponencialmente, aproximando-se de zero ao final de
vida da gota (ponto S2), ao passo que a corrente faradaica decai em funcao do
inverso da raiz quadrada do tempo, uma vez que 0s mecanismos de difusao rea-

limentam a superficie do eletrodo (SKOOG et al.,, 2014). Dessa forma,
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desconsiderando o valor da primeira leitura de corrente da segunda, minimiza-se

a contribuicdo da corrente residual e eleva-se a sensibilidade da técnica.

Figura 10 - Sinais de excitacdo mais comuns para voltametria de pulso diferen-
cial. (a) pulso sobre varredura linear e (b) pulso sobre varredura em forma de es-
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Fonte: Adaptada de Skoog et al. (2006, p. 651).

3.5.1.3. Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés “Square-Wave Voltamme-
try”) € uma das técnicas voltamétricas mais sensiveis, com limite de detecgéo
comparavel a de técnicas cromatogréaficas e espectroscopicas. E também um mé-
todo analitico rapido, sendo que um voltamograma inteiro pode ser obtido em fra-
¢cOes de segundo a depender dos parametros empregados (SCHOLZ, 2010).

Nessa técnica, o sinal de excitacao € obtido superpondo-se uma sequéncia
de pulsos de potencial de amplitude AEq a um sinal na forma de escada, com
incremento de potencial (ou “degrau” de potencial) AEs, sendo a largura de cada
incremento de potencial igual ao periodo de aplicagcéo do pulso (t). Valores usual-
mente empregados para t, incremento de potencial (AEs) e amplitude de pulso séo
5 ms, 10 mV e 50 mV, respectivamente (FATIBELLO-FILHO, 2022). Duas medi-
das de corrente sao realizadas: uma ao final do pulso direto, quando a dire¢ao do
pulso é igual a direcdo da varredura (ponto 1), e outra no sentido inverso (ponto
2), onde a direcéao do pulso e da varredura séo contrarios. Assim como na volta-
metria de pulso diferencial, o objetivo da dupla medicéo de corrente € corrigir a

contribuicdo da corrente capacitiva. A sobreposicado dos sinais de escada e de
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pulso e, consequentemente, o sinal de excitacdo de uma onda quadrada, assim

como 0s pontos supracitados, pode ser visto na Figura 11.

Figura 11 - (a) sinal em forma de escada, (b) pulso e (c) sinal de excitagédo de
onda quadrada, resultante da juncéo dos sinais de (a) e (b)
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Fonte: Adaptada de Skoog et al. (2006, p. 653).

O voltamograma € construido pela diferenca da corrente nos dois pontos
versus a variacao de potencial aplicado, sendo essa diferenca diretamente pro-
porcional & concentracéo do analito. A corrente medida no sentido de varredura
direta (por exemplo, na direcdo de menores potenciais, varredura catodica) é a
corrente catodica (i1), resultante da reducdo do analito, ao passo que a corrente
obtida no sentido inverso é resultado da oxidacdo do produto formado no pulso
direto, sendo, portanto, a corrente anddica (iz). Como a corrente resultante é a
diferenca das correntes diretas e inversas, quanto maior a contribuicdo da cor-
rente inversa, maior a intensidade da corrente de pico e maior a sensibilidade da
SWV. Logo, essa técnica € mais sensivel para reacdes reversiveis, podendo essa
sensibilidade ser até duas vezes maior que aquela observada para um sistema
irreversivel (SCHOLZ, 2010).

3.5.1.4. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (CV, do inglés “Cyclic Voltammetry”) € uma técnica

eletroquimica muito utilizada no estudo de reacfes redox e na deteccdo de
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intermediarios de reacdo, sendo muito Util na producdo de informacdes qualitati-
vas sobre processos eletroquimicos sob diferentes condi¢des. Entretanto, ndo €
frequentemente utilizada em analises quantitativas devido a sua menor sensibili-
dade em comparacdo com as técnicas pulsadas DPV e SWV (FATIBELLO-FILHO,
2022).

Na CV o eletrodo de trabalho estacionario € mantido em uma solucao em
repouso, de forma que a transferéncia de massa ocorra somente por difuséo. Con-
comitantemente € feita a varredura linear de potencial no sentido direto e, em se-
guida, no sentido inverso, como pode ser visto na Figura 9 (d), sendo a corrente
medida em ambos os sentidos de varredura. Os potenciais na qual a inversao
ocorre sdo denominados potenciais de inversdo e sdo escolhidos de forma que se
possa observar os demais processos redox e reversibilidade do processo obtido
no sentido direto (oxidacao ou reducéo). A depender da composi¢cdo da amostra,
a varredura inicial pode ser no sentido positivo ou negativo e o ciclo pode ser
parcial ou completo, e até mesmo repetido diversas vezes (SKOOG et al., 2014).

O voltamograma de corrente versus potencial pode apresentar picos de
corrente anddica no hemisfério norte, correspondente a reacdes de oxidacdo de
uma espécie, e picos de corrente catddica no hemisfério sul, relativo a reducéo de
espécies intermediarias ou do produto gerado na varredura anterior que ainda es-
tejam proximos a superficie do eletrodo. As correntes de pico sédo proporcionais a
concentracdo das espécies reduzida/oxidada e quando a reacgdao for reversivel, 0s
picos anddico e catddico serdo aproximadamente simétricos, com razdo entre a
intensidade de corrente de pico anddica e catédica (razdo Ipa/lpc) igual a 1
(SCHOLZ, 2010).

A titulo de ilustracdo, um voltamograma obtido para uma solucdo de
K4Fe(CN)s/KsFe(CN)s 1,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L™" sujeito a um sinal de
excitacdo ciclico pode ser observado na Figura 12. A varredura direta é feita de
-0,2 V a +0,7 V. Em aproximadamente +0,1 V surge uma corrente anddica em
virtude da oxidagao dos ions ferrocianeto (Fe(CN)64-) a ferricianeto (Fe(CN)63-).
Em aproximadamente +0,28V, tem-se o0 potencial de pico anddico, Epa. No pico
tem-se duas componentes de corrente: uma relacionada a transferéncia de carga
entre o analito e o eletrodo, necesséria para ajustar a concentragcédo de analito na
superficie do eletrodo a sua condicdo de equilibrio, e a segunda governada por

difusdo. A primeira decai imediatamente (do ponto A a B), enquanto a segunda
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continua a existir enquanto houver ferrocianeto e potenciais suficientes para
provocar sua oxidacdo. Observa-se, entdo, que embora a varredura tenha
invertido sua direcao no ponto C, a corrente ainda continua a ser anddica (gerada
pela oxidacdo do ferrocianeto), até atingir seu valor zero em aproximadamente
+0,3 V. A corrente catddica que surge a partir desse ponto deve-se a reducao do
ferricianeto a ferrocianeto. Em aproximadamente +0,19 V tem-se o potencial de
pico catodico, Epc. A corrente diminui conforme o ferricianeto € consumido na

reacao.

