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RESUMO

A glutationa (GSH) é o principal tiol de baixo peso molecular encontrado nas células
humanas, cuja funcdo estd relacionada a biotransformacdo e eliminacdo de
xenobioticos e a defesa das células contra o estresse oxidativo. Tem sido
estabelecido que uma reducéo nos seus niveis fisiolégicos pode ser indicativa de
diversas doencas, destacando-se como um importante biomarcador. Varias técnicas
sao utilizadas para deteccdo da gluatationa, a exemplo da cromatografia liquida,
entretanto, o método dos sensores eletroquimicos tem despertado interesse
crescente. Recentemente, a contribuicdo de nanomateriais na fabricacdo desses
dispositivos, tem se traduzido no aumento na reprodutibilidade e alcance de baixos
limites de deteccédo, destacando-se como ferramentas promissoras para diagnoéstico
clinico. Neste trabalho foram desenvolvidos dois sensores a base de nanomaterias
para a deteccdo de GSH. O primeiro sensor foi constituido por um eletrodo de ouro
modificado com um filme baseado na rede metal-organica cobre(ll)-benzeno-1,3,5—
tricarboxilato (CuBTC) e o copolimero acrilamida acrilato de sédio (CuBTC/EAu). As
medidas eletroquimicas foram realizadas pelo método da voltametria ciclica numa
célula eletroquimica, utilizando-se como eletrodo de referéncia prata/cloreto de prata
(Ag/AgClkcisar), um eletrodo auxiliar de fio de platina e como eletrodo de trabalho o
sensor CuBTC/EAu. De acordo com os resultados, o sensor desenvolvido obteve
uma boa atividade eletrocatalitica para a oxidacao da glutationa, no potencial de
0,41 V, com baixo limite de deteccgéo (0,03 umol L™), faixa de trabalho linear de 0,05
- 2 umol L™ de GSH e um tempo de resposta de 15 minutos. O segundo sensor
aborda a eletrossintese de um nanocomposito baseado no CuBTC e nanoparticulas
de ouro estabilizadas com PVP, o qual foi denominado Au@CuBTC. As
caracteristicas morfologicas e estruturais do novo composto foram investigadas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), analise termogravimétrica (TGA),
difracdo de raios-X de p6 (XRPD) e espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e sua aplicagdo como sensor
eletroquimico para quantificagdo da GSH foi avaliada pela voltametria de onda
qguadrada. De acordo com os resultados obtidos, foi observado que o uso das
nanoparticulas na estrutura da rede metal-organica aumentou significativamente a
sensibilidade e o tempo de resposta do eletrodo. A curva analitica do sensor
mostrou uma faixa de resposta linear entre 10 - 40 pmol L™ de GSH e um limite de
deteccdo de 0,3 umol L™, com tempo de resposta de 60 segundos. Os sensores
propostos apresentam-se como tecnologias inovadoras e abre caminhos para
aplicacoes das redes metal organicas na eletrocatélise e na construcao de sensores
atrativos para a deteccédo de glutationa em fluidos biol4gicos.

Palavras-Chave: Glutationa. Metal Organic Famework. Cobre. Nanoparticulas de
ouro. Eletrodo Quimicamente Modificado. Sensor Eletroquimico.



ABSTRACT

Glutathione (GSH) is the major low molecular weight thiol found in human cells,
whose function is related to the biotransformation and elimination of xenobiotics, and
protection of cells against oxidative stress. It has been found that a decrease in their
physiological levels may be indicative of several diseases, standing out as an
important biomarker. Several techniques are used to detect glutathione, as in the
case of liquid chromatography. However, the electrochemical sensors method has
been of increasing interest. Recently, the contribution of nanomaterials in the
manufacture of these devices has been translated into an increase in the
reproducibility and reach of low detection limits, highlighting themselves as promising
tools for clinical diagnosis. In this work, two different sensors based on nanomaterials
were developed for the detection of the GSH. The first sensor was composed of a
gold electrode modified with a film based on the metal-organic framework copper (II)
-benzene-1,3,5-tricarboxylate (CuBTC) and the acrylamide sodium acrylate
copolymer (CuBTC/EAu). Electrochemical measurements were performed using the
cyclic voltammetry method in an electrochemical cell, using silver/silver chloride
(Ag/AgClcisar) as a reference electrode, platinum wire as an auxiliary electrode, and
the CuBTC/EAu sensor as the working electrode. According to the results, the
developed sensor exhibited a good electrocatalytic activity for the glutathione
oxidation, in a potential of 0,41 V, with a low detection limit (0,03 umol L), and a
linear range operating range of 0,05 — 2 ymol L™ of GSH and a response time of 15
minutes. The second sensor deals with the electrosynthesis of a nanocomposite
based on CuBTC and gold nanoparticles stabilized with PVP, which was
denominated Au@CuBTC. The morphological and structural characteristics of the
new compound were investigated by scanning electron microscopy (SEM), thermal
gravimetric analysis (TGA), diffraction Xray powder (XRPD) and absorption
spectroscopy in the infrared region (FTIR) and its application as an electrochemical
sensor for GSH quantification was evaluated by square wave voltammetry. In
accordance with the results, it was observed that the use of nanoparticles in the
structure of the metal-organic framework significantly increased the sensitivity and
the response time of the electrode. The analytical curve of the sensor showed a
linear response range between 10 - 40 umol L™ of GSH, and a detection limit of 0,3
umol L, with response time of 60 seconds. The proposed sensors are presented as
an innovative technology and open paths for applications of metal organic
frameworks in electrocatalysis and the construction of attractive sensors for the
detection of glutathione in biological fluids.

Keywords: Glutathione. Metal-Organic Framework. Copper. Gold nanoparticles.
Chemically Modified Electrode. Electrochemical Sensor.
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APRESENTACAO

Para melhor organizacdo e compreensdo da proposta deste trabalho, a tese
foi dividida em dois capitulos. O primeiro capitulo refere-se ao desenvolvimento de
eletrodos quimicamente modificados baseados na rede metal-organica CuBTC. Para
este objetivo, dois tipos diferentes de eletrodos convencionais, de platina e de ouro,
com areas de superficie similares foram testados e caracterizados
eletroquimicamente. Apds o estabelecimento das melhores condig6es operacionais,
ambos foram aplicados na deteccao eletrocatlitica da glutationa.

O segundo capitulo, por sua vez, trata da eletrossintese e caracteriza¢do de
um novo material nanocompédsito baseado na rede metal organica CuBTC e
nanoparticulas de ouro (AuNPs), e sua aplicacdo na construcdo de eletrodos
guimicamente modificados para deteccdo de glutationa. Primeiramente seréo
abordados o que ja vém sendo relatado na literatura acerca de materiais compositos
envolvendo MOFs e nanoparticulas metdlicas, além das caracteristicas gerais das
nanoparticulas de ouro. E, em seguida serdo abordados: a descricdo da sintese,
através do método eletroquimico, metodologia inédita para a obtencéo desse tipo de
composito e os aspectos relacionados a caracterizagdo do novo composto obtido.
Finalmente, serdo apresentados os resultados referentes a aplicabilidade do

nanocompoésito Au@CuBTC como plataforma sensora para deteccao de glutationa.
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CAPITULO | - SENSOR ELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE GLUTATIONA
BASEADO NA REDE METAL-ORGANICA COBRE(Il)-BENZENO-1,3,5-
TRICARBOXILATO

1. INTRODUCAO

A glutationa, y-Glutamil-L-Cisteina-Glicina, € um tripeptideo formado por acido
glutdmico, cisteina e glicina, consistindo no composto tiélico mais predominante em
mamiferos e células eucaridticas (DENG et al., 2011; YUAN et al., 2013; LEE et al.,
2015). Ela atua no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG),
sua funcdo estd direta ou indiretamente relacionada a processos bioldgicos
importantes, tais como a sintese proteica, metabolismo celular, eliminacdo de
xenobidticos e protecdo das células contra o estresse oxidativo (PASTORE et al.,
2003; AHMED, 2014; YUAN et al., 2013).

Devido as mudltiplas funcdes e, pricipalmente, a sua capacidade antioxidante,
a glutationa apresenta-se como um fator chave na manutencdo da saude e tem
despertado interesse crescente em virtude do seu papel na fisiopatologia de varias
doencas, metabolismo e idade (LEE et al., 2015). Estudos recentes tem sugerido
que niveis alterados de glutationa nos tecidos tém sido diretamente relacionados a
algumas doencas envolvendo diferentes tipos de cancer, doencas cardiovasculares,
doencas neuropsiquiatricas como autismo e disturbio bipolar, e neurodegenerativas
a exemplo da Distrofia muscular, Esclerose Lateral Amiotrifica e doencas de
Alzheimer e Parkinson (REID e JAHOOR, 2001; FRANCO et al., 2007; ALMADORI
et al., 2007; HUANG et al., 2009; JAMES et al., 2009; ROSA et al., 2014).

Sendo assim, pode-se considerar que os niveis de glutationa em matrizes
biolégicas podem fornecer informacfes valiosas acerca de diferentes estados
clinicos, bem como para o acompanhamento da conduta terapéutica. Neste
contexto, seu potencial como biomarcador do estresse oxidativo tem sido marcado
pelo interesse no desenvolvimento de metodologias analiticas para sua deteccao
(YUAN et al., 2013; RAOOF et al., 2015; LIU et al., 2017).
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Em se tratando de andlises clinicas, cada vez mais sdo exigidos métodos
robustos, econdmicos, que conduzam a resultados mais rapidos, exatos e
reprodutiveis, com manipulacdo de quantidades reduzidas de amostras e que
possam ser aplicaveis a medidas “in vitro”, substituindo as metodologias

tradicionalmente utilizadas nesta area.

As técnicas eletroquimicas com finalidades analiticas constituem-se em
poderosas ferramentas para este tipo de andlise, especialmente por causa de
algumas caracteristicas vantajosas como rapidez, baixo custo e portabilidade.
Entretanto, uma das suas grandes limitacBes esta relacionada a caréncia de

seletividade das determinacdes (LIU et al., 2017).

Neste sentido, a estratégia de controlar as reacdes eletrédicas na interface
eletrodo-solucdo, através da modificacdo quimica do eletrodo base, tem
proporcionado resultados favoraveis. A utilizacdo de materiais modificadores
apropriados que sejam seletivos a molécula alvo em solugcédo, contribui para a
melhoria da capacidade de reconhecimento e/ou para amplificacdo dos sinais de
corrente. Isto faz com que as determinacdes se tornem mais seletivas, seja pelo
efeito eletrocatalitico ou pela restricdo da passagem de espécies interferentes
(RAOOF et al., 2015).

Nos utimos anos, as novas tecnologias tem impulsionado a utilizacdo de
varios tipos de compostos quimicos para modificacdo de eletrodos bases a serem

empregados como sensores eletroquimicos.

Dentre os varios materiais quimicos utilizados para a modificacdo de
eletrodos, as Redes metal-orgéanicas (do inglés Metal Organic Frameworks - MOFs)
ou Polimeros de coordenacdo sdo uma alternativa interessante. Trata-se de uma
classe, relativamente nova, de materiais cristalinos porosos e com uma ampla gama
de aplicacbes (ZHUANG et al., 2012). Sdo constituidos por ions metéalicos que se
articulam a ligantes organicos multidirecionais, formando materiais sélidos, com
estruturas periddicas que podem ser 1-D, 2-D ou 3-D (HOSSEINI et al., 2013).

O complexo de cobre (Il) — benzeno - 1, 3, 5 — tricarboxilato (CuBTC), o qual é
uma estrutura metal-organica constituida por fons de Cu®" e ligantes BTC, formando

cristais cubicos, foi escolhido como material modificador para a preparagdo de
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eletrodos. As vantagens de usar CuBTC para aplicacdes em eletroquimica, esta na
sua grande &rea superficial, alto volume de poros e estabilidade quimica.

Assim, o objetivo deste trabalho centrou-se no desenvolvimento e otimizacao
de um sensor eletroquimico nanoestruturado baseado na rede metal-organica

CuBTC para a determinagéo da glutationa.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Glutationa

Em 1888, J. de Rey-Pailhade isolou um composto contendo enxofre, extraido
de células de fermento, ao qual chamou de philothion. Este continha um atomo de
hidrogénio reativo como parte de um grupo — SH e, como observado,
desempenhava uma funcdo analoga a da hemoglobina em relacdo ao oxigénio.
Naquela época, pouca importancia foi dada, até que em 1921 Hopkins redescobriu

esta molécula e a renomeou de glutationa (DOLPHIN et al., 1989).

A glutationa (GSH) é o tiol mais comum, de baixo peso molecular, encontrado
intracelularmente em altas concentracdes, 0,5 a 10 mmol L™*, em todos os
organismos aerobicos. Trata-se de um tripeptideo, constituido por cisteina, glicina e
acido glutamico, cuja capacidade redutora é determinada pelo grupo sulfidrila (SH)
presente na cisteina (Figura 1). A maioria das rea¢6es da GSH envolvem o grupo
SH, altamente polarizavel, tornando-o um bom nucledfilo para reacdes com
compostos quimicos eletrofilicos (HUBER et al., 2008; AHMED, 2014).

Sulfidrila
Acido Glutamico Glicina
A
. ‘H
iT’IHz N ﬁ.‘ CH,
?HZ H O COOH
Cisteina

Figura 1. Estrutura da Glutationa (Adaptada de MARZAL, 2005).

A biossintese da GSH (Figura 2) ocorre no meio intracelular pela acao

consecutiva de duas enzimas, a y-glutamilcisteina sintetase e a glutationa sintetase,
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com consumo de ATP e Mg*2. Na primeira reacdo, é formada uma ligacéo peptidica
entre o acido glutamico e a cisteina, pela atividade da enzima y-glutamilcisteina
sintetase, levando a formacéo da y-L-glutamil-L-cisteina. Este dipeptideo, por sua
vez, € ligado a glicina, mediado pela acdo da glutationa sintetase. A y-
glutamilcisteina sintetase sofre, portanto, regulacdo pela GSH através de um
feedback negativo, de modo a prevenir a producao excessiva desta molécula ou o
acumulo do seu intermediario y-glutamilcisteina. Uma reacéo alternativa consiste na
conversdo a 5-oxoprolina, catalisada pela y-glutamilciclotransferase. A biossintese
da GSH pode ser inibida pela butionina sulfoximina (BSO), um inibidor com estrutura
similar a um intermediario ativado na reacdo catalisada pela y-glutamilcisteina
sintetase (HUBER et al., 2008).

Acido Glutimico Cisteina 7-L-glutamil-L-cisteina
Oz @® cos H
H Bﬁmcc_z HzN COo; ﬂh Hgﬁ ,;\l/\"/ M cos
SH Q \( SH
(©) I (- —}U +

/._<

- &
o €Oz 4 HaN~ ~CcO3
0 HNT ~"8—nBu
-0,¢"" E o Glicina
S-oxoprolina BSO ib) I

Ligacio peptidica v

b

cos X H 2
e = "M -
HaN NTTCOo;
SH
GSH

Figura 2. Biossintese da glutationa e enzimas envolvidas: (a) y- glutamilcisteina
sintetase e (b) glutationa sintetase; Inibicdo da biossintese da glutationa através da
butionina sulfoximina (BSO) e a enzima envolvida (c) y- glutamilciclotransferase (Adaptada
de HUBER et al., 2008).
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No corpo humano, as propriedades antioxidantes da glutationa sdo bem
conhecidas, participando no processo de desintoxicacdo de xenobidticos e no
metabolismo de numerosos compostos celulares. Além de participar da sintese de
proteinas e DNA, transporte de aminoéacidos, atividade enziméatica e protecao celular
contra o estresse oxidativo e nitrosativo (PACSIAL-ONG et al., 2006; WU et al.,
2003; FRANCO et al., 2007; LAWRENCE et al., 2001; SEYMOUR et al., 2002).

Tipicamente, a glutationa pode ser encontrada nas células e em fluidos
biolégicos, tais como o plasma e urina, na forma livre ou ligada a proteinas,
permitindo a formacdo de proteinas glutationiladas. A GSH livre estd presente
principalmente em sua forma reduzida, a qual pode ser convertida a sua forma
oxidada (Glutationa dissulfeto - GSSG) durante o estresse oxidativo (LEE et al.,
2015).

A atividade antioxidante da glutationa, descrita pela capacidade de reducéo
de espécies oxidantes, e consequentemente de sua propria oxidacdo a GSSG,
ocorre através do ciclo catalitico (Figura 3), representado pela atividade de trés
enzimas. Sao elas a glutationa oxidase (GO), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a
glutationa redutase (GR). As duas primeiras enzimas catalisam a oxidacao de GSH a
GSSG, enquanto a ultima é responsavel pela regeneracdo de GSH a partir de
GSSG, na presenca de NADPH (HUBER et al., 2008; CAO et al., 2013; PASTORE
et al., 2003).

H,0, . GSH-Px 2M0 ¢z § o
S
+HaN N7 COo3
GO S
2GSH S
7 o 7 H
Oz HzO2  +H3N N ~_-N__CO3
Co; H o
‘>i< *  GssG
NADP+ NADPH+ H+

Figura 3. Ciclo catalitico da Glutationa (HUBER et al., 2008).
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Normalmente, a GSSG é mantida em concentracfes inferiores a 5% da
glutationa total, em humanos. No entanto, o estresse oxidativo pode acarretar uma
deplecdo de GSH, e consequentemente, no aumento dos niveis de GSSG em 50%
ou mais. Este processo pode, portanto, ser um gatilho para para iniciacdo da
cascata apoptotica, levando a morte celular (CIRCU; AW, 2008; SENTELLAS et al.,
2014).