Figura 12 - Voltamograma ciclico obtido para solucédo de KaFe(CN)s/KsFe(CN)s
1,0 mmol L™" em KCI 1,0 mol L™". Eletrodo de carbono vitreo (diametro = 3,0
mm) empregado como eletrodo de trabalho
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Fonte: Silva et al. (2014)

A diferenca entre os potenciais de pico anddico e catédico (AEp = Epa— Epc)
deve ser inferior a 0,0592/n para que a reagéo seja considerada reversivel, sendo
n o namero de elétrons envolvidos na semirreacdo redox. Embora em determina-
das velocidades de varredura uma reacao redox possa parecer reversivel, o au-
mento de velocidade pode elevar os valores de AE, para valores superiores a
0,0592/n, sendo este um aspecto caracteristico de reagdes irreversiveis (SKOOG
et al., 2014).
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A voltametria ciclica € geralmente a primeira técnica empregada na inves-
tigacdo de uma solucdo que contém espécies eletroativas, no intuito de revelar a
presenca de intermediarios de reacdes redox e elucidar mecanismos redox. Um
dos eletrodos de trabalho mais empregados em CV e nos diferentes tipos de me-
didas voltamétricas discutidas € o de platina. Eletrodos também amplamente utili-
zados séo os de filme fino de mercurio, carbono vitreo, ouro, grafite e pasta de
carbono (SKOOG et al., 2014), além dos eletrodos quimicamente modificados,

mais bem detalhados a seguir.

3.5.2. Eletrodos de trabalho empregados em voltametria

Os eletrodos empregados em voltametria sdo geralmente pequenos, com
areas geométricas de alguns milimetros quadrados (FATIBELLO-FILHO, 2022).
Um dos tipos mais comuns é o eletrodo de disco plano, na qual um material
condutor e quimicamente inerte, tal como platina, ouro, carbono vitreo, grafite
pirolitico ou um metal recoberto com filme fino de mercurio na forma de disco é
preso em um tubo de material isolante e inerte quimicamente, como o Teflon
(SKOOG et al., 2014). Um fio condutor conecta o material de eletrodo ao circuito
externo do equipamento.

A faixa de potencial de trabalho desses eletrodos depende, além do
material utilizado, da composicéo do eletrélito suporte, como observado na Figura
13. Pode-se observar que o eletrodo de mercurio é capaz de suportar potenciais
negativos relativamente altos, um dos motivos pelas quais ele € amplamente
explorado para deteccdo de analitos de interesse via processos catddicos. Os
eletrodos de mercurio existem nas formas de um filme fino de Hg depositado sobre
a superficie de um metal, de eletrodo de gota pendente de mercurio (EMGP) e
eletrodo gotejante de mercuario (EGM) (FATIBELLO-FILHO, 2022). Nos dois
ultimos casos, o eletrodo consiste em um reservatorio de mercurio conectado a
um tubo capilar muito fino. Assim, gotas de mercurio de diametro na ordem de
milimetros e bastante reprodutiveis sdo formadas em pequenos intervalos de

tempo, de forma que uma superficie metélica nova é formada a cada gota.
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Figura 13 - Faixa de potencial de trabalho para eletrodos de platina, mercurio e
carbono vitreo em varios tipos de eletrélito suporte

H,SO, 1 mol L (Pt)
Pt — Tampao pH 7 (Pt)
NaOH 1 mol L' (Pt)
= H,SO, 1 mol L' (Ag)
KCI 1 mol L' (Ag)

k=] NaOH 1 mol L' (Ag)

- Et,NOH 0,1 mol L-(Hg)
c { HCIO, 1 mol L' (C)

KCI 0,1 mol L (C)
+3 ’+2 +1 0 ‘.1 _‘2 3

E,V vs.ESC

Fonte: Adaptado de Skoog et al. (2006, p.633).

O EGM apresenta caracteristicas que o fizeram ser o eletrodo mais ampla-
mente utilizado nos primeiros anos da voltametria, tais como: superficie metalica
gerada continuadamente, tornando-o livre de comportamentos irregulares gera-
dos pela deposicao de impurezas ou a adsorcéo do produto gerado, como ocorre
nos eletrodos metalicos solidos e correntes reprodutiveis e constantes geradas
guase que imediatamente apés ajuste do potencial aplicado. Entre as desvanta-
gens esta a facilidade de oxidacdo do Hg, limitando a faixa de potenciais anédicos
gue pode ser empregada, a formacao de corrente residual ndo faradaica, que a
baixas concentracfes de reagente pode ser maior que a corrente de difuséo, pos-
sibilidade de apresentar problemas de entupimento capilar e elevada toxicidade
do mercurio (SKOOG et al., 2014).

Essas limitagBes tém contribuido para o aumento da utilizacéo de eletrodos
de discos planos em detrimento do EGM, sobretudo os eletrodos quimicamente
modificados (EQM), que tem se tornado uma area de pesquisa muito ativa da
eletroquimica. As modificacdes podem ocorrer por adsor¢ao, ligacao covalente ou
aprisionamento em gel de um substrato a superficie de um eletrodo de forma irre-
versivel (SKOOG et al., 2014). Os biossensores com enzimas imobilizadas com-

pdem outro exemplo de EQM.
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4. METODOLOGIA

4.1. Reagentes, Amostras e Instrumentagéo

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e todas as solucdes
aquosas preparadas utilizando-se agua ultrapura (com resistividade elétrica ndo
inferior a 18 MQ cm) coletada de um sistema de purificagéo de agua Millipore Milli-
Q.