Assim, problemas na sintese e metabolismo da glutationa estdo associados
a varios processos patologicos. De forma que, os niveis deste antioxidante no
organismo tem se destacado cada vez mais nos estudos clinicos (FRANCO et al.,
2007; LEE et al.,, 2015). Pesquisas mostraram que quantidades reduzidas de
glutationa podem ter implicacBes para varios tipos de cancer (WHITE et al., 2002;
ALMADORI et al., 2007; HUANG et al., 2009; HARFIELD et al., 2012).

Além disso, alteracdes na concentracdo da glutationa a nivel celular tém
sido medidas e associadas a outras doencas tais como a arterosclerose, diabetes e
Sindrome da imuno-deficiéncia adquirida (SIDA). Apresenta também, um importante
papel na instalacdo e progressdo de doencas neuropsiquiatricas e
neurodegenerativas como autismo, distarbio bipolar, esquizofrenia, doencas de
Alzheimer e Parkinson e esclerose lateral amiatrofica. Portanto, atribui-se a este
tripeptideo, uma funcdo promissora como biomarcador para o estresse oxidativo,
sendo relevante para a identificacdo de pacientes com risco aumentado de
desenvolvimento de condi¢Bes patoldgicas (KLEINMAN; RICHIE, 2000; TOYO’OKA,
2009; SEYMOUR et al., 2002; JAMES et al., 2009; YUAN et al., 2013; AREIAS et al.,
2016a; LEE et al., 2015a; LEE et al., 2015b).

Nesse contexto, 0 interesse na deteccdo eficaz e precoce deste
biomarcador tem aumentado na uUltima década, onde o desenvolvimento de métodos
rapidos, sensiveis, baratos e robustos torna-se crucial para o auxilio no diagnoéstico
e tratamento clinico de vérias doencas (HARFIEL et al., 2012; LEE et al., 2015b;
RAOOF et al., 2015).



27

2.2 Determinagéo da Glutationa

Um grande numero de métodos tem sido descrito para a determinacdo da
GSH, onde se pode destacar: a titulometria (NAGENDRA et al., 2002);
espectrofotometria (BALD; GLOWACKI, 2005; NI et al., 2015); espectrofluorimetria
(LIANG et al., 2002; ZHANG et al., 2005; KAND'AR et al., 2007); cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) (JONES et al., 2000; WANG et al., 2004,
KATRUSIAK et al., 2001; KANDAR et al, 2007); eletroforese capilar (MUSCARI et
al., 1998; CAUSSE et al., 2000; ZHANG et al., 2005; HODAKOVA et al., 2015);
espectrometria de massa (TSIKAS et al., 2000); ressonancia magnética nuclear de
préton (RMN *H) (TRABESINGER et al., 1999; TRABESINGER; BOESIGER et al.,
2001; ZHAO et al., 2006; KITAMURA et al., 2013); método enziméatico e analise por
injecdo em fluxo (ENSAFI et al., 2008); e, métodos eletroquimicos (INOUE et al.,
2002; XU et al., 2002; RAOOF et al., 2009a; RAOOF et al., 2009b; ENSAFI et al.,
2010; ENSAFI et al.,2012; KARIMI-MALEH et al., 2012; KEYVANFARD et al., 2013).

O mensuramento da concentracdo de glutationa é, entretanto, complicado
devido & sua instabilidade em solucdo, uma vez que ela é rapidamente oxidada para
sua forma dissulfeto, na presenca de oxigénio molecular dissolvido (AREIAS et al.,
2016%). Por esta razdo, a maioria dos métodos convencionais, envolve a
derivatizacdo da GSH para um composto estavel antes de sua analise (POSSARI et
al., 2006).

Dentre estes variados métodos, uma das técnicas mais utilizadas tem sido a
espectrofotometria, na qual o reagente acido 5’,5-ditio-bis-2-nitrobenzéico (DTNB),
também conhecido como reagente de Elmann, é utilizado nas determinacfes de
GSH. O fundamento do ensaio espectrofotométrico classico para determinacédo da
concentracdo de glutationa esta baseado na reacao cinética de oxidacdo da GSH a
GSSG, promovida pelo DTNB. Neste processo, o grupo sulfidrila da glutationa
quebra a ligacéo dissulfeto do DTNB, gerando o aduto GSTN e liberando o acido 5-
mercapto-2-nitrobenzéico (TNB), que é detectado em 412 nm (ELLMAN, 1959;
MARZAL, 2005; HUBER et al., 2008).

O método fluorimétrico também tem sido aplicado para a determinacédo da

glutationa em amostras biologicas. Neste método, devido a auséncia de fluoréforos
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na estrutura da glutationa torna-se necessaria a sua derivatizagcdo, para aumentar o
limite de deteccdo. Assim, o reagente selecionado para a derivatizagdo deve ser
inerte na matriz, além de apresentar alta sensibilidade, especificidade, e dispensar
extracdo com solvente para remover excesso. Embora a GSH tenha trés sitios
susceptiveis a derivatizacao, apenas 0s grupos amino e sulfidrila tém sido utilizados

como alvos para estas reacdes, destacando-se este ultimo (HUBER et al., 2008).

O método fluorimétrico, inicialmente proposto por Cohn e Lyle, foi
desenvolvido baseando-se na reacdo de derivatizagdo do grupo sulfidrila da GSH
com o marcador de fluorescéncia o-ftadialdeido (OPA). Posteriormente, Cohn e Lyle
modificaram o procedimento da reacdo com OPA para determinacdo de GSH em
amostras sanguineas através da precipitacao das proteinas com acido metafosférico
a 25% (m/v). A glutationa reage com OPA, em pH 8,0, produzindo um produto
altamente fluorescente apos 15 minutos de reacdo a temperatura ambiente, o qual €
estavel durante 30 minutos. A banda de absor¢do ocorre em 350 um e a banda de
emissao de fluorescéncia em 420 ym, com uma faixa de resposta linear de 60 pmol
L™* a 32,5 mmol L™ (COHN; LYLE, 1966; MARZAL, 2005).

Em se tratando da eletroforese capilar, a separacao eletroforética é realizada
aplicando-se um campo elétrico relativamente alto a amostra introduzida em um
capilar contendo um eletrélito apropriado. Isso permite separacfes eficientes em
pouco tempo. O método, por sua vez, exige cuidado na fase de pré-tratamento das
amostras bioldgicas, pois as proteinas podem ser facilmente adsorvidas na parede
capilar, afetando o tempo de migracao dos compostos analisados e a sua resolucao.
Dentre as principais caracteristicas deste método destacam-se 0 baixo custo e a
possibilidade de se usar solvente polar organico ou aquoso em pequena quantidade
quando comparada com as técnicas cromatograficas. Ja a deteccédo, esta pode ser
por fotometria, fluorimetria, eletroquimica ou por espectrometria de massa (HUBER
et al., 2008).

Lada e Kennedy (1997) desenvolveram um método totalmente automatico
para monitorizar tidis in vivo, como a glutationa e cisteina, usando microdialise
acoplada a eletroforese de zona capilar com deteccéo por fluorescéncia. Neste caso,
a emissdo de fluorescéncia foi induzida por um outro fluoroforo, o

monobromobimano (mBBr), o qual € um reagente especifico para o grupo sulfidrila,
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formando adutos BrB-tio, com alta fluorescéncia. O método resultou, portanto, em
recuperacoes relativas de quase 100%, o que permitiu a monitorizagcdo quantitativa

dos tidis, mesmo em concentracdes muito baixas.

Em outro estudo, realizado por Zhang e colaboradores (2005), um novo
meétodo de eletroforese capilar com deteccao por fluorescéncia induzida por laser foi
desenvolvido para a rdpida e seletiva separacdo e deteccdo de glutationa (GSH) e
glutationa oxidada (GSSH) apds derivatizacao pelo 4-cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-
diazol (NBD-CI). Nas condi¢cbes experimentais, figuras de mérito foram obtidas para
uma faixa linear de 0,22 - 45,00 pmol L™, com limites de deteccdo para glutationa e
glutationa oxidada de 0,046 e 0,012 pumol L™, respectivamente. O método foi
aplicado para a analise de glutationa e glutationa dissulfeto no plasma humano e
folhas de tabaco, com resultados satisfatorios.

Atualmente, a utilizacdo da Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a
mais popular quando comparada com o0s outros métodos referidos, devido a sua
elevada sensibilidade e seletividade (PASTORE et al.,, 2003). A maioria destes
métodos cromatogréficos, por sua vez, esta acoplada a modos de deteccao
eletroquimicos ou espectrofluorimétricos. (PICCOLI et al.,, 1994; ORWAR et al.,
1995; ROVER JUNIOR et al., 2001).

De modo geral, a utilizagdo desses métodos convencionais em ambientes
relacionados a saude esta limitada, devido a necessidade de etapas de preparacao
de amostras mais criteriosas, instrumentacdo complexa, tempos de andlise longos,
além de pessoal especializado para operar o equipamento (KLEINMAN; RICHIE,
2000; PASTORE et al., 2003; GONZALES-GARCIA et al., 2005). Desta forma, a
analise de custo-beneficio fica aquém do desejavel, na medida em que as técnicas
envolvidas sdo geralmente caras e complexas tanto em funcionamento quanto em
processamento, pelo que € desejavel recorrer as estratégias mais simples, rapidas e
de baixo custo para estudos biologicos e clinicos deste analito (TOYO'OKA, 2009;
RAOOF et al., 2015; AREIAS et al., 2016a).

Nesta perspectiva, as técnicas eletroquimicas tém demonstrado vantagens
notaveis na analise de diferentes compostos tidlicos em amostras reais,
apresentando-se como uma alternativa promissora para os métodos convencionais.

Estas vantagens sédo principalmente devido a simplicidade, baixo custo, minima
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preparacdo de amostras e tempo de analise relativamente curto destes compostos
(KARIMI-MALEH et al., 2012; LEE et al., 2015; RAOOF et al., 2015).

2.3 Métodos Eletroquimicos

Os métodos eletroquimicos possibilitam estabelecer a relagdo entre a
concentracdo da molécula alvo e as propriedades elétricas. Esse processo ocorre a
partir dos fenbmenos quimicos associados a transferéncia de elétrons, que podem
ocorrer homogeneamente em solu¢cdo ou heterogeneamente na superficie do
eletrodo (LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

As principais vantagens dessas técnicas estdo relacionadas a possibilidade
de andlise direta da amostra, sem a necessidade de etapas de separagcdo ou pre-
tratamento; necessidade de pequena quantidade de reagente e facil controle das
variaveis tais como corrente, potencial, condutividade, resisténcia e cargas elétricas.
Combinadas de formas diversas, essas variaveis, levam a técnicas eletroquimicas
especificas a exemplo da amperometria, voltametria ciclica, voltametria de onda
quadrada e voltametria de pulso diferencial (POWER; MORRIN, 2013; SOUZA,
2014).

Na pratica, a determinacdao de glutationa tem sido realizada por diferentes
técnicas eletroquimicas como amperometria (LIU et al., 2017), voltametria (AREIAS
et al.,, 2016a; LEE et al.,, 2014), deteccdo eletroquimica pulsada entre outras,
utilizando diferentes tipos de eletrodos de trabalho ou eletrodos quimicamente

modificados, de modo a melhorar a seletividade do método.

2.3.1 Voltametria Ciclica

Dos diversos métodos dinamicos em quimica eletroanalitica, a voltametria
ciclica (VC) é dos mais versateis, pois, além de permitir uma quantificacdo do
analito, permite também o estudo do mecanismo da reacédo que lhe est4 associada.
Essa versatilidade, combinada com a facilidade de medida dos parametros de

interesse, faz com que ela seja largamente utilizada em quimica organica, quimica
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inorganica ou bioquimica, no estudo de processos de adsor¢cdo, de transferéncia
eletrbnica em eletrodos semicondutores e em muitos outros tipos de processos

dependentes do potencial.

A voltametria Ciclica € conceituada como uma técnica eletroquimica onde as
informacdes qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica sao obtidas durante

a sua eletrolise num sistema eletroquimico.

O sistema eletroquimico (Figura 4) é geralmente composto por trés eletrodos:
1 Eletrodo de trabalho - onde ocorre a reacéo de interesse e pode ser composto de
diferentes materiais, tais como carbono, ouro, prata, platina, carbono vitreo, entre
outros. E podem apresentar diferentes configuracfes (disco, fio, anel); 2 Eletrodo de
referéncia - permite o monitoramento de potencial do eletrodo de trabalho, sendo
composto geralmente por um eletrodo saturado de calomelano (SCE) ou
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl); 3 Eletrodo auxiliar, por sua vez, atua no controle da
corrente necessaria para sustentar a eletrélise que ocorre no eletrodo de trabalho
(NOORBAKHSH; SALIMI, 2011; YANG et al., 2009; HUANG et al., 2012).
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Figura 4. - Desenho esquematico de um sistema eletroquimico com trés eletrodos. (A)
célula eletroquimica; (B) eletrodo de trabalho; (C) eletrodo de referéncia; (D) eletrodo
auxiliar e (E) Eletrdlito de suporte. Il - Foto de uma célula eletroquimica.

A técnica da voltametria ciclica consiste no varrimento de potencial de um
eletrodo de trabalho em relacdo a um eletrodo de referéncia, medindo-se a corrente
resultante a uma velocidade constante, em funcdo do tempo. (MEDEIROS et al.,
2012; WANG, 2001; SOUZA et al.,2003). A representacdo grafica deste potencial,
denominada  voltamograma (Figura 5b), € uma curva simples e de facil
interpretacdo quantitativa, tanto em termos termodinamicos (potencial redox) quanto
cinéticos (transferéncia de carga homogénea e heterogénea, reacdes quimicas
acopladas) (SILVA, 1998; SOUZA, 2014).

Na VC, o potencial elétrico aplicado corresponde a uma onda triangular, ou
seja, primeiramente a varredura de potencial é feita em uma direcdo e, em seguida,
na direcdo oposta, enquanto a corrente € medida. Assim, 0s processos de oxidacao
e de reducédo séo representados por ondas anddicas e catodicas, onde as correntes

maximas sdo representadas pelas correntes de pico anddica (ipa) e catddica (ipc),
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respectivamente. Outros parametros importantes a serem considerados s&do 0s
potenciais de pico anddico (Epa) e catddico (Epc), a velocidade de varredura do
potencial (v) e o potencial de inversao (Ei), o qual representa o0 ponto onde ocorre a
reversao do potencial. Este deve ser escolhido de maneira que se possa observar a
oxidac&o ou reducéo, controlada por difusdo ou outros fenbmenos, de uma ou mais
espécies de interesse (SKOOG et al., 2002; HARRIS, 2005).
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Figura 5. (a) Sinal de excitagéo da VC. (b) Sinal de resposta de um voltamograma tipico,
representando os parametros obtidos com esta técnica: (Ipa) corrente de pico anddica, (Ipc)
corrente de pico catddica, (Epa) potencial de pico anddico e (Epc) potencial de pico
catodico, potencial de inverséo (Ei). (BARD; FAULKNER, 2006).

A voltametria ciclica mostra-se particularmente eficiente quando se deseja
conhecer a eletroatividade de compostos, investigar reacées quimicas acopladas,
analisar ions e estudar superficies de eletrodos (BRUSCIOTTI; DUBY, 2007; SILVA,
2010). Além disso, a técnica pode fornecer informacgdes a respeito da reversibilidade
eletroquimica de um sistema, a qual esta associada a troca rapida de elétrons entre
as espécies redox e o eletrodo (WANG, 2001; SOUZA, 2014).

As técnicas voltamétricas encontram aplicagcbes nas mais diversas areas do
conhecimento, tais como ambiental, médica, quimica e bioquimica (WANG, 2001;
SOUZA et al.,2003). Atualmente, a construgdo de sistemas analiticos compactos, na
forma de sensores eletroquimicos tem sido largamente proposta, trazendo como

aspecto diferencial a possibilidade de realizar todas as operagcbes analiticas de
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maneira integrada e continua com elevada sensibilidade (HIERLEMANN et al., 2003;
AHN et al., 2004; YUAN et al., 2013; LIU et al., 2017).

Os avancos da micro-engenharia favoreceram o desenvolvimento da &rea dos
sensores eletroquimicos, através de processos de constru¢do simples com tempo de
resposta rapida e baixo custo. Como consequéncia, existe na literatura um vasto
conjunto de trabalhos onde se abordam novos materiais, novos métodos de
fabricacdo e estratégias para melhoria na seletividade e dos limites de deteccéo.
Além disso, apresentam uma vasta alternativa de aplicagbes dos sensores
eletroquimicos em amostras ambientais, biolégicas ou de interesse industrial,
destacando, portanto, a importancia desta area de pesquisa no contexto social,
econdmico e da saude (BRETT, 2001; MARZAL, 2005).