O ché preto utilizado na sintese das nanoparticulas de prata foi adquirido no
comércio local (marca Cha& Ledo®) e o Carbon Black foi do tipo
VULCAN®VXC72R, gentilmente fornecido pela Cabot Corporation Company.
Para o preparo da amostra de urina sintética, foram utilizados 0,7307 g de NaCl;
0,4003 g de KCI; 0,2802 g de CaCl.2H20; 0,5606 g de Na2SOs; 0,3500 g de
KH2PO4; 0,2503 g de NH4Cl e 6,2500 g de ureia. Todos 0os componentes quimicos
foram dissolvidos completamente com tampéao fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0),
transferido para um baldo volumétrico de 250 mL e o volume completado com o
mesmo tampao.

Para as medidas eletroquimicas foi utilizada uma célula eletroquimica de trés
eletrodos e compartimento Unico, com o eletrodo de carbono vitreo modificado
como eletrodo de trabalho, um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™") como
eletrodo de referéncia e uma folha de Pt (area aproximada de 1 cm?) como
eletrodo auxiliar. As medidas voltamétricas foram conduzidas em um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 128 N (Metrohm) gerenciado pelo software
Nova (Verséao 2.1.5).

As medidas de pH foram feitas empregando-se um pHmetro Tecnopon
(modelo Mpa-210 MS), equipado com um eletrodo combinado de vidro (eletrodo
de referéncia externo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™)).

O agitador magnético com aquecimento utilizado na sintese das
nanoparticulas foi da marca Solab, modelo SL91, e a balanca analitica da marca
Mettler Toledo, modelo AB204-S.

A caracterizacdo dos materiais por Espectrofotometria de Absorcéo Molecular
na regido UV/Vis foi realizada utilizando um espectrofotémetro de absorgéo
molecular da marca Agilent, modelo 8453, e uma cubeta de quartzo com caminho

otico de 10 mm. Para caracterizacdo morfolégica dos materiais, analises de



53

microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram realizadas em um microscopio
eletrdnico de varredura JEOL, modelo JSM-6010LA.

4.2. Sintese de AgNPs por via verde

O extrato de cha preto (Camellia Sinensis) foi utilizado como agente redutor e
estabilizador na sintese das nanoparticulas de prata. Para a obtencéo do extrato
a partir das folhas da planta triturada adquirida na forma de sachés em comeércio
local e posterior sintese de AgNPs, foi utilizado a metodologia proposta por Sun
et al. 2013 (SUN, Qian et al., 2014), com adaptacdes. O esquema de obtencao do
extrato de cha preto e sintese das nanoparticulas de prata pode ser visualizado

na Figura 14.
Figura 14 — Esquema de extracdo do cha preto e sintese das nanoparticulas de

prata

3 8 gramas

3 de cha
- preto

R Diluigédo
25°C (20% v/v)
/ Extrato diluido
W
14,25 mL i 750 L
extrato | AgNO; ¢
diluido — s 10 mmol L™ . -
- 2 horas j
Agitagao )
constante Suspensido

de AgNPs

Fonte: Meireles (2023)

Para obtencdo do extrato de cha preto, 8 gramas do cha de Camellia
Sinensis foram transferidos para um béquer de 400 mL, inspecionado visualmente
para a retirada de impurezas grosseiras e adicionados 200 mL de agua ultrapura.
O conteudo foi deixado sob aguecimento a 150 °C por 5 minutos sob agitacédo
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magnética constante ap0s iniciada a fervura. Apds esse tempo, o material foi
deixado resfriar até atingir a temperatura ambiente e filtrado a vacuo. Foram
transferidos 50 mL do filtrado para um baldo volumétrico de 250 mL e completados
com agua ultrapura, formando assim extrato de ch& preto diluido (diluicdo: 20%
vIV).

Na etapa de sintese de AgNPs,14,25 mL do extrato diluido foram
transferidos para um béquer de 50 mL e gotejados 750 pL de AgNO3 10 mmol L™
com o auxilio de uma pipeta de Pauster. A solucdo foi deixada sob agitacédo
constante a temperatura ambiente por 2 horas, formando assim a dispersao
contendo AgNPs. A intensificacdo da coloragéo castanha em solucao foi indicativa

da formacédo das nanopatrticulas.

4.3. Preparo do eletrodo quimicamente modificado

Foi utilizado como eletrodo base um eletrodo de carbono vitreo (GCE), com
didametro de 3,0 mm. Antes de ser modificado, sua superficie foi cuidadosamente
limpa e polida. O polimento foi realizado utilizando pasta de alumina 1 uM por 5
minutos, seguido de enxague exaustivo com agua ultrapura. O procedimento de
limpeza foi realizado por meio da ultrassonificagdo da superficie do eletrodo em
etanol por 3 minutos e, finalmente, em agua destilada por mais 3 minutos. Esse
procedimento de ultrassonificacdo foi realizado para remover residuos de
reagentes que possivelmente ndo foram completamente removidos durante o
polimento da superficie do GCE, especialmente quitosana, que é bastante
aderente a sua superficie.

As etapas de preparo do eletrodo modificado encontram-se organizadas na
Figura 15. Inicialmente uma suspenséo aquosa contendo CB, AgNPs e quitosana
foi preparada por meio da adi¢cdo de 1,0 mg de CB em um microtubo de 2 mL de
volume, seguido do acréscimo de 400 pL de quitosana (Ch) 0,2 % (m/v)
(previamente preparada em acido acético 1,0 % (v/v)), 400 uL de epicloridrina
(ECH, do inglés “Epichlorohydrin”) 0,25% (m/v) (previamente preparada em NaOH
0,01 mol L™), este Gltimo sendo o agente reticulante da quitosana, e 200 pL da
suspensao de AgNPs previamente sintetizadas por via verde. Para completa
homogeneizagéo, a mistura foi mantida em banho de ultrassom por 1 hora, tendo

sido obtida, apds esse tempo, uma dispersao de cor negra homogénea e estavel.
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Para modificacéo do eletrodo, 6 pL dessa disperséo foram gotejados com o auxilio
de uma micropipeta sobre a superficie do eletrodo, e o solvente deixado evaporar
sob aquecimento fornecido por uma lampada de infravermelho (IV) por
aproximadamente 25 minutos. Esse eletrodo modificado foi denominado AgNPs-
CB-Ch/GCE.

Para efeitos de comparacdo, uma segunda dispersdao aquosa contendo
apenas CB e Ch foi preparada pela substituicdo de 200 pyL da suspenséo de
AgNPs por 200 pL de agua ultrapura, seguido pelos demais procedimentos de
preparacao citados anteriormente. O eletrodo modificado por essa dispersao foi
denominado CB-Ch/GCE. Tal procedimento possibilitou a obtencdo de um filme
livre de AgNPs sobre a superficie do GCE e, assim, a obtencdo de uma
comparacao da resposta eletroquimica entre os dois eletrodos modificados. As
duas dispersdes foram mantidas em estoque por alguns meses, e submetidas ao
banho ultrassom por 5 minutos a cada vez que foram reutilizadas para garantir a

completa homogeneizacdo de seus constituintes.

Figura 15 - Esquema do preparo do eletrodo quimicamente modificado

//. o 7//./\‘ 5
/.. \. /." e \,.
'* o | /:/ ° /f/.%
Carbonblack + Ch*+ ECH*+AgNPs = = ‘Ar;%‘ )
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/ /
)’ e k,54'»—4./.,,/

v

4
Ultrassom, 60 min ’ 6 uL @Secagem, 20-25mi
GCE

GCE modificado

*400 pL de Ch (0.2% m/v) Q.. 's/,\’*)
**400 pL de ECH (0.25% m/v) o® KL
***200 pL de suspensdo de AgNP  Carbon black AgNPs Quitosana

Fonte: Adaptada de Silva et al. (2014).

4.4. Caracterizagcao dos materiais

As nanoparticulas de prata sintetizadas por via verde foram caracterizadas

por microscopia eletronica de varredura (MEV) e por espectrofotometria molecular
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na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis); e as nanoparticulas de CB foram
caracterizadas por MEV. Para a caracterizacdo das AgNPs por UV-Vis, a
dispersédo contendo AgNPs sintetizadas conforme o procedimento descrito na
secao 4.2 foi diluida 10 vezes e a varredura do espectro foi feita no intervalo de
comprimento de onda de 190 a 1100 nm. Para efeitos de comparac¢do, 0 mesmo
foi feito para o extrato de cha preto diluido.

Ja a caracterizacédo eletroquimica do sensor foi realizada por meio da
sonda redox de hexacianoferrato (ll/lll) de potassio ([Fe(CN)e]*7#) na
concentracédo de 7,5 x 1074 mol L™ preparada em solucédo de KCI 0,1 mol L™, a

uma velocidade de varredura de 50,0 mV s .
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizagcédo dos materiais

5.1.1. Espectrofotometria UV-Vis

Com a finalidade de averiguar a eficiéncia de sintese das nanoparticulas
de prata utilizando extrato de cha preto como agente redutor e estabilizador, foi
realizada a caracterizacdo por espectrofotometria de absorcdo molecular no UV-
Vis para o extrato de cha diluido e para a dispersdo de AgNPs formada. Os
espectros obtidos, na faixa de comprimento de onda de 300 a 460 nm, estédo

reportados na Figura 16.

Figura 16 - Espectros UV-Vis obtidos para extrato de ché& preto diluido e
dispersédo contendo AgNPs

—— AgNPs
—— Extrato de cha preto

Absorbancia (u.a.)

315 350 385 420 455
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Meireles (2023).

No espectro das AgNPs pode-se observar as bandas de ressonéancia de
plasmon de superficie (RPS) na faixa de comprimento de onda em torno de 400
nm, em conformidade com valores encontrados por outros autores: Brito et al.
(2022), em seu trabalho de sintese de AgNPs com extrato de Mimosa tenuiflora
encontrou valores para RPS de AgNPs em A =420nm; Dias et al (2021) encontrou
A =416 nm em seu trabalho de sintese utilizando extrato de Podocarpus lambertii;
e Dada et al. (2019) observou picos estaveis de RPS em 450 nm em seu trabalho
de sintese de AgNPs por extrato de Acalypha wilkesiana. Assim, o resultado
encontrado demonstra um sinal de redugédo dos cétions Ag* em nanoparticulas,

confirmando a capacidade redutora do extrato de Camellia sinensis.
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O efeito de RPS ocorre devido a oscilagdo coletiva dos elétrons livres
provenientes das bandas de conducdo e das camadas de valéncia das
nanoparticulas em ressonancia com a onda de luz incidente. Devido a isso,
autores como Dada et al. (2019) relatam que a mudanca de coloracao da mistura
para castanho € um indicativo da formacdo de nanoparticulas de prata. Nesse
trabalho, foi possivel observar essa mudanca de coloracédo apds a sintese das

AgNPs, conforme apresentado pelas fotografias da Figura 17.

Figura 17 - Mudanca de coloracdo observada apdés a sintese de
nanoparticulas. Lado esquerdo: dispersédo de AgNPs em fator de diluicdo de 10,
50 e 100; lado direito: extrato diluido em fator de diluicdo de 10, 50 e 100, antes

de serem submetidas a analise de espectrofotometria UV-Vis

Fonte: Meireles (2023).
5.1.2. MEV

A andlise morfologica dos materiais foi realizada por microscopia eletrénica
de varredura. Nas Figuras 18 (a) e (b) sdo mostradas imagens de MEV para CB
e AgNPs, respectivamente. E possivel observar, na Figura 18 (a), o perfil
morfolégico tipico de CB, consistindo em nanoparticulas com diametro variavel
entre 10 e 50 nm que se aglomeram formando agregados de tamanho superior.
J& na Figura 18 (b) podemos observar a presenca de pontos brancos esféricos,
sugerindo a presenca de AgNPs. As demais estruturas morfolégicas observadas
derivam de componentes do extrato vegetal. Sugere-se que em trabalhos futuros
sejam realizadas andlises de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) para
efetiva confirmacdo que tais pontos brancos tratam-se efetivamente de

nanoparticulas de prata.
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Figura 18 - Imagens de MEV obtidas para (a) CB e (b) AgNPs

Fonte: Meireles (2023).