Em se tratanto da determinacdo de compostos tidlicos, como a glutationa,
estas técnicas apresentam-se especialmente apropriadas, dado a flexibilidade da
capacidade redox que caracteriza a maioria dos compostos organicos de enxofre.
Portanto, o desenvolvimento de medicGes eletroquimicas diretas, na forma de
sensores eletroquimicos, para deteccdo de glutationa em amostras nao tratadas €
vantajoso devido a sua simplicidade, sensibilidade, baixo custo e uso pratico em
amostras reais (SEYMOUR et al., 2002).

2.4 Sensores Eletroquimicos

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC),
sensores quimicos sao dispositivos integrados que transformam uma informacéo
quimica, numa determinada zona de concentra¢do, num sinal analitico Gtil. Nestes, a
coleta de dados e obtencg&o de informacdes € conseguida com manipulagdo minima
do sistema em estudo e, assim, os resultados obtidos podem ser analisados e

correlacionados com outros parametros no ambiente em que estéo inseridos.

Estes dispositivos possuem caracteristicas peculiares que os distinguem de
meétodos instrumentais tradicionais, uma vez que, SA0 mais precisos, sensiveis e
seletivos, permitindo a obtencdo de informagfes in situ e em tempo real.

Caracteristicas vantajosas também inerentes ao uso de sensores eletroquimicos
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referem-se a portabilidade, facilidade de automacéo, possibilidade de miniaturizacéo
e baixo custo de producao (WANG, 2000; BARD; FAULKNER, 2001).

De modo geral, o tempo de resposta de um sensor deve ser baixo, para que
os dados sobre os eventos possam ser adquiridos em tempo real, e tanto a
seletividade quanto a sensibilidade das determinacdes devem ser suficientemente
altas, para que os sinais medidos tenham perfeita correlagdo com as informacoes
desejadas (LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

Existe uma ampla gama de motivacdes e inovagBes tecnoldgicas que
contribuiram para ampliar de maneira exponencial as fronteiras de atuagéo da
eletroanalitica e, de maneira particular, o0 campo dos sensores eletroquimicos. Nos
altimos anos, estes tornaram-se mais atraentes por causa das vantagens que
oferecem no que diz respeito ao tamanho, ao custo reduzido, a pequena quantidade
de amostra que utilizam e as reduzidas necessidades de energia para poderem
operar, 0 que os torna valiosos para analise de amostras de origem biomédica e
ambiental. Além disso, o equipamento de medida é pouco sofisticado e facilmente
miniaturizavel (WANG, 2005).

Na constituicdo de um sensor, o transdutor representa o componente fisico-
quimico que traduz o evento de reconhecimento quimico num sinal de formato
quantificavel e passivel de ser processado, amplificado, armazenado e analisado.
Para um dado sistema analito-receptor podem ser utilizados varios esquemas de
transducdo e a escolha dependera essencialmente da grandeza fisico-quimica

gerada no processo de reconhecimento e do fim a que se destina (RIBEIRO, 2013).

Os transdutores eletroquimicos tém se destacado no desenvolvimento de
sensores para clinica médica, devido a sua alta sensibilidade, baixo custo e
compatibilidade com as tecnologias de micro fabricacéo (QIU et al., 2009; ZHANG et
al.,, 2009; LI et al., 2011). Entretanto, dentre os sensores eletroquimicos, 0s

elementos de transducdo amperomeétrico e potenciométrico sdo os mais utilizados.

Em se tratando dos sensores voltamétricos, o potencial do eletrodo de
trabalho é controlado por um potenciostato e, durante a varredura, a corrente
produzida devido as reacdes de oxirreducdo dos compostos com a superficie do

eletrodo de trabalho é medida (Figura 6). Nestes sensores, a detec¢cdo é baseada
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nas mudancas das propriedades elétricas da superficie, por exemplo, aumento na
constante dielétrica e resisténcia, na presenca da molécula-alvo (AHAMMAD et al.,
2009; SOUZA, 2014).

Sinal Elétrico

. =
I - Unidade de processamento
[ S de dados

amalito

Célula eletroquimica

Figura 6. Representacéo esquematica do principio geral de funcionamento de um sensor
voltamétrico. CE, ET e ER séo respectivamente os contra-eletrodo, eletrodo de trabalho e de
referéncia. (Adaptado de MEDEIROS et al., 2012b).

O grupo tiol da GSH sofre oxidagdo na superficie do eletrodo, formando
dimeros, os quais podem ser analisados quantitativamente usando as varias
técnicas voltamétricas e amperométricas. Varios métodos eletroanaliticos baseados
na oxidacao direta do grupo tiol, em eletrodos solidos como carbono vitreo (ZHANG
et al.,2005), grafite pirolitico (MOORE et al., 2004) e ouro (LACOURSE; OWENS,
1995) séo citados na literatura.

Entretanto, em alguns casos, os efeitos de matriz no eletrodo podem
causar perda de sinal ou irreprodutibilidade nas medidas, de forma que estes
eletrodos sdo geralmente utilizados acoplados a técnicas de separacdo, 0 que exige
etapas pré-tratamentos das amostras ou adicdo de reagentes para aumentar a
seletividade e/ou evitar a interferéncia de outros tidis na medicdo. Além disso, as

analises de compostos tidlicos utilizando eletrodos solidos geralmente requerem alto
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potencial para a oxidacdo (MARZAL, 2005; TOYO'OKA, 2009; CARVALHO et al.,
2005; SALEHZADEH et al., 2014; SCAMPICCHIO et al., 2007).

Apesar destas dificuldades, recentemente, Areias e colaboradores (20163,
2016b, 2016c) mostraram em seus estudos sobre determinacdo voltamétrica de
compostos tidlicos, que glutationa, cisteina e captopril (droga terapéutica para
hipertenséao contendo tiol) podem ser detectados eletroquimicamente em eletrodo de
carbono vitreo (GCE) na presenca do ions cobre (lI), em baixos potenciais de
oxidacao, respectivamente, -0,24V e +0,24V vs. Ag/AgCI.

Outra forma de melhorar a afinidade eletrodo-substrato e diminuir o alto
potencial de oxidacao, o que tém sido sugerido constantemente na literatura, sédo as
técnicas envolvendo a modificacdo quimica da superficie do eletrodo, resultando, em
melhoria da resposta eletroquimica, da sensibilidade e eliminacdo de interferentes,
sobretudo na analise de amostras complexas (LACOURSE; OWENS, 1995; MANNA
et al., 1999; MOORE; BANKS, 2004, MARZAL, 2005)

2.5 Eletrodos Quimicamente Modificados

Por muito tempo, em experimentos eletroquimicos, 0s principais atributos
gue eram requeridos para um eletrodo de trabalho estavam relacionados com a boa
condutividade, estabilidade quimica perante processos redox em solucdo e larga
faixa de potencial de trabalho. Atualmente, essas caracteristicas passaram a ter um
significado menos importante uma vez que, para determinados sistemas quimicos, a
necessidade de reconhecer espécies de interesse de maneira seletiva tornou-se
prioritario. Assim, estratégias que envolvem a modificacdo da superficie do eletrodo
tem proporcionado resultados favoraveis que superam a melhoria da atividade
quimica (LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

A denominagdo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi inicialmente
utilizada na eletroquimica por Murray e colaboradores, na década de 70, para
designar eletrodos com espécies quimicamente ativas, convenientemente
imobilizadas na superficie desses dispositivos (MOSES et al., 1975). O principal

objetivo dessa modificacdo era pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica
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da interface eletrodo/solucdo, como uma forma de alterar a reatividade e
seletividade do eletrodo base. Este procedimento favoreceu assim o0
desenvolvimento de eletrodos para varios fins e aplicacfes, desde a catalise de
reacdes organicas e inorganicas até a transferéncia de elétrons em moléculas de
interesse (PEREIRA et al., 2002).

Um EQM (Figura 7) é constituido por um eletrodo base e uma camada do
modificador quimico. A forma de preparacdo € determinada pelas caracteristicas
analiticas desejadas para o sensor - como maior sensibilidade e/ou seletividade,
melhor estabilidadede, tempo de vida mais longo, tamanho do sensor, aplicagcdes in
Vivo entre outras — de forma a aperfeicoar seu desempenho (PEREIRA et al., 2002).
Em termos analiticos, a modificacdo do eletrodo deve realizar-se de tal forma que o
sensor obtenha sensibilidade, seletividade, estabilidade, reprodutibilidade e
aplicabilidade superiores aquelas de um eletrodo base sem prévia modificacdo, para
gue seu emprego seja justificado (LI; LIN, 2006; ZARE et al., 2006).

Espécle de Interesse .
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Processamento
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\ 4
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Interferentes {}

Eletrodo Modificado

Figura 7. Esquema de funcionamento e componentes de um sistema sensor (Adaptado de
SILVA et al., 2014).

De modo geral, o mecanismo de acao do agente modificador na superficie de

um eletrodo est4 fundamentado na sua funcéo eletrocatalitica (Figura 8), ou seja, na
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sua capacidade de reduzir a energia de ativacdo da transferéncia de elétrons,
aumentando a velocidade da reacao e, portanto, ampliando o sinal analitico. Assim,
0 processo de oxidacao/reducdo de um determinado substrato que, na maioria das
vezes, seguiria com uma cinética de transferéncia de elétrons lenta e acima do seu
valor termodinamico pode, por sua vez, ser catalisada pela modificacdo da superficie
do eletrodo. Isso resultarda ndo s6 numa troca de elétrons mais rapida entre o
eletrodo e o analito, como também na diminuicdo do sobrepotencial de ativacéo da
reacdo, O Que consequentemente, proporcionara aumento na seletividade
(MARCOLINO Jr., 2007).

A obtencado de informacdo analitica depende essencialmente da capacidade
que a membrana modificadora tem de reconhecer seletivamente a espécie de
interesse. Portanto, no processo de fabricacdo de sensores, esta € uma carcteristica
de grande importancia, embora também seja importante considerar os aspectos
referentes a sensibilidade, estabilidade e robustez (LOWINSOHN; BERTOTTI,
2006).

Eletrodo

Modificador—> f\§
Red 0

Produto (red) Substrato (0x)

Figura 8. Representagdo esquematica do mecanismo de a¢do do modificador na superficie
de um eletrodo com func¢éo catalitica (MARCOLINO Jr., 2007).
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Na literatura, varios métodos eletroanaliticos séo citados usando diferentes
eletrodos modificados e mediadores, como pasta de carbono (KEYVANFARD et al.,
2013; KARIMI-MALEH et al.,, 2012; SOLTANI et al., 2014), complexos de
transferéncia de carga (MARZAL, 2005), enzimas (ROVER Jr et al.,, 2001),
nanocompositos (RAOOF et al., 2015); polimeros (LOWINSOHN, 2007) entre outros.
Entretanto, a identificacdo de novos modificadores que oferecam vantagens
eletrocataliticas, facilitem os processos de transferéncia de elétrons e que possam
ser utilizados em eletrodos base como - carbono vitreo, platina, ouro, pasta de
carbono, fibras de carbono e outros - constitui um desafio importante no que diz

respeito a deteccéo de substancias alvos.

A funcionalizacdo da superficie eletrodica tem propiciado um avanco
tecnologico na area dos EQMs, abrangendo desde estudos fundamentais até
aplicacoes praticas. A fabricacdo de EQM tem sido, portanto, amplamente
empregada com o objetivo de promover seletividade e sensibilidade para
determinacdo de materiais eletroativos como poluentes, formulagdes farmacéuticas,

aminoécidos, vitaminas e outras biomoléculas (ZEN et al., 2003; RAOF et al., 2015).

Neste aspecto, a aplicacdo de sensores eletroquimicos no estudo de sistemas
biolégicos tem recebido incentivo devido as atraentes perspectivas. Na saude
publica, por exemplo, sensores com rapida deteccdo, alta sensibilidade e
especificidade sédo cada vez mais requeridos para determinacdo de substratos de
interesse clinico, importante para diagnostico precoce e andlise de condi¢cbes
clinicas (PEREIRA et al., 2002; ZEN et al., 2003).

Considerando que o objetivo do uso de sensores eletroquimicos para analise
da glutationa estd centrado na medicdo de sinais de corrente em matrizes de
natureza complexa (fluidos biologicos, aguas naturais, alimentos, etc), a modificacéo
da superficie eletrodica €, na maioria dos casos, necessaria para que se atinjam o0s
propésitos desejados.  Assim, para a determinacdo de tidis, 0s materiais
modificadores de eletrodos utilizados e relatados na literatura baseiam-se
principalmente em oxido de niquel (CHEE et al., 2011; PANG et al.,, 2012),
nanoparticulas de TiO, (RAOOF et al., 2009), hidréxido de cobre (SAFAVI et al.,

2009), nanoclusters de ouro (GE et al.,, 2012), e eletrodos baseado em carbono,
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incluindo o grafite pirolitco (MOORE et al.,, 2004), nanotubos de carbono
(HENSTRIDGE et al., 2008) e grafeno (YUAN et al., 2013).

2.6 Métodos de imobilizagcdo em eletrodos

Nos ultimos anos, a necessidade de desenvolvimento de sensores cada vez
mais sensiveis e com baixos limites de deteccdo, tem proporcionado o surgimento
de novas estratégias de imobilizacdo para melhorar o desempenho eletroquimico na
deteccao de analitos alvo (CHENG et al., 2012).

Os métodos de imobilizacdo de moléculas na superficie do eletrodo consistem
num dos aspectos mais fundamentais no desenvolvimento de novos sensores e
exercem influéncia direta na reprodutibilidade e sensibilidade do sistema. Assim, a
escolha mais adequada depende da natureza da molécula a ser imobilizada, do

transdutor e do método de detecgdo que sera empregado (QI et al., 2013).

A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofrerd a
modificacdo, também é um aspecto muito importante na preparacdo de um EQM.
Este deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser
adequado para o método de imobilizacdo selecionado (SOTIROPOULOU et al.,
2003; GALLI et al., 2006).

Em geral, a preparacdo de EQMs pode envolver o emprego de filmes finos,
particulas de compostos condutores ou polimeros que revestem ou sao ligados a
superficie do eletrodo base, para detectar os analitos alvos (ARVAND;
GHOLIZADEH, 2013; RAOOF et al., 2015).

Levando em consideracdo que fatores como precisdo e repetibilidade sao
fortemente influenciados pela estabilidade da molécula imobilizada, os filmes
poliméricos tem alcancado, nos ultimos tempos, grande popularidade. A modificacéo
dos eletrodos com filmes poliméricos eletroativos é frequentemente preferida
relativamente a outros meétodos, uma vez que, respresenta uma técnica de facil
aplicacéo, que possibilita o controle da espessura do filme e, consequentemente, do
grau de amplificacéo do sinal analitico (ZHU et al., 2007).
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A imobilizacdo de nanoestruturas poliméricas, obtidas por diversas rotas
quimicas e fisicas, tem sido um método altamente privilegiado uma vez que é
possivel o controle da morfologia e das propriedades quimicas da superficie do
eletrodo (SOUZA, 2014; DU et al., 2012; HU et al., 2013; YANG et al., 2013).

Alguns estudos referem também, a incorporacdo de filmes poliméricos
porosos a superficie do eletrodo, criando-se assim um eletrodo de compdsito. Essa
aplicacéo tem resultado no aumento da densidade da corrente elétrica, obtendo-se
um sinal analitico com maior sensibilidade para a detec¢do dos analitos alvos (LEE
et al., 2014; KANG, et al., 2010; SASSOLAS et al., 2012).

Como exemplos de membranas poliméricas convencionalmente utilizadas
podem se destacar o Nafion, o polipirrol, a polianilina e o acetato de celulose
(RIBEIRO, 2013; PEREIRA et al.,2002; LOWINSOHN et al., 2007). Estas devem ser
condutoras ou permeaveis ao eletrélito de suporte e a espécie de interesse e seu
modo de atuacdo baseia-se, geralmente, na restricdo por carga ou tamanho. No
caso do acetato de celulose, por exemplo, as substancias quimicas sédo excluidas
devido a dimensdao das moléculas, uma vez que a porosidade do filme pode ser
controlada adequadamente alterando-se o pH da solucdo e o tempo de hidrélise.
Desta forma, somente espécies relativamente pequenas tém acesso a superficie do
eletrodo ou aos sitios cataliticos. No caso do Nafion, o controle da passagem de
espécies carregadas é efetuado devido aos sitios anidnicos (sulfonato) dispostos de
maneira estruturada no filme quando da sua imobilizacéo. Desta forma, o polimero
depositado restringe severamente a passagem de anions, mas € permeavel a
cations e espécies eletricamente neutras (FUNGARO; BRETT, 2000; BROWN,;
LOWRY, 2003).

Para fins analiticos, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos para
glutationa tem atraido o continuo interesse de pesquisadores ligados a
eletroanalitica e impulsionado pesquisas com vistas a aplicacdes rotineiras destes
dispositivos (O'CONNELL; GUILBAULT, 2001; AVRAMESCU et al., 2002).
Entretanto, nenhum trabalho foi encontrado utilizando como material de
reconhecimento quimico uma rede metal-organica catalitica devidamente

imobilizada sobre um eletrodo base.
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2.7 Redes Metal-organicas (MOF)

Os materiais porosos tém atraido muito o interesse cientifico e industrial para
diversas aplicacdes, como armazenamento de gases, catalise seletiva, transporte de

farmacos e diagndstico por imagem (ABUCAFY et al., 2016).