5.1.3. Voltametria Ciclica

A confirmacdo da presenca de AgNPs no filme fino formado sobre a
superficie do eletrodo preparado segundo o procedimento experimental descrito
na secdo 4.3 também foi realizada por voltametria ciclica. Para tanto, os
voltamogramas obtidos utilizando dos eletrodos de trabalho CB-Ch/GCE e
AgNPs-CB-Ch/GCE em KCI 0,1 mol L™ como eletrélito suporte, sem adicéo de

analito, foram comparados, e encontram-se reportados na Figura 18.

Figura 19 - Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando CB-Ch/GCE e AgNPs-CB-
Ch/GCE em KCI 0,1 mol L™". v=100 mV s

45{——CB-Ch/GCE
—— AgNPs-CB-Ch/GCE
30- (\
< 151 )
——— O_
_1 5 il

04 00 04 08 12
(E vs. Ag/AgCI) / V

Fonte: Meireles (2023).
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O eletrodo modificado com AgNPs apresentou um pico anédico por volta
de +0,1 V, destacado por meio do circulo vermelho na Figura 19, e um pico
catédico menor, por volta de —0,1 V, ambos ausentes para o eletrodo modificado
apenas com CB. O pico anddico observado representa a oxidagdo de Ag® em Ag*
e, portanto, confirma a presenca de AgNPs na superficie do sensor. Ja o pico
catddico pode ser associado ao processo inverso, ou seja, a reducao de Ag* em
Ag°. Resultados semelhantes foram encontrados por Anshori et. al. (2021) em seu

trabalho empregando f-MWCNT-AgNPs/GCE na deteccdo de dopamina.

5.2. Caracterizacéao eletroquimica do sensor

A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos modificados foi realizada
empregando-se sonda redox de hexacianoferrato (lI/lll) de potassio
([Fe(CN)e]**). Para tanto, uma solucdo estoque da sonda eletroquimica
Fe(CN)e>/Fe(CN)s*~ foi previamente preparada na concentracédo de 0,1 mol L™,
e um volume adequado adicionado a solucéo de eletrdlito suporte.

Inicialmente, cada um dos trés eletrodos (GCE nao-modificado, CB-
Ch/GCE e AgNPs-CB-Ch/GCE) foi submetido, individualmente, a um experimento
de voltametria ciclica utilizando como eletrélito suporte solugdo de KCI 0,1 mol L™
e como analito o par redox Fe(CN)s*73~ na concentracdo de 7,5 x 10™* mol L™, a
uma velocidade de varredura de 50,0 mV s™'. Os voltamogramas ciclicos obtidos
podem ser observados na Figura 20. Com esse experimento foi possivel identificar
melhoria no comportamento eletroquimico do eletrodo apés as modificacBes
propostas.

Em todos os casos, picos anddicos e catddicos distintos e bem definidos
podem ser observados para o processo de oxi-redugdo reversivel do par redox
[Fe(CN)s]>74~. Entretanto, mudancas significativas podem ser observadas em
termos de intensidade de corrente de pico anddica (lpa) e catodica (lpc) €
separagao de picos (AEp) quando os diferentes eletrodos de trabalho foram
utilizados. Apos a modificacdo do eletrodo de trabalho com CB em filme de
guitosana, a intensidade das correntes de pico anodica e catddica duplicaram em
relacéo ao eletrodo ndo-modificado, e o valor de AEp diminuiu em 46 mV, ao passo
gue a modificacdo do eletrodo com CB e nanoparticulas de prata quadriplicou os
valores de Ipa € Ipc em relagéo ao eletrodo ndo-modificado e reduziu o valor de AEp
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em aproximadamente 17 mV. O aumento das correntes de pico e a diminui¢cao da
separacao dos potenciais de pico podem estar atribuidos ao aumento da area
eletroativa e melhoria da taxa de transferéncia de elétrons promovidos pela

presenca dos agentes modificadores.

Figura 20 - Voltamogramas ciclicos obtidos usando GCE, CB-Ch/GCE e AgNPs-
CB-Ch/GCE para KsFe(CN)s 7,5 x 10 mol L™" em KCI 0,1 mol L™". v =50 mVs™

40 —— GCE
—CB-Ch/GCE
—— AgNPs-CB-Ch/GC
201
< o
-20
401

04 00 04 08
(E vs. Ag/AGCI) / V

Fonte: Meireles (2023).

Em seguida, com o objetivo de verificar se houve aumento da area
eletroativa com a modificacdo da superficie do eletrodo, diferentes experimentos
de voltametria ciclica foram realizados variando a velocidade de varredura de
potencial de 10 mV s™' a 150 mV s™'. Os voltamogramas obtidos podem ser
visualizados nas Figuras 21 (a)-(c), para o eletrodo ndo-modificado, CB-Ch/GCE
e AgNPs-CB-Ch/GCE, respectivamente. Como pode ser observado, as correntes
de pico anddica e catdédica aumentaram periodicamente apds cada incremento de
velocidade de varredura de potencial, resultando em graficos fortemente lineares
de corrente de pico de anddica por raiz quadrada da velocidade de varredura (lpa
vs. v2) como pode ser visto na Figura 21 (d). Esse comportamento linear entre
lp e V2 é esperado para processos redox controlados somente por transporte de

massa por difusdo, de acordo com a equacao de Randles-Sevcik:

lp = £(2,69 x 105)n32ADY2Cy12 Eq. (1)
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Figura 21 - Voltamograma ciclicos obtidos utilizando (a) GCE, (b) CB-Ch/GCE e
(c) AgNPs-CB-Ch/GCE para KzFe(CN)s 7,5 x 10 mol L' em KCI 0,1 mol L™
em diferentes velocidades de varredura (10 mV s™' — 150 mV s™). (d) Graficos

de Ipa vs. V12 obtidos para GCE, CB-Ch/GCE e AgNPs-CB-Ch/GCE,
representados conforme escala de cores
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Fonte: Meireles (2023).