Uma classe de materiais porosos que vem ganhando destaque sdo as redes
metal-organicas (do inglés, Metal Organic Framework — MOF), as quais consistem
em uma nova classe de materiais porosos cristalinos, com propriedades de ambos
0S materiais organicos e inorganicos, introduzidos pela primeira vez por Yaghi e
colaboradores. S&o constituidos por ions metalicos que se articulam com ligantes
organicos multidirecionais, formando materiais solidos porosos, com estruturas
periodicas de 1-D, 2-D ou 3-D (Figura 9), (YAGHI; LI, 1995).

Centros metalicos , * * Moléculas organicas
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Figura 9. Formacéo das redes metal-organicas (SILVA, 2013).

O fato da classe das redes metal-organicas ter sido descoberta ha pouco
tempo e ser um campo de pesquisa multidisciplinar que envolve quimica solida,

inorganica e de coordenacdo, faz com que ainda ndo exista uma nomenclatura
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padrdo. Existe uma interposicdo de conceitos e terminologias, por exemplo, 0s
termos “polimeros de coordenagao” e “redes metal-organicas” sdo muitas vezes
considerados sinbnimos, ou ainda, que o segundo € um subgrupo do primeiro
(FARRUSSENG et al., 2009).

A IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) classifica a
MOF como sendo um polimero de coordenacgdo. Porém, define de forma mais
especifica como redes cristalinas bi ou tridimensional com propriedades porosas
(IUPAC, 2013).

Dessa forma, um polimero de coordenacéo é classificado como uma MOF
guando o mesmo apresenta alta porosidade, cristalinidade, larga area de superficie
interna e a forte interacdo entre ligantes organicos e ions metélicos. Estas
caracteristicas conferem a esses compostos estabilidade quimica e térmica, e
estrutura com geometria bem definida (YAGHI et al, 2003; FARHA et al., 2012;
MARTIN; HARANCZYK, 2013).

Assim, as MOFs sdo conhecidas como 0s materiais de maior area superficial
ja relatado. A maioria das MOFs até agora descritas séo, tal como definido pela
IUPAC, microporosas (diametros de poros inferiores a 2 nm), com base no tipo de
isotermia de adsorcdo de gas. No entanto, tem surgido exemplos recentes
demonstrando estruturas mesoporosas (diametros de poro de 2-50 nm) (KLIMAKOW
et al., 2010).

Além da elevada area de superficie interna, as MOFs oferecem vantagens
significativas no que diz respeito a possibilidade de alteracdo previsivel das
unidades organicas, visando fornecer materiais adaptados para aplicacdes
especificas. As varias combinacdes entre conectores (metal ou clusters) e ligantes
oferecem um numero quase infinito de combinagdes, enorme flexibilidade, tamanho
de poro, forma e estrutura, e muitas oportunidades de funcionalizagGes
(DHAKSHINAMOORTHY; GARCIA, 2014). Por exemplo, o comprimento do ligante
organico, em geral, define o tamanho dos poros de um dado material, enquanto que
a funcionalizacdo da unidade organica pode proporcionar poros previsivelmente
funcionalizados. Assim, é possivel realizar sinteses sob demanda de poros
funcionais, ajustando o tamanho, forma e propriedades quimicas (HORIKE et al.,
2009; CORMA et al., 2010).
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Os ions metalicos de transicdo séo, geralmente, utilizados como conectores
versateis na construcdo de polimeros de coordenacdo. Dependendo do metal e do
seu estado de oxidacdo, os numeros de coordenacao podem variar de 2 a 12, dando
origem a diversas geometrias, que podem ser lineares, em forma de T ou Y,
tetraédrica, quadrado-planar, quadrado-piramidal, trigonal-bipiramidal, octaédrica,
trigonal-prismatico e pentagonal-bipiramidal (FLOR, 2017).

Embora os estudos iniciais sobre estes materiais tenham sido impulsionados
principalmente para a sua aplicacdo como materiais para purificacdo, separacéo e
armazenamento de gas (CH4, H2 e CO;), uma gama de outras aplicacdes potenciais
foram igualmente propostas e demonstradas, incluindo, catalise, sensores,
carreadores de nanomateriais, liberacdo controlada de drogas, dispositivos 6ticos e
eletrbnicos, entre outras, como demonstradas na Figura 10 (ABNEY & LIN, 2009;
KRENO et al., 2011; BETARD; FISCHER, 2012; HORCAJADA et al., 2012; Ll et al.,
2012; HOSSEINI et al., 2013; STAVILA et al., 2014).

Armazenamento

de gas { ‘
*. :'_‘>/

-

1 4

Catalise

ﬂ/.
Liberacio S
controlada de
farmacos

Figura 10 . Aplicagbes potenciais das MOFs (Adaptado de CHAEMCHEN et al., 2013)

Em geral, a flexibilidade e a estrutura altamente porosa das MOFs permitem
gue moléculas héspedes, tais como metais, se difundam para a estrutura em bloco.

Além disso, a geometria e o tamanho dos poros exercem um papel de seletividade
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sobre quais as moléculas alvos poderdo ser incorporadas. Estas caracteristicas
tornam estes materiais em candidatos ideais para preparacdo de eletrodos sélidos
catalisadores (HOSSEINI et al., 2013a).

Até a presente data, poucos dados estédo disponiveis sobre as propriedades
eletroquimicas das redes metal-organicas, e o estudo de sua aplicacdo na
eletroquimica ainda é recente. Muito recentemente, Mao et al (2012) apresentou a
primeira aplicagdo de MOFs baseadas em cobre como agente eletrocatalitico em
reacoes de reducdo do oxigénio. Também, Kumar et al. (2012), relataram a reducao
eletrocatalitica de CO, em eletrodos de pasta de carbono modificados com filme de
MOFs de cobre. Outros estudos relatam o uso de compdésitos baseados em MOF, os
quais apresentaram O6tima atividade eletrocatalitica para oxidacdo da L-Cisteina,
hidrazina, metanol, NADH e H,0O, (HOSSEINI et al., 2013a; HOSSEINI et al., 2013b;
ZHANG et al., 2013a; ZHANG et al., 2013b; JIA et al., 2013a).

As MOFs sao de interesse fundamental e uso pratico em eletroquimica
porque a maioria dos ions metalicos usados em sua estrutura sdo ativos
eletroquimicamente (WANG et al., 2014). Assim, combinando suas caracteristicas de
porosidade, alta area superficial, bem como as propriedades eletrocataliticas dos
seus ions metais,0 uso das MOFs para a modificacdo da superficie de eletrodos,
produzindo EQMs, pode ser promissor no desenvolvimento de novos sensores
eletroquimicos e biossensores com propriedades analiticas e eletroquimicas

favoraveis.

2.8 CuBTC

Relatado pela primeira vez por Chui e colaboradores (1999), o material
Cobre-benzeno-1,3,5-tricarboxilato [Cu3(BTC),.3H,0], também conhecido como MF-
199 ou HKUST-1, e nesta tese denomiado CuBTC, é uma das redes metal-
organicas mais estudadas, tanto tedrica como experimentalmente. Trata-se de um
sélido microporoso constituido por ions de cobre (I) que formam estruturas cubicas
do tipo paddlewheel, onde cada ion metélico € coordenado a quatro oxigénios,
provenientes do ligante benzeno-1,3,5- tricarboxilato (H3BTC, acido trimésico) e
moléculas de agua nos sitios axiais (BORDIGA et al., 2007; FLOR, 2017).



47

Apresentando dois tipos de poros esféricos, de 0,4 nm e 1,1 nm (Figura 11),
a CuBTC pode ser facilmente sintetizada, com rendimentos elevados, utilizando uma
variedade de meétodos, incluindo sintese convencional solvotérmica, assistida por
radiacdo micro-ondas, sintese a temperatura ambiente, sintese por ultrassom, por
precipitacdo, eletroquimica, entres outras (O'NEILL et al.,, 2010; ZHUANG et al.,
2011; DAVYDOVSKAY et al., 2014; SRIMUK et al., 2015).

Figura 11. Estrutura cristalina da CuBTC e a representacao dos dois tipos de poros
(WU et al., 2015).

Ultimamente, a CuBTC tem se destacado pela sua vasta utilizagdo no campo
tecnoldgico, apresentando uma variedade de aplicacdes, incluindo catalise (KUMAR
et al., 2013), adsorcao seletiva, sensores (KUMAR et al., 2015) e atividade biolégica
(CHIERICATTI et al., 2012).

Além disso, no organismo, a glutationa se liga naturalmente a ions metalicos
enddgenos tais como cobre, selénio, crobmio e zinco, via rea¢cdes ndo enzimaticas. A
ligacdo da GSH a estes ions metalicos cumpre importantes funcdes, como: (1) limitar

e regular a atividade dos ions metalicos, (2) facilitar o transporte destes ions na
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membrana e sua eliminagdo da célula e do organismo, (3) conduzir a formacao de
mediadores biolégicos essenciais (MLADENOV, 2004).

Ja é bem relatado na literatura, a formacdo de complexos entre a glutationa e
o ion de cobre (II) em meio aquoso, facilitando a formacéo de dimeros oxidativos de
grupos tiol, os quais sao aplicados para deteccdo de GSH em solugdo aquosa
(SAFAVI et al.,, 2009; AREIAS et al., 2016a,b). Assim, escolheu-se a CuBTC, de

forma a mimetizar essa afinidade.

Apenas trés artigos foram encontrados na literatura utilizando a CuBTC como
modificador de eletrodo. Entretanto, os sensores construidos com este material
foram utilizados para detec¢do de outros analitos alvos, respectivamente, cisteina
(HOSSEINI et al.,, 2013a), hidrazina (HOSSEINI et al., 2013b) e captopril
(VASCONCELOS et al., 2017).

Tendo em vista o que esta descrito na literatura para este composto, o
presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um sistema
eletroquimico para deteccdo de glutationa, baseado na modificacdo de eletrodos
com a CuBTC.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sensor eletroquimico para deteccdo de glutationa baseado
na CuBTC.

3.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver uma plataforma sensora empregando a imobilizagdo da CuBTC
na superficie de eletrodos convencionais, visando aplicacdo em ensaios
eletroquimicos;

e Desenvolver um método para imobilizacdo da CuBTC na superficie
de eletrodos base de platina e de ouro;

e Realizar testes eletroquimicos, através da técnica de voltametria ciclica (VC)
para caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos quimicamente modificados
desenvolvidos;

e Avaliar as propriedades eletrocataliticas do eletrodo modificado e as
condicBes 6timas de resposta para a Glutationa, tais como concentracdo da
MOF, potencial aplicado, velocidade de varredura, valores de pH e faixa de
resposta linear, visando o aumento do desempenho analitico do sensor;

e Avaliar as respostas eletroquimicas do sensor em amostras reais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as solucdes
estoque foram preparadas previamente, antes de cada experimento, utilizando agua
ultrapura obtida a partir de um sistema de purificacdo pelo sistema Milli-Q da
Millipore (p>18MQ) (Billerica, EUA). A eliminacdo de oxigénio (O,) dissolvido foi feita
pelo borbulhamento de gas nitrogénio durante 5 minutos antes das medidas, de

forma a minimizar a sua interferéncia.

Glutationa Reduzida (GSH) e a rede metal organica Basolite C300 produzida
pela BASF foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Millwaukee, USA). Acido fosforico,
fosfato de sbédio monobésico (NaH;PO4.H,O), fosfato de soédio dibasico
(Na,HPO4.7H,0), hidroxido de sddio (NaOH) e perdxido de Oxigénio (H,0O;) foram
obtidos da Dinamica Quimica (Sao Paulo, BR). Copolimero acrilamida e acrilato de
sodio (Bozefloc A) da Daneto (Ceara, BR).

P6s de alumina (1,0, 0,3 e 0,05 um) e tecido para polimento metalogréfico,
foram obtidos a partir da Teglago (Séo Paulo, BR).

Os eletrodos de trabalho de disco de platina (1,5 mm de diametro), de ouro
(1,7 mm de diametro), o contra- eletrodo de fio de platina e o eletrodo de referéncia

Prata/Cloreto de Prata (Ag/AgCl) foram adquiridos da Labsolutions (S&o Paulo, BR).

4.2. Amostras de soro

As amostras de soro sanguineo foram coletadas de doadores saudaveis, no
Laboratério de analises clinicas do Hospital Fundacdo Assistencial da Paraiba
(FAP), localizado na cidade de Campina Grande — PB. Estas foram obtidas através
de puncdo da veia intermédia do braco, no volume de 5 mL, por um profissional

qualificado, de acordo com as recomendacdes de segurancga.

As amostras de sangue foram coletadas em tubos contendo solucdo
anticoagulante (EDTA- acido etilenoadiaminoacético) e centrifugadas a 3000 rpm por

10 minutos, a uma temperatura de 4°C, extraindo-se 0 sobrenadante. Apdés
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centrifugagdo, estes foram armazenados em tubos criogénicos a -80°C e
devidamente identificados, para posterior anélise.
Para as medidas eletroquimicas, uma aliquota de amostra de 500 uL foi

diluida em solucdo tampao fosfato de potassio com concentracéo de 0,1 mol L™,

A pesquisa segue as diretrizes e normas aprovadas na Resolugdo n°
466/2012 do CNS e foi aprovada pelo comité de ética da Universidade Estadual da
Paraiba sob o n° de registro 041512/2014 (ANEXO 1).

4.3 Preparacgéo das solugdes tampéao

Como eletrélito suporte, solucbes de tampéo fosfato (0,1 mol L™) foram
preparadas a partir de fosfato de sédio monobasico (NaH,PO,4.H,O) e fosfato de
sédio dibasico (Na;HPO4.7H,0), com pH ajustado com solucdo diluida de acido

fosférico (0,1 mol L™).

4.4 Instrumentacao

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em temperatura ambiente
(25°C), em uma gaiola de Faraday, com auxilio de um potenciostato/Galvanostato
(Autolab PGSTAT 10, marca Eco Chemie), interfaciado a um microcomputador com
software NOVA 1.11 para controle do potencial, aquisicdo e tratamento de dados.
Um sistema de trés eletrodos foi utilizado, sendo constituido de uma célula
eletroquimica de capacidade volumétrica de 20 mL, contendo 10 mL de solucéo
tampéo fosfato, um eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata (Ag/AQClkcisat),
um contra-eletrodo de fio de platina e como eletrodo de trabalho platina ou ouro
modificados com a rede metal-organica CuBTC (Figura 12A e B).
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Figura
12. (A) Potenciostato/galvanostato Autolab (B) Célula eletroquimica de trés eletrodos (1)
contra-eletrodo de fio de Pt, (2) Eletrodo de trabalho modificado com a CuBTC (3) eletrodo
de referéncia AQ/AgClci saturado)-

Um medidor de pH digital (Hanna instruments, modelo HI) com precisdo de +
0,001 V foi utilizado para medi¢des de pH, quando necessarias. O medidor de pH foi
previamente calibrado usando tampdes de pH 4,00 + 0,01e pH 7,00 £ 0,01.

4.5 Pré-Tratamento do eletrodo

O pré-tratamento das superficies dos eletrodos de trabalho foi realizado
através de um procedimento mecanico, consistindo no polimento em tecido de
polimento metalografico, apoiado em placa de ceramica lisa, embebido por solugbes
de suspensao de alumina (1,0, 0,3 e 0,05 um), em ordem decrescente, até que as
suas superficies apresentassem aspecto espelhado. Apds cada etapa de polimento,

os eletrodos foram lavados com agua ultrapura.

Finalmente, os eletrodos foram submetidos a voltametria cilica (-0,4 V e +0,8
V versus Ag/AgCl), numa velocidade de varredura de 50 mV s™, em 0,1 mol L™ de
solucdo tampdao fosfato de sédio até os voltamogramas tornarem-se reprodutiveis
(cerca de 5 ciclos). Em seguida, o eletrodo tratado foi entdo, lavado com agua ultra-
pura e armazenado em condi¢gbes ambientais de temperatura (25°C) e exposto a Oy,
para posterior modificacdo de sua superficie. Todo o processo de limpeza foi
repetido antes de cada medicao.
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4.6 Preparacao do Eletrodo Modificado com a CuBTC

Uma resina polimérica foi preparada a partir de 2g do copolimero acrilamida-
acrilato de sédio, diluido em uma solug¢do alcodlica de 80 mL, e submetidos a
aguecimento e agitacdo até adiquirir a consisténcia de gel. Em seguida, 100 mg de
CuBTC em sua forma comercial (Basolite C300), foi adicionada a uma aliquota de
20 mL da solucdo copolimérica e sonicada por 30 minutos para completa
homogenizacdo da solucdo, formando uma resina polimérica. Para preparacdo do
eletrodo modificado, uma aliquota (2 uL) da resina polimérica foi depositada em
eletrodos de disco de platina e ouro (Figura 13). ApGs secagem, com auxilio de um
secador de cabelos, um filme fino da Rede Metal-Orgéanica cobre (II) — benzeno - 1,
3, 5 — tricarboxilato foi formado na superficie dos eletrodos de platina e Ouro e

identificados, respectivamente, pelas siglas CuBTC/EPt e CuBTC/EAuU.

5 4

Eletrodo base «
de Pt ou Au

Superficie do eletrodo base
.\Mﬁ‘}._hi

CuBTC

Figura 13. A) Representacdo do modo de preparacéo do Eletrodo Quimicamente
Modificado. B) Foto do eletrodo base apés modificacdo com camada de CuBTC.
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4.7 Caracterizacdo eletroquimica do sensor

Antes de serem utilizados como sensores, as performances eletroquimicas
dos eletrodos modificados foram avaliadas por voltametria ciclica em 10 mL de

solucdo tampao fosfato (0,1 mol L ™), utilizada como eletrélito de suporte.

As variaveis que foram examinadas para caracterizagdo do sensor
eletroquimico foram: escolha do eletrodo base, o tipo de imobilizador, concentracéo

de MOF, tipo de eletrélito de suporte, pH da solucéo e velocidade de varredura.

ApoOs a caracterizacdo, a atividade dos EQMs com CuBTC foi avaliada na
presenca da glutationa por Voltametria Ciclica, nas condi¢cdes otimizadas. E,
posteriormente, os resultados obtidos com estes eletrodos foram comparados com
0s obtidos nos eletrodos de platina e ouro sem modificar, no intuito de verificar a
capacidade eletrocatalitica do filme de CuBTC como mediador na andlise e deteccéo

desse composto.

4.8 Medidas Analiticas

Para avaliar a resposta analitica do sensor, aliquotas (10 mL) de GSH em
diferentes concentracdes foram submetidas a andlise pelos eletrodos quimicamente
modificados CuBTC/EPt e CuBTC/EAu. A deteccdo voltamétrica foi monitorada
através da intensidade da corrente de pico anddica para a eletro-oxidacéo catalitica
da glutationa. As medices foram realizadas em solucdo 0,1 mol L™* de tamp&o
fosfato. As faixas de potenciais aplicadas foram de -0,4 a +0,4 V vs. Ag/AgCl para o
eletrodo CuBTC/EPt e a partir de -0,4 a +1,0 V vs. Ag/ AgCl para o eletrodo

CuBTC/EAuU, com uma velocidade de varredura de 50 mV st

A deteccdo de glutationa em amostras reais de soro sanguineo demonstrou a

aplicacao pratica do sensor desenvolvido.
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5.1Estudos com Eletrodo Quimicamente Modificado CuBTC/EPt

5.1.1 Tipo de Imobilizador

Com o objetivo de modificar o eletrodo com a rede metal-organica CuBTC,

varios polimeros foram testados como material imobilizador, sendo eles: Poliéster;

Policloreto de vinila (PVC) ; Tetra-acetato de celulose (TAC) e o0 copolimero

Acrilamida/acrilato de sddio, Figura 14 A, B, C e D, respectivamente.

A)

Q)

Corrente /uA

Corrente / pA

20+

25+

30F

10+

— Poliester + CuBTC

B)

07 06 05 04 03 02 01 00 01
Potencial vs. Ag/AgCl/V

o & b D o v oA o o
— T T T T T

— Tetra-acetato de Celulose + CuBTC

0.2

D)

07 06 05 04 03 02 01 00 01
Potencial vs. Ag/AgCI/V

0.2

Corrente / uA

Corrente / pA

0.6

04}

02

0.0F

02+

04k

0.6

0.8E

—PVC + CuBTC

200

100 |

-100 -

-200 |

-300

0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

Potencial vs. Ag/AgCI/V

— Acrilamida-Acrilato de sodio + CuBTC

Potencial vs. Ag/AgCI/V

Figura 14. Voltamogramas do EQM CuBTC/EPt utilizando diferentes polimeros como

imobilizadores: A) Poliéster; B) PVC; C) Tetra-acetato de Celulose e D) Acrilamida- acrilato

de sodio, em solucao tampéo fosfato pH 7.
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Como pode ser visualizado na Figura 14, a modificacdo do eletrodo com
CuBTC, utilizando o copolimero Acrilamida/acrilato de sédio (D) como imobilizador,
foi o que apresentou melhor comportamento eletroquimico, com picos de oxidacao e
reducdo de cobre bem definidos, quando submetido a voltametria ciclica em solugéo
tampao. Em conformidade com o padrao de oxidagao/reducéo do cobre descrito na
literatura (HOSSEINI et al., 2013a; AL-JANEBI et al., 2016). Este entdo foi o material
escolhido como imobilizador no processo de construcdo do sensor eletroquimico

para deteccao de glutationa.

Uma vez que a CuBTC é fracamente condutora, espera-se respostas
eletroquimicas para oxidacdo e reducdo do cobre ndo tdo intensas, assim como
observadas em trabalhos anteriores (HOSSEINI et al., 2013a; 2013b). Entretanto,
com a utilizacdo do copolimero acrilamida-acrilato de sédio, como imobilizador da
MOF na superficie do eletrodo de Pt, as respostas obtidas para oxida¢éo e reducdo
do cobre foram potencializadas. Esse fator pode ser atribuido inicialmente as
caracteristicas condutoras do polimero, que em solucdo tem carater anioénico e ao
interagir com os terminais de cobre acessiveis na MOF facilita o processo de
transferéncia de elétrons e consequentemente, aumenta a resposta eletroquimica
(LEE et al., 2005).

Este resultado fez-nos concluir que o polimero € determinante na resposta
catalitica do sensor podendo ele propiciar as reacdes de oxidacdo/ reducdo ou

eventualmente, condiciona-las.

5.1.2 Propriedades Eletroquimicas do EQM CuBTC/EPt

Segundo Fleker et al. (2016), as estruturas metal-organicas apresentam
propriedades Unicas que as tornam excelentes candidatas para muitas aplicacfes de
alta tecnologia. As MOFs constituem uma nova geracao de materiais cristalinos
porosos, que entraram recentemente em foco, para as tecnologias de sensores, uma
vez que podem ser usados como elementos ativos especificos para um determinado

analito , quando aplicadas sob a forma de filmes finos.
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Por apresentam propriedades analiticas e eletroquimicas favoraveis, devido
suas caracteristicas de porosidade, alta area superficial, bem como as propriedades
eletrocataliticas dos seus ions metalicos, as MOFs oferecem vantagens importantes

para utilizacdo como modificadores de eletrodos.

Assim, voltamogramas ciclicos foram registrados para o eletrodo de platina
sem modificar e para o eletrodo de platina apenas com o copolimero acrilamida-

acrilato de sodio imobilizado em sua superficie (Figura 15).

0.0

Corrente/ pA

—— Eletrodo Pt
—— Eletrodo Pt + Acrilamida-acrilato de sodio

25 1 . 1 . 1 . 1 . 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

Potencial vs. Ag/AgCI / V

Figura 15. Voltamogramas do eletrodo de Pt (—) e do Eletrodo de platina com o
copolimero Acrilamida-acrilato de sédio (—) como imobilizador, em solugéo tamp&o fosfato
pH 7,V =50mV s™, Ea=-0,4a 0,4V, registrado no 1° ciclo.

Segundo demonstrado na Figura 15, o eletrodo base de platina em solucdo
tampdo ndo apresenta nenhuma atividade eletroquimica, na faixa de potencial
aplicada. O mesmo acontece para o copolimero depositado na superficie do eletrodo
de platina, demonstrando que o mesmo € inerte, nao influenciando na resposta do

eletrodo, uma vez que apresentou resposta semelhante ao do eletrodo sozinho.

Na Figura 16 sao apresentados os voltamogramas ciclicos para os eletrodos
de platina modificado com a MOF CuBTC e sem modificar, na faixa de potencial de -
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0,4V a0,4V vs. Ag/AgCI. Foram realizadas 5 leituras e a terceira varredura de cada

medida foi plotada neste grafico.

10

Corrente / nA

10 |

A5 L Eletrodo de Pt
— EQM CuBTC/EPt

-20 1 . 1 . 1 . 1 . 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

Potencial vs. Ag/AgCl / V

Figura 16. Voltamogramas do eletrodo de Pt (—) e do Eletrodo quimicamente modificado
CuBTC/EPt (—), em solugéo tampéo fosfato pH 7, V = 50 mV st Ea=-0,4a+0,4V,
registrados no 3° ciclo.

Como demonstrado anteriormente, para o eletrodo de platina nenhum pico é
observado nesta faixa de potencial. Entretanto, para o eletrodo quimicamente
modificado CuBTC/EPt em solugédo tampao, este apresentou atividade eletroquimica
com picos de oxidacédo e reducdo de cobre bem definidos, devido a rede metal-
organica devidamente imobilizada na superficie do eletrodo base. Este resultado
leva a conclusdo que o sistema nanoestruturado é imprescindivel para aumentar a

sensibilidade da resposta catalitica.

Assim, o voltamograma ciclico apresentou um pico andédico durante o

bY

varrimento anddico (no sentido positivo), correspondente a oxidagcdo do cobre
metalico (Equacédo 1) (Epa = + 0,025 V) e, durante o varrimento catodico, sentido
inverso em direcao a potenciais mais negativos, ha o aparecimento de um novo pico,

bY

0 qual esta relacionado a reducdo (Ep,c = - 0,17 V) do ion cobre (Cu?") a cobre
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metalico (Equacéo 2), com potencial médio (En) de -0,072 V vs. Ag/AgCI. Onde En,
= (Epa + Epc)/2, sendo que Epa € Epc Sé0 0s potenciais de pico anodico e catodico,
respectivamente (HOSSEINI et al., 2013a; AL-JANEBI et al., 2016).

Cu — Cu®" + 2¢’ (Equacdo 1)

Cu* +2e — Cu (Equacéo 2)

5.1.3 Influéncia da Velocidade de varredura no comportamento Eletroquimico
do CuBTC/EPt

Nas reagOes de eletrodo, normalmente, sdo considerados trés modos de
transferéncia de massa: a migracdo (movimento de ions através da solucao causada
pela atracdo ou repulsdo entre as espécies idnicas em solucdo e o eletrodo de
trabalho), a conveccdo (movimentacdo das espécies causadas por perturbacdo
mecanica do fluxo da solucdo) e a difusdo. Este ultimo, trata-se do processo de
transferéncia de massa mais largamente estudado, sendo definido como a
movimentacao espontanea da espécie quimica devido a formacdo de um gradiente

de concentracéo do analito de interesse (Pacheco et al., 2013).

Em voltametria, as condicfes experimentais sdo ajustadas para que 0s
transportes por migracao e conveccdo sejam minimizados. Assim, considera-se que
o transporte de massa seja feito basicamente por difusdo (SKOONG et al., 2002).
Neste caso, o fluxo de espécies eletroativas (J) € descrito pela primeira lei de Fick,
gue descreve J como o produto entre o coeficiente de difusdo (D) multiplicado pela
variacdo de concentracdo na interface eletrodo/solucdo (onde a distancia (x) entre a

superficie do eletrodo e a solucéo € zero).

J =D dc° /dx (Equacéo 3)
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7

A velocidade de varredura do potencial € uma varidvel extremamente
importante, pois ela pode determinar o tipo de interagdo de uma espécie eletroativa
com o eletrodo e o tipo de transporte desta espécie para a superficie do mesmo.
Assim, o efeito da velocidade de varredura foi estudado em solugdo tampéao fosfato
0,1 mol L™, pH 7,0. A Figura 17 representa os voltamogramas ciclicos obtidos com o
eletrodo modificado para a janela potenciais entre -0,4 a +0,4 V, para diferentes
velocidades de varredura (10 a 1000 mV s™). Os diagramas obtidos correspondem

ao registro do terceiro ciclo.

< 20}
L 40t
g L
= 60}
o L -1
o -80 | —10mVs 1
i —50mVs
-100 + 4
I — 100 MV s
120 ——500mVs”
-140 | —— 1000 mV s
_160 1 " 1 " 1 " 1 " 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

Potencial vs. Ag/AgCI / V

Figura 17. (A) Influéncia da velocidade de varredura sobre o comportamento
eletroquimico do EQM CuBTC/EPt em solugéo tampé&o fosfato pH=7, Ea=-0,4 a +0,4 V,
voltamogramas registrados no 3° ciclo. (B) Intensidade da corrente de pico anddico vs. raiz
guadrada da velocidade de varredura.

Os voltamogramas ciclicos plotados, Figura 17 (A), mostram a variacdo da
corrente de potencial em funcéo da velocidade de varredura. Observa-se que com 0
aumento da velocidade de varredura ha um aumento na separacdo de pico (AEp).
Segundo Silva (1998), os pares redox que apresentam uma separagdo entre 0sS
potenciais de pico catddico e anddico que aumenta com a velocidade de varrimento

de potencial denominam-se, usualmente, de quase-reversiveis. Nestes casos, tanto
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0 processo de transferéncia de carga heterogénea como o de transporte de massa,

determinam a corrente.

A intensidade de corrente depende de duas contribuicbes predominantes,
uma devida a reacdo de transferéncia eletrénica a superficie do eletrodo, e a outra
devida ao transporte da espécie eletroativa para esta superficie. A velocidade de
transferéncia eletrénica serd tanto maior quanto maior for o potencial, e 0 mesmo
acontece para a intensidade de corrente respectiva, a qual aumenta

exponencialmente com o potencial (fase ascendente do voltamograma).

Por sua vez, no grafico (B), correspondente as parcelas de corrente de pico

anddica em funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura (v?

) observa-se
que os valores de Intensidade de corrente variam linearmente com v'? em todas as
velocidades de varredura. Este comportamento indica que, no pH de trabalho, os
ions migram para a solucdo e em seguida sofrem o processo redox. Ou seja, mesmo
a direcdo sendo anddica, os fons Cu?* em solucdo s&o reduzidos, indicando que o

processo é controlado por difusao.

Portanto, a velocidade de 50mV s foi escolhida para os préximos

experimentos envolvendo o estudo do eletrodo CuBTC/EPt.

5.1.4. Influéncia da natureza da solugdo tampdo no comportamento
Eletroguimico do CuBTC/EPt

Seguindo com a otimizacdo das condicBes experimentais, também foram
realizados estudos, com o eletrodo desenvolvido, em diferentes solu¢cbes tampéao,
entre eles: fosfato de sédio (Na;HPO./NaH,PO,), fostato-citrato, o qual trata-se de
uma mistura de solucdo de acido citrico com uma solucéo de fosfato de sodio), Tris-
(hidroximetil)-aminometano (TRIS) e o Tris-(hidroximetil)-aminometano com adi¢cao
de cloreto de sédio (TRIS+NaCl), com concentracdo igual a 0,1 mol L™, em pH 7,0
(Figura 18).
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos do EQM CuBTC/EPt obtidos em
diferentes solucdes tampao: (—) 0,1 mol L™ de Fosfato de sédio, (—) 0,1 mol
L™ de CBPS, (—) 0,1 mol L™ de TRIS, (—) 0,1 mol L™* de TRIS+NaCl, registrados no 3°
Ciclo. Velocidade de varredura de 50 mV s™

Observa-se na Figura 18, que as melhores respostas, correspondentes aos
valores de corrente anddica mais elevados, foram obtidas para as solu¢des tampéao
TRIS+NaCl e o fosfato de sddio. Isto se deve, provavelmente, ao ion sodio presente

nessas solugdes, que parece intensificar a resposta do EQM.

Assim, a resposta do eletrodo depende dos ions presentes na solugéo, visto
que para o tampao TRIS ndo se observam os picos de oxidacdo e reducdo bem
definidos da MOF CuBTC, pelo fato do cation do TRIS n&o ser capaz de interagir
com a rede cristalina da MOF, devido ao seu tamanho. Possivelmente, o tamanho
da cavidade da rede cristalina da MOF permite que somente cations pequenos se
difundam através desta, mantendo a eletroneutralidade. Entretanto, quando se
adiciona NaCl a solucdo, a resposta modifica, possibilitando, o aparecimento do

processo redox.
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Embora, a solugdo tampé&o TRIS+NaCl tenha se destacado com os valores de
corrente anddica mais elevada, a solugdo tampao fosfato de sédio foi escolhida por

apresentar menor potencial de oxidacéo.

5.1.5 Influéncia do pH da solug¢éo tamp&o no comportamento eletroquimico do
CuBTC/EPt

Em geral, o pH € uma variavel que influencia tanto a corrente de pico quanto
a forma dos voltamogramas obtidos. Sendo assim, é importante investigar o efeito
gue ele exerce sobre sistemas eletroquimicos (ZARGAR et al., 2015). Assim, para
determinar o valor de pH 6timo, avaliou-se o seu efeito sobre a resposta
voltamétrica do EQM CuBTC/EPt. Os estudos foram realizados em solu¢cfes tampéao

fosfato de sodio com valores pH compreendidos entre 6,0 e 8,4 (Figura 19).

10

— pH 6,0
- pH 6,6
—pH 7,2
—pH 7,8
— pH8,4

Corrente / pA
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Figura 19. Influéncia do pH sobre o comportamento eletroquimico do EQM
CuBTC/EPt em solucéo tampéo fosfato, V=50 mV s Ea=-0,4a0,4V, registrado no 1°
ciclo.