Na equacdo (1), I, € a corrente de pico anddica ou catédica, n é o niumero
de elétrons envolvidos na equacédo redox, A a area eletroativa, D o coeficiente de
difusdo, C a concentracdo da espécie eletroativa e v2 a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial. Assim, em um grafico de Ip vs. v¥?, o
coeficiente angular da reta esta diretamente relacionado a area eletroativa. Ao
alterar o eletrodo utilizado nos experimentos de voltametria ciclica, mantendo a
mesma concentracdo da sonda redox e mesmo eletrolito suporte, pode-se inferir
gue o unico fator responséavel pelo aumento da inclinacdo da curva € o aumento
da area eletroativa. Sendo assim, conclui-se, a partir da Figura 21 (d), que a area
eletroativa do eletrodo AgNPs-CB-Ch/GCE foi maior que a do eletrodo CB-
Ch/GCE, pois apresentou maior coeficiente angular, que por sua vez foi maior que
o eletrodo ndo-modificado, de menor coeficiente angular. O aumento da area é
desejado no preparo de sensores eletroquimicos modificados, uma vez que este

efeito geralmente esta associado a uma maior intensidade do sinal de corrente e
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sensibilidade.

5.3. Resposta eletroquimica da ciprofloxacina

A resposta eletroquimica da CIP foi investigada por experimentos de
voltametria ciclica utilizando inicialmente como eletrélito suporte tampao fosfato
0,1 mol L™" (pH = 7,0) na presenca de CIP na concentracéo de 4,9 x 10™# mol L™,
e uma velocidade de varredura de potencial de 50 mV s™'. Para efeitos
comparativos, a eletroatividade da CIP foi testada para o eletrodo ndo-modificado,
CB-Ch/GCE e AgNPs-CB-Ch/GCE. Os voltamogramas ciclicos obtidos podem ser

visualizados na Figura 22.

Figura 22 - Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando diferentes eletrodos de
trabalho (GCE, CB-Ch/GCE e AgNPs-CB-Ch/GCE) em solucao tampéo fosfato
0,1 mol L™t (pH = 7,0), contendo 4,9 x 10™* mol L™" CIP. v=50 mV s™’

12041—GCcE
|—— CB-Ch/GCE
901 — AgNPs-CB-Ch/GCE

00 04 08 1,2
(E vs. Ag/AgCl) /1 V
Fonte: Meireles (2023).

A partir dos voltamogramas da Figura 22, foi possivel notar a presenca de
um pico de oxidagdo em aproximadamente +0,9 V durante a varredura anddica
de potenciais e a auséncia do pico de reducdo equivalente apos a inversdo da
direcdo de varredura de potenciais, para todos os trés eletrodos. Esses resultados
sugerem que a molécula de ciprofloxacina sofre um processo de oxidac&o
irreversivel. Além disso, nota-se um aumento do sinal analitico para os eletrodos
modificados, CB-Ch/GCE e AgNPs-CB-Ch/GCE. Em termos quantitativos, a
corrente de pico anddica aumentou 7 vezes para o eletrodo CB-Ch/GCE e
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aproximadamente 9 vezes para o eletrodo AgNPs-CB-CTS/GCE, em relacdo ao
eletrodo de trabalho ndo-modificado. O aumento significativo do sinal analitico
obtido utilizando CB e AgNPs como modificadores do eletrodo de trabalho
sugerem que esses materiais possuem um forte potencial para serem utilizados
na deteccao voltamétrica de CIP, além de comprovarem o efeito sinérgico desses
dois nanomateriais.

A estrutura quimica da ciprofloxacina foi apresenta no topico 3.1 (Figura 1).
O pico de oxidacdo da CIP observado na varredura anodica € atribuido a
desprotonacao do radical piperazinico na posicdo 7 desta fluoroquinolonas. A
oxidacdo ndo acontece no grupo carboxilico e na regido aromatica por serem

regides mais estaveis devido a alternancia de ligacdes duplas.

5.3.1. Estudo do efeito do pH

O efeito do pH do eletrdlito suporte na resposta voltamétrica da CIP foi
avaliado utilizando solucdes de tampéao fosfato 0,1 mol L™* com pH variando de
2,0 a 10,0, na presenca de CIP 4,9 x 10™* mol L™, e usando AgNPs-CB-Ch/GCE
como eletrodo de trabalho. Os voltamogramas ciclicos obtidos podem ser
observados na Figura 23. A melhor condicao de pH foi escolhida como aquela que
forneceu a maior intensidade de corrente de pico. O grafico de Ip vs. pH esta
presenta na Figura 24.

Assim, para prosseguir nos experimentos com CIP, foi escolhido o tampéo
fosfato 0,1 mol L™ com pH 2,0, ja que nesse valor de pH a CIP apresentou maior
corrente de pico e, portanto, maior atividade. Isso acontece porgue em meios
acidos, sobretudo em valores de pH abaixo de 4, ha predominancia da espécie
positiva da CIP, com os grupos aminos protonados. Uma vez que o pico anddico
€ atribuido a desprotonacao do grupo amina, valores baixos de pH facilitam as
reacOes de oxidacdo. A distribuicdo as espécies de CIP de acordo com o pH do

meio reacional pode ser visualizado na Figura 25.
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Figura 23 - Voltamograma ciclicos obtidos utilizando AgNPs-CB-Ch/GCE como
eletrodo de trabalho em tampéo fosfato 0,1 mol L-1, contendo 4,9 x 10—4 mol
L-1 CIP em diferentes condi¢des de pH
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Fonte: Meireles (2023).

Figura 24 - Grafico de Ip vs. pH utilizando AgNPs-CB-Ch/GCE como eletrodo de
trabalho em tampéao fosfato 0,1 mol L™" (pH variando de 2,0 a 10,0), contendo
4,9 x 10-4 mol L-1 CIP. v=50 mV s’

pH
Fonte: Meireles (2023).
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Figura 25- Distribuicdo de espécies de CIP em funcéo de pH
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Fonte: Adaptado de Roca et al. (2015).