Verificou-se que o comportamento eletroquimico do eletrodo modificado era
dependente do valor do pH da solucéo. No intervalo entre 6,0 a 7,2 observa-se ainda

que, quanto menor era o valor de pH, melhor era a resposta eletroquimica.
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Entretanto, para valores de pH superior a 7,8 praticamente ndo se registrava
qualquer resposta eletroquimica, ou seja, 0s processos de oxidacdo/reducao eram
mascarados. Isso ocoore pois, segundo Chughtai et al. (2015), em meios alcalinos
ocorre o enfraquecimento e a consequente quebra da rede metalorganica, levando a

formacgé&o de nanoparticulas de CuO.

Também é possivel observar que no intervalo de pH entre 6,0 e 7,2, h4 um
deslocamento dos picos de oxidacdo e redugcdo do cobre da MOF para potenciais
mais positivos sempre que o pH decresce, sendo mais evidente para 0s potenciais
catédicos. Esse comportamento pode estar associado a reducdo do cobre ser
dependente do pH do meio (RICHARDSON et al., 2001).

Como resultado, o estudo do efeito do pH neste experimento mostra uma
corrente de pico maxima com uma curva voltamétrica bem formada em pH 6,0.
Embora esse pH seja considerado 6timo para os fins analiticos, assegurando curvas
voltamétricas bem formadas e com alta densidade de corrente, optou-se por
escolher o valor de pH de 7,2, visando a aplicabilidade do método. Isto justificou-se
pelo fato de ser o mais proximo do pH natural das amostras reais, soro sanguineo
(pH 7,35 a 7,45), em que o sensor sera aplicado analiticamente, evitando desta

forma o ajuste de pH.

5.1.6 Estabilidade do EQM CuBTC/EPt

A influéncia do numero de varreduras ciclicas sobre o comportamento

eletroquimico do EQM CuBTC/EPt foi avaliada em solugéo tampé&o fosfato 0,1 mol L
1 pH 7,2, V=50 mV s, Ea=-0,4 a +0,1 V (Figura 20).
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Figura 20. Influéncia do nimero de ciclos sobre o comportamento eletroquimico do EQM
CuBTC/EPt em solucéo tampao fosfato, pH 7,2, V=50 mV s*, Ea= -0,4 a +0,1V.

Durante as continuas varreduras ciclicas foi observado um pequeno
decréscimo das correntes de oxidacao e reducdo nos primeiros ciclos, tornando-se
gradualmente repetivel a partir do terceiro ciclo (média da corrente de pico anddica
igual a 6,48 YA e desvio padréo igual a £0,59). Provavelmente isso se deve a
necessidade de condicionamento prévio do sistema, o qual se estabiliza apos o
varrimento dos primeiros ciclos.

A Tabela 1 representa o resumo das variaveis estudadas e selecionadas na
analise do comportamento eletroquimico do eletrodo CuBTC/EPt.
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Tabela 1. Variaveis estudadas e selecionadas na anélise do comportamento
eletroquimico do eletrodo CuBTC/EPt.

EQM CuBTC/EPt Estudado Selecionado
Imobilizador Poliéster, PVC, Tetra- Acrilamida/acrilato de
acetato de celulose e sodio

Acrilamida/acrilato de

sodio
Velocidade de 10, 50, 100, 500 e 1000 50 mVs*
-1
varredura mV's
Fosfato de sédio, citrato-
Eletrélito de Suporte fosfato, TRIS e Fosfato de sddio
TRIS+NaCl , citrato-
fosfato, TRIS e
TRIS+NaCl
pH da solugéo 6,0;6,6;7,2,7.8e84 7,2
N° de ciclos 5 ciclos 3°ciclo

5.1.7 Resposta Eletrocatalitica do EQM CUBTC/EPt para a Glutationa

Apbs se estabelecer as melhores condi¢cdes experimentais que favoreciam
um melhor comportamento eletroquimico do eletrodo de platina modificado com a
rede metal-organica CuBTC, efetuou-se o estudo em solucdo de Glutationa no
sentido de estabelecer a faixa analitica para o sensor desenvolvido. Os
voltamogramas da Figura 21 ilustram a resposta eletrocatalitica do EQM CuBTC/EPt
na presenca de 1 mmol L* de GSH em comparacdo com a resposta do mesmo
eletrodo em solucdo tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,2), com velocidade de
varredura de 50 mV s™. Os registros apresentados correspondem ao 3° ciclo ciclo de

varredura.
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= EQM CuBTC/EPt em solugao Tampao
o = EQM CuBTC/EPt em 1mmol L'1 de GSH

Corrente / pA
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Figura 21. Voltamogramas ciclicos obtidos para CuBTC/EPt na auséncia (—) e presenca de
1 mmol L™ de GSH (—), em 0,1 mol L™ de tamp4o fosfato (pH 7,2), com velocidade de
varredura de 50 mV s, registrados no 3° ciclo.

No voltamograma ciclico representado na Figura 21, verifica-se que para
potenciais acima de -0,11 V obteve-se um aumento significativo da corrente anddica
comparativamente com o que acontece em solugao tampao enquanto que, para a
corrente catddica, o aumento do pico se verifica para potenciais acima de -0,23 V vs.
Ag/AgCI.

Como bem discutido na literatura, a maioria das determinacdes
eletroquimicas de compostos organossulfurados, em eletrodos sélidos, esta
baseada em reac¢des anoddicas (LACOURSE; MODI, 2005; MODI et al., 2005).
Entretanto, curiosamente, essa aplicacdo requer a reducdo catédica no eletrodo
antes da deteccdo anddica para regenerar a superficie para posterior andlise
(POSSARI et al., 2006). Assim, pode-se perceber que para o0 EQM CuBTC/EPt o
pico catddico também aumenta na presenca da glutationa, devido a mesma se
complexar com o Cu®" e adsorver na superficie do eletrodo, o que faz com que

exista mais cobre para ser reduzido (AREIAS et al., 2016 a).

Se comparar as duas situagbes (em solucdo tampdo e em solugdo de

glutationa) observa-se também um ligeiro deslocamento de ambos o0s picos
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(catédico e anddico) para potenciais mais negativos. Como representado na Figura
22, € importante destacar que, quando o eletrodo base de platina foi testado para
glutationa nenhuma corrente foi observada na faixa de potencial estudada o que
significa que a presenca da MOF contribuiu para o sinal eletroquimico observado,
justificando por isso a sua utilizacdo. Segundo Li e Lin (2006), em termos analiticos,
a modificacdo do eletrodo deve realizar-se de tal forma que o sensor obtenha
sensibilidade, seletividade, estabilidade, reprodutibilidade e aplicabilidade superiores
aguelas de um eletrodo base sem prévia modificacdo, para que seu emprego seja
justificado.

0.4 -

0.0 -

-0.2 |-

Corrente / yA

04

—— EPtem 1mmol L" de GSH

-0.6 |-

1 1 1 1 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

Potencial vs. Ag/AgCI / V

Figura 22. Voltamograma ciclico obtidos para o EPt na presenca de 1 mmol L de GSH (—
), em 0,1 mol L™ de tampéo fosfato (pH 7,2), com velocidade de varredura de 50 mV s™,
registrado no 3° ciclo.

A resposta observada ocorre, provavelmente, porque a rede metal-organica
CuBTC é capaz de mudar as propriedades eletroquimicas do eletrodo, destacando-
se como um novo material para a construcdo de eletrodos mais sensiveis, neste
caso para GSH.

Como relatado na literatura (MOORE et al., 2004; MARZAL, 2005), a GSH
apresenta potenciais de oxidacdo altos, geralmente acima de +0,9 V em eletrodos
sélidos. Como observado no voltamograma ciclico da Figura 21, o eletrodo
CuBTC/EPt foi capaz de reduzir o potencial de oxidacdo da glutationa para um valor
de -0,11 V. De acordo com os dados da literatura (MARZAL, 2005), a determinacao
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de GSH a baixos potenciais apresenta-se como uma grande vantagem, sobretudo
na analise de amostras complexas, uma vez que interferentes que apresentam altos

potenciais de oxidacdo podem ser eliminados.

Na Tabela 2 representa-se um quadro comparativo das propriedades
eletroquimicas do Eletrodo CuBTC/EPt em 0,1 mmol L™ de solucdo tamp&o na
auséncia e presenca de GSH na solucéo.

Tabela 2. Comparacbes das propriedades eletroquimicas do Eletrodo
CuBTC/EPt em 0,1 mol L™ de solugéo tampé&o, na auséncia e na presenca de 1mmol
L™ de GSH.

EQM CuBTC/EPt Auséncia de GSH Presenca de ImmolL™
de GSH
Epa (V) -0,10 -0.11
Epc (V) -0,22 -0,23
AE=Epc-Epa -0,12 -0,12
Ipa (nA) 1,24 2,79
Ipc (nA) -2,84 -8,34

Como pode ser observado na Tabela 2, as correntes de pico, tanto anddicas
(Ipa’s), quanto catddicas (Ipc’s) apresentam valores bastante diferentes, sendo mais
intensas para a solucdo contendo uma concentracdo de 1 mmol L™ de GSH. Este
fendbmeno pode ser atribuido a atividade da MOF CuBTC, a qual demonstra ser
capaz de mediar a transferéncia de elétrons entre o eletrodo e a GSH, permitindo a

oxidacdo/reducao catalitica da GSH na faixa de potencial aplicada.

Comparando as propriedades eletroquimicas, no que se diz respeito aos
potencias anddicos (EPa) apresentados pelo eletrodo CuBTC/EPt nas duas
solucdes (solucdo tampéao e solucdo GSH), verifica-se que a oxidagcao da glutationa
ocorre sobre a superficie do eletrodo, juntamente com a oxidagédo do cobre da MOF.
Isto esta coerente com o0s valores apresentados na Tabela 2, onde a janela de

potencial entre Epc e Epa (AEp =-0,12 V) ndo varia.

De acordo com os resultados obtidos, a eletro-oxidagao da glutationa sobre a

superficie do eletrodo CuBTC/EPt, levando a forma dissulfeto de glutationa (GSSG),
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pode ser descrita como representado pela Figura 23 e pelas Equacgdes (4), (5) e (6)

abaixo:

¥ Cu yGSH™ —» 1/2GS-SG +H*

b1
5, r "-\
u, -
b .‘- ";\

“Cu(ID

- ____-w—r
Medicio de transferéncia

eletronica

Figura 23. Mecanismo de reacao de eletrodo CuBTC/EPt na presenca de GSH.

Cuo Cu® +2¢ (Equacéo 4)
Cu?* + GSH « Cu+GSH (Equacéo 5)

l
Cu" +% GS-GS + 2H"

2Cu?* + 2GSH — 2Cu* + GSSG (Equacéo 6)

5.1.8 Efeito do pH na resposta do CuBTC/Pt na presenca da Glutationa

O efeito do pH sobre a resposta voltamétrica do EQM CuBTC/EPt foi avaliado
para solucdes de 1 mmol L™ de concentracdo de GSH com valores diferentes de pH

que variavam entre 6,0 e 8,0 (Figura 24).
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Figura 24. Influéncia do pH sobre o comportamento eletroquimico do EQM CuBTC/EPt na
presenca de 1 mmol L™ de GSH na solucdo, V=50 mV s*, Ea=-0,4 a +0,4 V, registrado no
3° ciclo.

Como pode ser verificado na resposta voltamétrica do eletrodo CuBTC/EPt
em diferentes solucdes tamponadas de pH 6 a 8 (Figura 24), o comportamento
redox da glutationa € dependente do pH. No intervalo de pH entre 6,0 a 7,6 observa-
se que a resposta eletroanalitica melhora a medida que decresce o pH. Para valores
de pH 8,0, a oxidacdo da GSH é mascarada e, portanto, dados confiaveis para os
potenciais ndo podem ser obtidos. Observa-se também que no intervalo de pH de
6,0 a 7,2, com a diminuicdo do pH da solucdo, ha um deslocamento do pico de

oxidacdo da GSH para potenciais mais positivos.

Os resultados mostraram que a corrente de pico depende, em grande parte,
do valor do pH da solugdo tampdao, atingindo o seu maximo em pH 6, com uma
curva voltamétrica bem formada. Assim, uma vez que o grupo SH da glutationa
possui uma forte tendéncia oxidante e, consequentemente, facilidade de formagéo
de ligacdes dissulfeto, pode-se sugerir que essas reacdes sao predominantes neste
pH. Embora esse pH seja adequado para fins analiticos, assegurando curvas
voltamétricas bem formadas e com alta intensidade de corrente, neste trabalho, foi
escolhido o pH de 7,2 para as analises eletroquimicas, por ser o mais préximo do pH
natural das amostras reais, soro sanguineo (pH 7,35 a 7,45), em que 0 sensor sera

aplicado.
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Estudos anteriores também demonstraram que o0 comportamento
eletroquimico da GSH era dependente das caracteristicas do eletrodo, da solucao
(tipo de solucéo e pH) e do processo oxidacdo da espécie eletroativa (MARZAL,
2005; KARIMI-MALEH et al., 2012; KEYVANFARD et al., 2013; SOLTANI et al.,
2014).

5.1.9 Curva Analitica para determinacéo da Glutationa pelo EQM CuBTC/EPt

Apés a otimizacdo do eletrodo de platina quimicamente modificado com
CuBTC, procedeu-se a avaliacdo de sua performance na determinacdo da
glutationa. Para isto, curvas analiticas (Figura 25) foram construidas através da
analise de solucdes com diferentes concentracdes de GSH (pH 7,2). Mantendo uma
velocidade de varredura de 50 mV s™ e efetuando um varrimento numa faixa de
potencial de -0,4 a +0,1 V vs. Ag/AgCl obtiveram-se potenciais de pico anddico e
catodico na ordem de Epa=-0,08 V e Epc=-0,27 V.

o
-

Corrente / pA
ow & o N ® ©

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
[GSH] (mmol L")
I(uA) = 4,97 [GSH] + 31,5
R® = 0.98409

Corrente / pA

oS

= Tampao Fosfato
= [GSH] = 0,075 mmol L-1
—— [GSH] = 0,1 mmol L-1
—— [GSH] = 0,25 mmol L-1
= [GSH] = 0,5 mmol L-1
—— [GSH] = 0,75 mmol L-1
= [GSH] =1 mmol L-1

Corrente / pA

o ® N » ©

0 0‘2 0.‘4 0‘6 D‘.B 1 ‘O
-15 L L L L L [GSH] (mmol L-1)

-0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1
Potencial vs. Ag/AgCl/V I(uA) = 6,27 [GSH] + 5,57
otencial vs. Ag/Ag R2= 0,9634

Figura 25. A) Influéncia da concentracao de glutationa sobre o comportamento
eletroquimico do EQM CuBTC/EPt, V=50 mV s, pH 7.2, Ea= -0,4 a 0,1 V, registrados no
3° ciclo. B) Curva analalitica para o pico anodico. C) Curva analitica para o pico catodico.
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O eletrodo CuBTC/EPt desenvolvido, nas condi¢des otimizadas, mostrou um
intervalo de resposta linear entre 0,075 e 1 mmol L™ de GSH, com um coeficiente de

correlacéo de 0,98409 para n = 6, ajustado pela equacgao:
Ip (MA) = 4,97 [GSH] (mmol L™) + 31,5

Onde Ip é a intensidade de corrente de pico anddica em pA e [GSH] é a
concentracdo da GSH em mmol L™. O limite de deteccéo do eletrodo foi de 0,01
mmol L™. Os resultados mostraram, portanto, que o pico de corrente catalitica de

oxidacgdo responde linearmente a concentracdo de GSH (Figura 25B).

Assim como também a corrente de pico catdédica demonstrada na Figura
25C, apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,9634 para n = 6, ajustado pela

equacao:
Ip (MA) = 6,27 [GSH] (mmol L™) + 5,57

Entretanto, devido a falta de repetibilidade das medidas, o uso do eletrodo
base de platina ficou comprometido e, por esse motivo, outros eletrodos foram
testados para tentar melhorar a sensibilidade do método e conseguir menores limites
de deteccdo. Dentre os eletrodos testados, o que apresentou melhor resposta apés
a modificacdo com a MOF CuBTC foi o eletrodo de ouro e, portanto, foi escolhido

para os estudos seguintes de deteccéo da glutationa.
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5.2 Estudos com Eletrodo Quimicamente Modificado CuBTC/EAu

5.2.1 Propriedades Eletroquimicas do EQM CuBTC/EAu

As mesmas condi¢cBes otimizadas para o eletrodo CuBTC/Pt foram também
testadas para um eletrodo de disco de ouro, com 1,7 mm de superficie de contato,
modificado com a rede metal-organica CuBTC pelo mesmo procedimento indicado
anteriormente. Assim, voltamogramas ciclicos foram registrados para o eletrodo de
ouro sem modificar e para o eletrodo de ouro modificado — CuBTC/EAu, em 0,1 mol
L™ de solugéo tampéo fosfato, pH 7,2, com velocidade de varredura 50mV s, faixa
de potencial -0,4 a +0,4V vs Ag/AgClI, registrados no 3° ciclo (Figura 26).

20

Corrente / pA

20 k -— Eletrodo de Au
—— EQM CuBTC/EAuU

1 . 1 . 1 . 1 . 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

Potencial vs. Ag/AgCI / V

Figura 26. Voltamogramas do eletrodo de Au (—) e do Eletrodo quimicamente
modificado CUBTC/EAu (—), em 0,1 mol L™ de solug&o tampé&o fosfato pH 7,2, V=50 mV s’
! Ea=-0,4 a +0,4 V, registrados no 3° ciclo.

Como observado na Figura 26, o eletrodo de ouro utilizado isoladamente em
solucdo de tampdo fosfato ndo apresentou nenhuma atividade eletroquimica na faixa
de potencial estudada. Por outro lado, no eletrodo quimicamente modificado

CuBTC/EAuU, observa-se picos de oxidacdo e reducdo bem definidos: um pico
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anaddico, correspondente a oxidagdo do cobre metalico (Epa = + 0,04 V) e um pico
catédico, o qual esta relacionado a redugéo (Eyc = - 0,14 V) do ion cobre (Cu®) a
cobre metalico, com potencial médio (En) de — 0,05 V vs. Ag/AgCI. Onde En = (Epa +
Epc)/2, sendo que Epa e E,c sdo os potenciais de pico anddico e catddico,

respectivamente.

Tal atividade redox deve-se a rede metal-organica CuBTC devidamente
imobilizada na superficie do eletrodo de disco de ouro, enfatizando mais uma vez o
potencial deste material para aplicacdes tecnoldgicas em dispositivos sensores

utilizando filmes finos.

5.2.2 Avaliacdo da Influéncia da Quantidade de MOF CuBTC depositada no
eletrodo CuBTC/Au

Com o objetivo de otimizar a performance do eletrodo, a quantidade de MOF
depositada na sua superficie foi avaliada, e os resultados obtidos estdo

representados na Figura 27.
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Figura 27. Resposta do eletrodo para diferentes quantidades de MOF CuBTC
utilizadas em sua preparacdo, em 0,1 mol L™ de solucdo tampdo, pH 7,2, velocidade de
varredura de 50 mV s*, 3° ciclo.
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Pode-se observar que ha um aumento da corrente de pico anddica quando
maiores quantidades da MOF CuBTC é acrescentada a solugcdo copolimérica.
Contudo para uma concentracdo de 5 mg/mL ha deslocamento dos picos de
oxidacdo e reducdo para valores de potenciais mais negativos. Apesar disto, a
concentracdo de 2,5 mg/mL foi escolhida para a preparagdo do eletrodo
CuBTC/EAuU, pois 0 excesso de cobre pode mascarar o sinal da analito. Além disso,
a partir dessa concentracado a atividade do eletrodo fica mais estavel, fixando seus

potenciais de pico anddico e catodico.

5.2.3 Influéncia do pH da solu¢do tampédo no comportamento Eletroquimico
do EQM CuBTC/EAu

O efeito do pH sobre a resposta voltamétrica do EQM CuBTC/EAu foi
analisado através de medidas voltamétricas realizadas em solu¢cdes de tampéo
fosfato com diferente valores de pH, variando de 3,0 a 7,0 (Figura 28).
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Figura 28. Comportamento eletroquimico do EQM CuBTC/EAu em solucao tampéo
fosfato em diferentes valores de pH, V=50 mV st Ea=-0,8a+0,4V, registrado no 3° ciclo.
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Como pode ser visto, 0 comportamento eletroquimico do eletrodo modificado
€ dependente do valor de pH da solugéo, obtendo-se melhor resposta eletroquimica
em valores baixos de pH (&cido). Esse resultado corrobora com o estudo de Babu et
al. (2010) relacionado a avaliacao da atividade eletrocatalitica da MOF FeBTC, onde
foi observado que a atividade redox do ferro (Fe(lll/11)) é catalisada com a adicdo de
acido (HCI) a solucéo eletrolitica.

Isso ocorre muito provavelmente devido a desprotonacdo dos compostos
tidlicos em meios mais acidos, o que facilita a sua acumulacdo na superficie do
eletrodo para ser oxidada pelo cobre (ZARGAR et al., 2015; VASCONCELOS et al.,
2017).

Além disso, no intervalo de pH de 3,0 a 5,0, com a diminuicdo do pH da
solucdo, hd um deslocamento dos potenciais anddico e catodico, referentes a
oxidacdo e reducédo do cobre da MOF, para potenciais mais negativos. A0 mesmo
tempo em que se observa uma diminuigédo significativa da intensidade da corrente

de pico para o processo de reducao (Ipc).

Segundo Chughtai et al. (2015), em meios alcalinos ocorre o enfraquecimento
e a consequente quebra da rede metalorganica, levando a formacdo de
nanoparticulas de CuO. Por esse motivo valores de pH acima de 7,0 ndo foram
avaliados. Portanto, o estudo da influéncia do pH na resposta do eletrodo modificado
CuBTC/EAuU mostra uma corrente de pico anédica maxima e uma curva voltamétrica

bem formada em valor de pH 3,0, o qual foi utilizado para os demais experimentos.

5.2.4 Influéncia da Velocidade de varredura no comportamento Eletroquimico
do CuBTC/EAuU

O efeito da velocidade de varredura foi estudado em solugdo tampéao fosfato
0,1 mol L™, pH 3. A Figura 29 representa os voltamogramas ciclicos obtidos com o
eletrodo modificado para a janela de potenciais entre -0,4 a +0,4 V, para diferentes
velocidades de varredura (25 a 150 mV s™). Os diagramas obtidos correspondem ao
registro do primeiro ciclo, apos 20 segundos de contato entre o eletrodo e a solucao.
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Figura 29. (A) Influéncia da velocidade de varredura sobre o comportamento eletroquimico
do EQM CuBTC/EAuU em solucéo tampéo fosfato pH=3,0. Ea= -0,4 a +0,4 V. Voltamogramas
registrados no 1° ciclo apés 20 seg. de contato. (B) Intensidade da corrente de pico anddico

vS. raiz quadrada da velocidade de varredura.

Os voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 29 (A) mostram a
variacdo da corrente de pico versus o potencial, em funcdo da velocidade de
varredura. Observa-se que com o aumento da velocidade de varredura ha um
aumento na separacao de pico (AEp). Como comentado anteriormente, isso indica
que tanto o processo de transferéncia de carga heterogénea como o de transporte
de massa determinam a corrente e a reacdo classifica-se como quase-reversivel
(SILVA, 1998). Entretanto, nota-se também que a intensidade das correntes de pico
catdédicas ndo aumentam muito como aumento da velocidade devido a interagéo

com a superficie.

Assim, a velocidade de varredura escolhida para os proximos experimentos,
envolvendo estudo do comportamento do eletrodo CuBTC/EAu, foi de 50 mV s™.

5.2.5 Resposta Eletrocatalitica do EQM CUBTC/EAu para a Glutationa

Apés a avaliacdo do comportamento e das propriedades eletroquimicas do

eletrodo de ouro modificado com a rede metal-organica CuBTC, realizou-se a
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andlise da resposta do eletrodo na presengca da glutationa. Os voltamogramas
representados na Figura 30 mostram a resposta eletrocatalitica do EQM
CuBTC/EAuU na presenca de 1 mmo L' de GSH em comparagao a sua resposta em
0,1 mol L™ de solugéo tampé&o fosfato, com velocidade de varredura de 50 mV s?,

registrados no 3° ciclo.
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Figura 30. Voltamogramas ciclicos obtidos para CuBTC/EAu na auséncia (—) e
presenca de 1 mmo L™ de GSH (—), em 0,1 mol L™ de tampé&o fosfato (pH 3), com
velocidade de varredura de 50 mV s, registrados no 3° ciclo.

No voltamograma ciclico do CuBTC/EAu em 1 mol L™ de GSH, verifica-se um
discreto aumento da corrente anddica, a qual atinge o seu maximo no potencial em
+0,02 V, e uma diminuicdo da corrente catddica, a qual aparece no potencial
ligeiramente deslocado para -0,19 V vs. Ag/AgCl como mostram os dados da Tabela
3.
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Tabela 3. Comparacdes das propriedades eletroquimicas do Eletrodo CuBTC/EAu
em 0,1 mol L™ de solucdo tamp&o, na auséncia e na presenca de 1 mmol L™ de
GSH.

EQM CuBTC/EAuU Auséncia de GSH Presenca de 1 mmol
L de GSH
Epa (V) +0,04 +0,02
Epc (V) -0,15 -0,19
AE=Epc-Epa -0,19 -0,21
Ipa (pA) 10,52 11,65
Ipc (pA) -29,66 -16,84

Como pode ser observado na Tabela 3, as correntes de pico anddicas (Ipa’s)
apresentam valores bastante proximos, sendo apenas um pouco mais intensa para a
solugéo contendo uma concentracdo de Immol L™ de GSH, com uma variacdo de
densidade de corrente de 1,13 pA. Observa-se também que a janela de potencial

entre Epc e Epa (AEp) n&o varia muito entre as solugodes.

Segundo Li e Lin (2006), em termos analiticos, a modificacdo do eletrodo
deve realizar-se de tal forma que o sensor obtenha sensibilidade, seletividade,
estabilidade, reprodutibilidade e aplicabilidade superiores aquelas de um eletrodo
base sem prévia modificacao, para que seu emprego seja justificado. Assim, embora
a rede metal-organica CuBTC tenha sido capaz de mudar as propriedades
eletroquimicas do eletrodo de ouro, as condi¢cbes operacionais aqui utilizadas néo
foram suficientes para causar uma eletro-oxidacao catalitica da glutationa de forma

significativamente sensivel.

5.2.6 Tempo de contato entre o Eletrodo CuBTC/EAu e a Glutationa

Com o objetivo de melhorar o desempenho do eletrodo CuBTC/EAu para a
determinacao da Glutationa, o0 mesmo foi exposto a um maior tempo de contato com
a solugéo antes da realizacdo das medi¢fes eletroquimicas. A Figura 31 apresenta
0s voltamogramas ciclicos para o eletrodo CuBTC/EAu em solucdo tampéo e em

solucado contendo 10 pmol L™ de GSH apés 15 minutos de contato.
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Figura 31. Voltamogramas ciclicos obtidos para CuBTC/EAu na auséncia (—) e
presenca de 10 pmol L™ de GSH (—), em 0,1mol L™ de tamp&o fosfato (pH 3,0), com
velocidade de varredura de 50 mV s™, registrados no 1° ciclo. Tempo de contato = 15 min.

Ap6s os 15 minutos de contato, no eletrodo quimicamente modificado
CuBTC/EAuU em solucdo tampéao, ndo se observou nenhuma atividade eletroquimica,
possivelmente, devido a lixiviacdo da MOF para a solucdo em virtude da acidez do
meio reacional e da hidrossolubilidade do copolimero utilizado como imobilizador.
Entretanto, para a solu¢do contendo glutationa € possivel observar a presenca de
um pico de oxidacdo no potencial de Ep, = +0,41V, o0 qual é devido a interacédo do
metal do eletrodo modificado com o grupo —SH da glutationa, o qual possui uma

forte tendéncia oxidante e pode formar a ligacéo dissulfeto (GS-SG) facilmente.

O resultado demonstra claramente que o filme de CuBTC tem uma forte
caracteristica eletrocatalitica para a oxidacdo de GSH. O aumento na corrente de
oxidacdo (com pico bem definido) e a reducdo do potencial podem ser atribuidos as
suas caracteristicas de porosidade e elevada area de superficie, além da sua
capacidade eletrocatalitica de aumentar a taxa de transferéncia eletrbnica entre o

eletrodo e a solugcdo. Este sinal, portanto, pode ser utilizado para detectar a
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presenca e a quantidade de glutationa em uma amostra, levando em consideragéo,

respectivamente, o potencial de pico anddico e a intensidade da corrente.

Como relatado na literatura (MOORE et al., 2004; MARZAL, 2005), a GSH
apresenta potenciais de oxidacdo altos, geralmente acima de +0,9 V em eletrodos
sélidos. Como observado no voltamograma ciclico da Figura 31, o eletrodo
CuBTC/EAuU foi capaz de eletro-oxidar a glutationa em um potencial de oxidacdo de
+0,41V. Segundo Marzal (2005), a determinagcdo em baixos potenciais de GSH
apresenta-se como uma grande vantagem, sobretudo na andlise de amostras
complexas, uma vez que interferentes que apresentam altos potenciais de oxidacao

podem ser eliminados.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se sugerir que a rede metal
organica CuBTC tem a possibilidade de atuar como mediador de transferéncia
eletrdbnica na oxidacdo eletrocatalitica de tidis como a glutationa. A natureza
catalitica das ondas anddicas € evidenciada pelo aumento da intensidade da
corrente de pico anddico na presenca de quantidades crescentes de GSH para o
qual, na auséncia da MOF imobilizada no eletrodo, ndo se observou qualquer
oxidagao direta (Figura 32). Este aumento de corrente resulta da oxidag&o do cobre
da MOF, o qual é regenerado em meio homogéneo através da oxidacdo da GSH

pelo Cu?".

Corrente / pA

—— EAu em 1mmol L” de GSH

-5 1 1 1 1 1 1 1

-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4
Potencial vs. Ag/AgCI / V

Figura 32. Voltamograma ciclico obtido para o eletrodo de ouro na presenca de 1
mmol L de GSH, em 0,1 mol L™ de tampé&o fosfato (pH3), com velocidade de varredura de
50 mV s, registrados no 1° ciclo. Tempo de contato = 15 min.
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Assim, por eletrolise anddica da GSH, obtém-se a forma dissulfeto de
glutationa (GSSG), resultante da perda de H" e acoplamento SS, como representado

na Figura 33 e pelas Equacdes (7), (8) e (9):

0.50V vs. Ag/AgCl

LSS

€

________ Cu (MOF) L Ccu2+ L Superficie
do eletrodo

Glutationa (red) Glutationa (ox1d)

Figura 33. Mecanismo proposto para o funcionamento do eletrodo CuBTC/Au para a
determinacé&o de Glutationa.

Cu — Cu? (Equacdo 7)
Cu?* + GSH <« Cu+GSH (Equacéo 8)
!

Cu’ +% GS-GS + H*

2Cu?* + 2GSH— 2Cu* + GSSG (Equacéo 9)

5.2.7 Influéncia da Velocidade de varredura no comportamento Eletroquimico

do CuBTC/EAu na presenca da Glutationa
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Para mehor compreensdo do mecanismo envolvido no processo de
oxidagcdo da GSH na superficie do eletrodo CuBTC/EAu, o efeito da velocidade de
varredura foi estudado também em solucdo contendo 100 pmol L™ de GSH, em pH
3,0. A Figura 34 representa os voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo
modificado, na janela de potenciais entre -0,4 a +1,0 V, para diferentes velocidades
de varredura (100 a 200 mV s™). Os diagramas obtidos correspondem ao registro do

primeiro ciclo, apdés 15 minutos de contato entre o eletrodo e a solucéo.

A) 1.5

y=01915¢14807

Corrente / pA
<
a
T

e 100 MV 5
—125mVs” ' R
— 150 MV S? O VY

— 175 MV s’
200 MV s’

3 AU R R R R S R P B
-06 -04 -02 00 02 04 06 08 1.0 12

Potencial vs. Ag/AgCIl / V

Figura 34. (A) Voltamogramas ciclicos do EQM CuBTC/EAu em 100 pmol L™ de GSH (pH
3,0) em diferentes velocidades de varredura; (B) relacédo entre corrente de pico anddica
(MA) e raiz quadrada da velocidade de varredura (mV s™). Tempo de Contato = 15 minutos

Os voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 34 (A) mostram a
variacdo da corrente de pico versus o potencial, em funcdo da velocidade de
varredura. Assim, para este eletrodo, nota-se 0 aumento das intensidades das
correntes de pico anddica e catodica com o aumento da velocidade de varredura.
Observa-se também, na Figura 34 (B), a dependéncia da corrente de pico com a
raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando um processo controlado por
difusdo, em que a corrente de pico é dada pela equacdo de Randles-Sevcik (a 25
°C):
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l, = (2,69 x 10°) n*2 A D, *?v*? C, (Equacéo 10)

Onde (l,) € a corrente de pico em amperes; A é a area de eletrodo (cm?); Do é
o coeficiente de difusdo (cm? s™); cq é a concentracdo (mol cm™) e v é a velocidade

de varredura (V s™).

Diferente comportamento foi observado no estudo de Areias et al. (2016a)
envolvendo a deteccdo de glutationa por voltametria ciclica usando eletrodo de
carbono vitreo sem modificacdo na presenca de fons Cu®*. Os autores relatam a
formagdo de um complexo Cobre(ll) - GSH, o qual é adsorvido na superficie do

eletrodo e sofre oxidagéo eletroquimica.

5.2.8 Curva analitica para determinacao da Glutationa pelo EQM CuBTC/EAu

ApoOs otimizacdo das condi¢cbes operacionais do sensor, uma curva analitica
foi construida através da andlise de diferentes solugdes com concentracdes
progressivas de GSH em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 3,0). O método voltamétrico
com base na oxidacdo da GSH em Epa=+0,41 V, foi aplicado em uma velocidade de
varredura de 50 mV s™, numa faixa de potencial de -0,4 a +1,0 V vs. Ag/AgCl, tempo

de resposta de 15 minutos (Figura 35).
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Figura 35: A) Voltamogramas do CuBTC/EAu em solugBes com concentragdes progressivas
de Glutationa (GSH) em 0,1 mol L™ de Solugdo TampZo Fosfato pH 3,0 apds 15 min, de
contato. B) Curva de calibracao.