5.3.2. Estudo do efeito da velocidade de varredura

O efeito da velocidade de varredura de potencial na resposta da CIP foi
avaliado variando esse parametro de 10 a 150 mV s™! em diferentes experimentos
de voltametria ciclica. Os voltamogramas obtidos podem ser visualizados na
Figura 26 (a). Para tanto, os experimentos foram realizados utilizando tampé&o
fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) como eletrdlito suporte contendo 4,9 x 10~ mol L™ de
CIP e AgNPs-CB-Ch/GCE como eletrodo de trabalho. Como pode ser visto, o
incremento da velocidade de varredura provocou um aumento na corrente de pico.
Assim, os graficos do logaritmo decimal da corrente de pico versus o logaritmo
decimal da velocidade de varredura de potenciais (log Ip vs. log V), de corrente de
pico versus a velocidade de varredura de potencial (Ip vs. v) e de corrente de pico
versus a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (Ip vs. v¥?) foram
construidos e estes encontram-se organizados nas Figuras 26 (b), (c) e (d),
respectivamente. O objetivo foi verificar qual fendmeno predominou no controle
do processo de transferéncia de elétrons. Para o grafico de log Ip vs. log v, a
relacao foi linear e o coeficiente angular foi de 0,58, valor entre os valores teoricos
de 0,5, reportado para um processo redox controlado apenas por transporte de
massa por difuséo, e 1,0, tipico para um processo redox governado por adsor¢ao.
Como pode ser visto, apenas o grafico de Ip vs. v12 apresentou uma relagao linear,

indicando que o processo redox do analito foi controlado predominantemente por
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difuséo, ao passo que o grafico de Ip vs. v ndo apresentou uma relacao linear. A
equacao de regressao linear e coeficiente de correlacdo linear obtidos para a
curva lp vs. v¥2 foram:

lp/ A==5,9 x 1076 + 4,15 x 1076 v12 ] (V12 g712) = 0,997 Eq. (2)

Figura 26 - (a) Voltamogramas ciclicos obtidos a diferentes velocidades de
varredura (10 mV s, 20mVvV s™, 30 mV s, 40 mV s, 50 mV s, 75 mV
s71,100 mV s™' e 150 mV s~') em tampao fosfato 0,1 mol L' (pH = 2,0). Gréficos
de (b) log Ip vs. log v, (c) Ip vs. v e (d) Ip vs. V12
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Fonte: Meireles (2023).

5.4. Otimizacgéo dos parametros da SWV

Nessa etapa foi estudada a influéncia dos parametros da técnica de
voltametria de onda quadrada sobre a resposta eletroquimica do antibiético. Os
parametros sujeitos a otimizacado foram frequéncia, amplitude e incremento de
potencial. Os valores 6timos foram selecionados como aqueles que forneceram
uma maior corrente de pico e com perfil voltamétrico bem definido. Esses valores

encontram-se na Tabela 3, bem como as faixas estudadas para cada parametro.
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Tabela 3 - Otimizacao dos parametros de SWV para determinacéo de CIP na
concentracéo 4,9 x 10™* mol L™’

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
Frequéncia, f (HZ) 10-80 70 Hz
Amplitude, a (mV) 10-100 90 mV

Incremento de potencial,

AE, (mV) 1-5 5mV

5.5. Determinagé&o de CIP por SWV

Empregando-se os parametros otimizados a partir de todos os estudos
discutidos anteriormente, a curva analitica para o antibiético CIP foi construida
utilizando-se o eletrodo modificado AgNPs-CB-Ch/GCE e a técnica voltamétrica
de SWV. Diferentes concentracdes de CIP foram obtidas na célula eletroquimica
a partir de injeces de pequenas aliquotas de uma solucao-estoque preparada no
eletrdlito suporte. Desta forma, a concentragdo de CIP foi variada de 3,1 x 107
mol L™" a 130,3 x 107% mol L™, tendo sido observado uma dependéncia linear
entre corrente de pico e concentracdo de CIP para duas faixas distintas de
concentracao: faixa linear 1, de 3,1 x 107% a 24,8 x 107® mol L™"; e faixa linear 2,
verificada de 36,9 x 107® a 130,3 x 107® mol L™". Portanto, estas foram as faixas
lineares do sensor proposto, e os voltamogramas de onda quadrada registrados
em diferentes concentracbes de CIP bem como a curva analitica obtida
encontram-se apresentados na Figura 27. As equacdes de regressao linear

correspondentes a cada faixa linear da curva analitica foram:

Faixa linear 1:
lp/ yA=—(0,9 £ 0,1) yA + (0,648 £ 0,006) pA L ymol~' ¢(CIP) / umol L' Eq. (3)
r=0,995

Faixa linear 2:
lp / PA= +(12,25 + 0,3) pA + (0,137 + 0,004) pA L pmol=! ¢(CIP) / pmol L™ Eq. (4)

r=0,993



69

Figura 27 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando-se AgNPs-Ch-
CB/GCE em tampdo fosfato 0,1 mol L™" (pH = 2,0) contendo CIP em diferentes
concentracoes: (1) 0,0 (branco); (2) 3,1; (3) 6,2; (4) 12,4, (5) 18,6; (6) 24,8; (7)
36,9; (8) 49,02; (9) 61,0; (10) 84,5; (11) 107,7 e (12) 130,3 x 10 mol L™".
Parametros da SWV: f=70 Hz; a=90 mV; AEs =5 mV
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Fonte: Meireles (2023).

Portanto, uma sensibilidade analitica de 0,648 pA L umol~' foi obtida para
a primeira faixa linear. O limite de detecc¢ao (LOD) foi calculado como sendo 0,48
umol L™, calculado pela formula LOD = 3 x s/m (SILVA; WONG; FATIBELLO-
FILHO, 2020a); sendo s o desvio-padrao do coeficiente linear e m a sensibilidade
analitica correspondente a primeira faixa linear da curva analitica.

A titulo de comparacao, alguns trabalhos mais atuais encontrados na
literatura envolvendo sensores eletroquimicos destinados a determinacao
voltamétrica de CIP encontram-se relacionados na Tabela 4, com seus

respectivos valores de faixa linear e limite de deteccao.
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Tabela 4 - Estudos de detecc¢éo de CIP por técnicas voltamétricas reportados na

literatura
o Faixa linear LOD )
Eletrodo Técnica Referéncia
(umol L) (umol L™
Cronoampe- (FOTOUHI; ALAHYARI,
MWCNT/GCE ] 40-1000 6,0
rometria 2010)
Pt-RGO/GCE DPV 10-25 1,53 (PHAM et al., 2022)
(ISLAS; RODRIGUEZ,
N-F/CPE DPV 3,0-18 1,0
2021)
MWCNT/GCE LS-SVM 3,0-1200 0,9 (NSAFI et al., 2010)
AgNP-CB- 3,1-24,8 e
SWvV 0,48 Este trabalho
Ch/GCE 36,9-130,3
(SHAFIEI; KARIM
Ag@POM@rGO- 0,103-
SWV 0,031 HASSANINEJAD-DARZI,
IL/ICPE 122,880
2023)
(CHAABANI; BEN
f-MWCNT-coated 5-100
o SWv 0,16 JABRALLAH; BELHADJ
TAHAR, 2022)
Nafion-
DPV 0,005-0,05 0,005 (GAYEN; CHAPLIN, 2015)
MWCNT/BDD

N.R.: MWCNT/GCE: Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes
multiplas; Pt-RGO/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido e
nanoparticulas de platina; eletrodo de carbono vitreo modificado com Nafion e fulereno; LS-SVM:
maquina de vetores de suporte de minimos quadrados e voltametria de varredura linear;
Ag@POM@rGO/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido,
polioxidometalato decorado com prata e liquido ibnico; Nafion-MWCNT/BDD: eletrodo de diamante
dopado com boro modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas e Nafion; f-
MWCNT-coated GCE: eletrodo de carbono vitreo revestido com nanotubos de carbono de paredes
multiplas funcionalizado.

5.6. Estudo de repetibilidade

A preciséo de resposta do sensor AgNPs-CB-Ch/GCE foi avaliada por meio
dos testes de repetibilidade inter-dias e intra-dia. No teste de repetibilidade intra-
dia, foram realizadas 15 medidas de SWV sucessivas na concentracao de 12,4 x
107 mol L™* de CIP e 15 medidas sucessivas de SWV na concentragéo de 84,5 x
107® mol L%, respectivamente. Para os testes de repetibilidade inter-dias, foram
realizadas 5 medidas sucessivas de SWV para as mesmas concentracdes de CIP
dos testes intra-dia, mas durante trés diferentes dias. Os valores de desvio-padrdo

relativo (DPR) em cada caso encontram-se na Tabela 5. Como pode ser visto,
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foram obtidos valores de DPR na faixa de 1,32 a 11,3%, valores considerados
aceitaveis e que indicam a boa precisdo de medidas do sensor voltamétrico

proposto.

Tabela 5 - Resultados obtidos para os estudos de repetibilidade intra- e inter-
dias utilizando-se o sensor de AgNPs-CB-Ch/GCE e SWV

DPR (%)
c(CIP) / mol L Repetibilidade intra-dia  Repetibilidade inter-dias
(n=15) (n =3)
12,4 x 10°° 11,3 10,6
84,5 x107° 1,94 1,32

5.7. Analise de amostras de urina sintética

Para avaliar a aplicabilidade e seletividade do sensor proposto, foram
realizados ensaios de adi¢do e recuperacdo em amostras de urina sintética. Para
a primeira faixa de concentracdo de CIP, foi necessario a adicdo de solucéo
padrdo de CIP de uma concentragdo de 6,24 umol L™'a 24,8 umol L™'. Com base
na equacao obtida para a primeira faixa linear (Eq. 3), foi encontrado o valor
tedrico de concentracdo de CIP de 6,14 pmol L™ para o primeiro nivel de
concentracdo, sendo, portanto, encontrado uma recuperacdo de 98,6%. Para a
segunda faixa de concentracéo, foi adicionado 36,9 pmol L' de CIP a amostra,
tendo sido encontrado um valor teérico de 38, umol L™ (Eq. 4), tendo esse valor
sido encontrado por interpolagéo da curva analitica. N&o foi necesséario o uso da
adicao de solucéo neste caso. Neste segundo nivel de fortificacdo da amostra, foi
encontrado um valor de recuperacdo de 105,4%. Portanto, valores de
recuperacdo proximos a 100% foram encontrados em ambas as faixas de
concentracao linear, indicando a exatiddo do sensor proposto. As concentracdes
encontradas na amostra de urina sintética fortificada e respectivas porcentagens

de recuperagao encontram-se organizadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados obtidos para a determinacdo de CIP em amostra de urina
sintética fortificada utilizando-se o sensor de AgNPs-CB-Ch/GCE e SWV

c(CIP) / umol L™
Recuperacéo (%)*

Adicionada Encontrada
6,24 6,15+ 0,54 98,6
36,9 389+1,1 105,4

*Recupel’a@ﬁo = C(CIP)encomrada / C(CIP)adicionada X 100%
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho foram propostas a sintese de AgNPs por via verde
utilizando extrato da planta Camelis Sinasis como agente redutor e estabilizador
das nanoparticulas e a producéo de um sensor eletroquimico modificado com CB
e AgNPs. Esses materiais sdo de baixo custo e foram estabilizados em matriz
polimérica de quitosana pra deteccao voltamétrica do antibiotico ciprofloxacina.

A partir da caracterizacdo morfologica e eletroquimica dos materiais,
conclui-se que o extrato de cha preto apresenta potencial para ser utilizado na
sintese de tais nanoparticulas em substituicAo aos reagentes quimicos
tradicionalmente utilizados na estratégia “bottom up”. Quanto ao sensor
eletroquimico desenvolvido, o eletrodo modificado com ambos nanomateriais
apresentou melhor desempenho eletroquimico e aumento da corrente de pico
anoddica em relacdo aos eletrodos GCE ndo-modificado e CB-Ch/GCE. Dessa
forma, comprovou-se o efeito sinérgico desses modificadores na deteccdo do
analito proposto. Sob condi¢cdes experimentais Otimas, a técnica de SWV
apresentou duas faixas lineares de resposta para o eletrodo AgNPs-CB-Ch/GCE,
umade 3,1 x 107°a 24,8 x 10 mol L' e outra de 36,9 x 1076 a 130,3 x 107® mol
L™, com limite de deteccdo de 0,48 umol L™'. O sensor também apresentou boa
precisdo de medidas, como observado nos ensaios de repetibilidade inter-dias e
intra-dia, com valores de desvio-padrao relativo entre 1,32 e 11,3%, além de
adequados valores de recuperacdo, proximos a 100%, para ambas as faixas de
concentracao linear.

Sendo assim, 0s materiais de baixo custo propostos tanto na reducdo dos
fons de prata quanto na arquitetura de um sensor eletroquimico modificado
apresentaram-se eficientes na producdo de um novo sensor voltamétrico para a
deteccdo de ciprofloxacina, tendo sido comprovado o efeito sinérgico dos
nanomateriais CB e AgNPs.
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