Nas condicbes aqui apresentadas, com o0 aumento da concentracdo de
glutationa na solucdo ha um aumento proporcional do valor de corrente. A glutationa
€ oxidada cataliticamente pelo CuBTC/EAu gerando um sinal elétrico, e uma
equacao de regressao linear, Ip (LA) = 0,54 [GSH] (umol L™) + 0,40, foi estabelecida
de acordo com a mudanca da intensidade da corrente e a concentracdo de
glutationa na solucdo, com um coeficiente de correlacdo (r?) de 0,9942, n=7 (Figura
35B). Onde Ip € a densidade de corrente de pico anddica em A e [GSH] é a

concentracdo da GSH em pmol L™.

O sensor desenvolvido apresenta, portanto, uma boa atividade eletrocatalitica
para a oxidacdo da glutationa, com uma faixa linear de resposta de 0,05 - 2 pmol L™
e um limite de detecgéo (LOD) de 0,03 pmol L™, definido como 3Sy/m (onde Sy é o

desvio padréo do sinal do branco (n= 3) e m é o slope da curva de calibrac&o).

5.2.9 ComparacOes das caracteristicas eletroquimicas entre os eletrodos
modificados CuBTC/EPt e CuBTC/EAu

A Tabela 4 demonstra de forma comparativa as caracteristicas

eletroquimicas de ambos os eletrodos modificados CuBTC/EPt e CuBTC/EAuU.
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Tabela 4. Comparacdes das propriedades eletroquimicas dos Eletrodos CuBTC/EPt

e CuBTC/EAu na presenca de Glutationa.

Caracteristicas

EQM CuBTC/EPt

EQM CuBTC/EAuU

Imobilizador

Quantidade de MOF
Superficie do eletrodo
Solucéo eletrolitica
pH
Tempo de contato
Faixa de potencial
Velocidade de varredura
Epa (V)

Faixa linear de trabalho
Coeficiente de correlacao

Limite de deteccéo

Acrilamida/Acrilato de

Fosfato de sodio

-04a0,1V
50 mV s*

0,1al1mmolL?

0,001 mmol L*

Acrilamida/Acrilato de
sodio
2,5 mg/mL
1,6 mm
Fosfato de sodio
3
15 min
-04alVv
50 mvV s™
+0,41V
0,05 a 2umol L™
0,9942
0,03 pmol L™

Como mostra a Tabela 4, no que se diz respeito a quantidade de material

(MOF), faixa linear de trabalho, melhor correlagéo linear e limite de detecgao inferior,

o eletrodo modificado CuBTC/EAu apresentou melhor performance e por isso, foi

esc;olhiho para aplicacdo como sensor para determinacdo de glutationa em

amostras bioldgicas.
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5.2.10 Medidas analiticas em amostras reais

A aplicacdo do novo sensor foi avaliada para o processo de eletro-oxidacéo e

deteccao da glutationa em amostras biolégicas (Figura 36).

—— Soro (1)
—— Soro (2)
— Soro (3)

Corrente / pA

-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
Potencial vs. Ag/AgCI / V

Figura 36: Voltamogramas do CuBTC/EAu em soro sanguineo diluido em 0,1 mol L de
Solugdo Tampao Fosfato pH 3,0 ap6s 15 min, de contato, realizado em triplicata.

A concentracao de Glutationa na amostra de soro analisada pelo método de
voltametria ciclica, usando o Sensor eletroquimico CuBTC/EAu, foi de
aproximadamente 1,74 + 0,05 pmol L™, determinada pela equacéo estabelecida pela
curva de calibracdo. Esse resultado corrobora com os dados da literatura (LEE et
al., 2015; AREIAS et al., 2016 a) quanto aos valores de referéncia deste antioxidante
em sangue humano, que variam entre 1 - 12 pmol L™,
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CAPITULO Il - NANOCOMPOSITO AU@CUBTC: SINTESE, PROPRIEDADES
E APLICACAO COMO SENSOR ELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE
GLUTATIONA

1. INTRODUCAO

Os estudos das redes metal-organicas tem se expandido muito rapidamente
motivado pelas suas propriedades Unicas como alta superficie de area,
adaptabilidade estrutural, flexibilidade e capacidade de modificacdo. Entretanto,
devido a sua baixa condutividade e natureza microporosa, as aplicacbes
eletroquimicas das MOFs tem sido pouco exploradas (HOSSEINI et al., 2013a;
SRIMUK et al. 2015; FARHA et al., 2010).

Neste sentido, a obtencdo de materiais compdsitos contendo combinacdes
entre estruturas metal-organicas e nanoparticulas inorganicas ou biopolimeros, vem
atraindo a atencdo de grupos de pesquisa em todo o mundo, sobretudo devido a
reunido de caracteristicas dos componentes individuais e a possibilidade do

surgimento de novas propriedades, em virtude do sinergismo entre 0s componentes.

Em seu estudo, Srimuk et al. (2015) sintetizaram um novo material compdésito
mesoporoso, constituido de 6xido de grafeno reduzido e a MOF CuBTC, obtendo-se
um composto com boa condutividade, o qual foi utilizado como material de eletrodo
supercondutor. Os autores concluiram que a adicdo de 6xido de grafite reduzido a
MOF CuBTC pode superar as caracteristicas de baixa eletrocondutividade da MOF,
0 que possibilita a sua utilizacdo em aplicacdes eletroquimicas. Também, Hosseini et
al. em seus trabalhos (2013a,b), utilizaram nanoparticulas de ouro incorporadas na
matriz estrutural da MOF, com o objetivo de aumentar a performance eletroquimica
pelo aumento da taxa de transferéncia de elétrons e diminuicdo do potencial em

ambos 0s processos de oxidagao e reducao.

Assim, combinando as caracteristicas de porosidade e alta area superficial da
MOF com as propriedades eletrocataliticas das nanoparticulas de ouro, acredita-se
ser possivel obter um material nanocompoésito, do tipo Metal@MOF, com

caracteristicas estruturais e morfologicas favoraveis para aplicagdes eletroquimicas.
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1.1 Sintese da MOF CuBTC

Nos ultimo anos, as redes metal-organicas tém se destacado como uma
classe promissora de compostos hibridos organico-inorganicos que podem ser
usados como suporte para o desenvolvimento de materiais multifuncionais. Suas
propriedades Unicas, como alta &rea de superficie e porosidade, tem despertado o
interesse para aplicacdes em diversos setores industriais (KITAGAWA et al., 2004,
ZHOU, 2015),

Neste sentido, o desenvolvimento de rotas econdmicas e seguras para a
obtencdo de redes metal-organicas tem se tornado um importante desafio para
aplicacoes préticas. Observando os trabalhos disponiveis na literatura nota-se que a
sintese de MOFs ¢, frequentemente, realizada por métodos solvotérmicos. Nestes
casos, a reacdo quimica entre o ligante organico e o sal metalico se processa em
ambiente fechado a uma dada temperatura, tipicamente superior ao ponto de

ebulicdo do solvente utilizado sob pressao auto-gerada.

Este método viabiliza a obtencéo de cristais estaveis para sua determinacao
estrutural, porém, requer um tempo reacional relativamente longo (de horas a
semanas) e muitas vezes oferece condicbes instdveis para precursores
termicamente sensiveis. Desse modo, pesquisadores vém propondo metodologias
alternativas, com condi¢cdes mais branda, para a obtencdo das MOFs. Nos ultimos
anos, uma variedade de outros métodos de sintese tem se destacado, & exemplo
das técnicas assistidas por radiagcdo micro-ondas, eletroquimica, mecanoquimica,
sonoquimica, entre outras (LEE et al., 2013; DEY et al., 2014).

A sintese de MOFs por via eletroquimica baseia-se no fornecimento continuo
de ions metalicos através da dissolucdo anodica como fonte de ions metélicos em
substituicdo aos sais de metais. Esses ions reagem entdo com as moléculas do
ligante dissolvidos em solugdo condutora (solugcdo salina ou com liquido idnico).
Uma vantagem interessante dessa metodologia é a possibilidade de executar um
processo continuo para se obter maior quantidade de produto em comparagdo com
reacoes descontinuas normais (STOCK & BISWAS, 2012).



91

Além das rotas de sintese, muitos pesquisadores vém explorando também
novas estratégias como combinar esses polimeros de coordenacdo com uma
variedade de particulas funcionais em tamanhos nano, como quantum dots (QDs),
nanoesferas de silica e nanoparticulas metélicas. A finalidade, por sua vez, esta
centrada na obtencdo de novos compdsitos com propriedades avancadas, para
serem aplicados no ambito da inovacgéao tecnologica (MEILIKHOV et al., 2010 RICCO
et al., 2013; LI & HUO, 2015; FALCARO et al., 2015).

Compostos nanoestruturados tais como nano-folhas, nanoparticulas,
nanotubos de carbono e nanocompositos estdo sendo usados para inimeras
aplicacdes bioanaliticas na forma de sensores eletroquimicos (KIM et al., 2012;
RAOOF et al., 2012; RAOOF et al., 2015).

1.2 Nanoparticulas

O termo nanotecnologia se refere ao desenvolvimento e aproveitamento de
materiais em escala nanométrica com propriedades diferenciadas ou potencializadas
(ISLAM; MIYAZAKI, 2009). A nanotecnologia tem assumido um papel importante no
desenvolvimento de sensores (VASHIST et al., 2012). permitindo promover a reacéo

eletroquimica e aumentar o sinal do reconhecimento (VASHIST et al., 2012).

Existem muitos tipos de nanomateriais utilizados para a modificacdo de
eletrodos para deteccdo eletroquimica incluindo: nanoparticulas de carbono,
nanoparticulas de Oxido metélico e nanoparticulas bimetalicas (ARAGAY et al.,
2011). AS nanoparticulas metalicas sdo conhecidas por exibir propriedades fisicas e
guimicas peculiares em virtude do seu tamanho quantum, que resulta em uma

estrutura eletrénica especifica (ZHAO et al., 2013).

Dependendo do material que s&o constituidas, podem possuir uma
diversidade de propriedades, tal como alta densidade eletrénica e forte absorcéo
optica. Neste sentido, vem recebendo atencdo crescente para aplicagcbes em
eletroquimica, devido ao seu bom desempenho para aumentar a taxa de
transferéncia de elétrons e reduzir o potencial nos processos de oxidacao e reducéo
(ZEN et al., 2003) .
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As nanoparticulas de ouro (NpAu), de modo especial, tem apresentado um
grande potencial para este tipo de aplicacdo, devido a suas inUmeras propriedades,
como grande area superficial especifica, biocompatibilidade, baixa toxicidade, alta
condutividade, facilidade de fabricacdo, entre outras (BATTEN, et al. , 2012;
MARTIN & HARANCZYK, 2013).

Varios métodos foram desenvolvidos e empregados para a sintese das NPs
incluindo reducdo quimica, fotoativacdo UV, laser pulsado e métodos sonoquimicos.
Entre estas opg¢les, a reducdo quimica de sais metdlicos € um dos métodos mais
populares devido a varias vantagens em relacdo a métodos fisicos (ARAGAY et al.,
2011).

As propriedades quimicas e fisicas das NPs estdo diretamente relacionadas
com fatores como o tamanho, composicao e forma. Porém, as NPs podem sofrer
agregacdao, resultando em um aumento de tamanho de particula, o que afeta suas
propriedades cataliticas. Ou seja, particulas maiores geralmente tém menos
atividade em comparacdo com nanoparticulas bem dispersas ou menores. Portanto,

controlar o tamanho e a forma das NPs é muito importante nas propriedades
eletrocataliticas.

Um grande numero de novos métodos para a preparacdo de sistemas
cataliticos e/ou eletrocataliticos de alto desempenho baseiam-se na imobilizacdo de
NPs metélicas na superficie de materiais de suporte sélidos. As principais vantagens
do uso de suportes solidos sdo a boa acessibilidade, morfologia e tamanhos de
particulas controladas, alta dispersédo, alto nivel de carga e alta estabilidade
(SCHLOGL E HAMID, 2004, ZHANG E ZHAO, 2009).

1.3 Nanoparticulas@MOFs

A encapsulagdo das nanoparticulas no interior de MOFs atrai muita atengéo
por gerar nanocompaésitos com fungdes hibridas, ou seja, com propriedades fisicas e
guimicas das respectivas classes de nanoparticulas e de MOFs agrupadas em um
s6 material. Em geral, as MOFs apresentam-se como Otimos candidatos para

templates, no qual sua natureza porosa pode fornecer sitios para a nucleagcédo das
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nanoparticulas, além de minimizar a agregacao e controlar a forma e tamanho das
mesmas (HU et al., 2014; GOLE et al., 2015).

Mediante o grande interesse pelos nanocompdésitos, somado a versatilidade
de sintese dos seus componentes (nanoparticulas e MOFs), diferentes estratégias
de obtencao desses novos materiais vém sendo desenvolvidas. Na Figura 37, pode-
se visualizar as diferentes abordagens que podem ser utilizadas para a obtencao
dos nanocompdsitos. O primeiro caso consiste na infiltracdo dos precursores das
nanoparticulas na MOF ja pré-formada (Figura 37.a). A segunda forma se d& pela
automontagem da MOF, que cristaliza na presenca das nanoparticulas funcionais
pré-formadas. Nesse caso entdo a MOF encapsula as nanoparticulas (Figura 37.b).
Partindo de particulas inorganicas formada por um nucleo (core) e uma casca
envolta (shell), no qual o core consiste das nanoparticulas e o shell do nodo
inorganico da MOF, pode ocorrer que, em condi¢des controladas, o shell reage com
ligantes organicos precursores para crescer a MOF ao redor das nanoparticulas
(Figura 37.c). E por ultimo, é possivel preparar individualmente as MOFs e
nanoparticulas para subsequente mistura (Figura 37.d) (FALCARO et al., 2015).

Figura 37. Esquema ilustrativo das diferentes formas de sintese dos compadsitos
nanoparticulas@MOF. (Adaptado de FALCARO et al., 2015).
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Entre as nanoparticulas metalicas utilizadas para a formacdo de
nanocompositos com potenciais aplicacdes, nota-se que as nanoparticulas de ouro
(AuNPs) sdo as mais utilizadas. Esse fato é consequéncia de suas propriedades
importantes para diversas &reas, sobretudo propriedade Opticas e facilidade de
funcionalizacdo da superfice (SPERLING & PARAK, 2010; HUANG & EL-SAYED,
2010).

Essa nova classe de compositos ja vem apresentando uma variedade de
funcionalidades em diferentes areas, tais como catélise (LI et al., 2012), sensores
(SUGIKAW et al., 2013; HOSSEINI, 2013a,b), estocagem de gas(LI et al., 2014) e
liberacdo controlada de farmaco (LOHE et al., 2011).

Diante do que foi discutido acerca da producao de nanocompdésitos, a sintese
de materiais hibridos do tipo Nanoparticula@MOF, através do método eletroquimico,
ainda nao foi relatado na literatura. Considerando que este método € rapido e
eficiente, e que leva a 6timos rendimentos, o presente estudo busca desenvolver um
material compédsito Au@CuBTC vislumbrando sua aplicagcdo como modificadores de

eletrodos para deteccao de glutationa.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo central a sintese, caracterizacdo e aplicacdo
do material compdsito Au@CuBTC como sensor eletroquimico para deteccdo de

glutationa.

2.2 Objetivos Especificos

e Utilizar o método eletroquimico na obtencéo dos compadsitos do tipo
Au@CuBTC;

e Investigar as propriedades estruturais e morfolégicas do material Au@CuBTC

e Desenvolver um eletrodo de carbono vitreo modificado com o compdsito
Au@CuBTC;

e Realizar testes eletroquimicos, através da técnica de voltametria ciclica (VC)
para caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos quimicamente modificados;

e Avaliar as propriedades eletrocataliticas do eletrodo modificado e as
condicdes Gtimas de resposta para a glutationa;

e Avaliar o uso como sensor para a glutationa através da voltametria de onda

quadrada.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

O reagente acido 1,3,5-benzenotricarboxilico (HsBTC) foi obtido da Alfa
Aesar, o nitrato de sbédio (NaNO3) da Vetec e o dimetilformamida (DMF) da

Dinamica, todos de grau analitico, e foram utilizados sem prévia purificacao.

3.2. Sintese da MOF CuBTC

A sintese da MOF CuBTC foi realizada a partir do método eletroquimico,

utilizado o modo amperométrico, no qual a tenséo foi fixada em 12 V.

Uma solucédo estoque foi preparada, dissolvendo-se 5 mmol do acido 1,3,5-
benzenotricarboxilico, HsBTC, em DMF suficiente para 50 mL de solugdo. Em
seguida misturou-se a esta solucéo, 50 mL de uma solucdo aquosa 0,5 mol L™ de
NaNO;. Uma aliquota de 30mL da solucdo estoque foi adicionada na célula
reacional e imersas duas laminas de cobre como eletrodos. Apos 8 minutos de
reacdo, um precipitado azul foi separado e lavado duas vezes com agua e em
seguida com uma mistura de etanol/acetona (1:1) por trés vezes. Por fim, o sélido
azul foi seco e ativado por aquecimento a 100°C, até que o solido adquirisse uma

coloracao violeta.

3.3. Sintese das Nanoparticulas de Ouro (AuNPSs)

Para a sintese das AuNPs, foi escolhida a metodologia baseada no método
Turkevich (ZHAO et al., 2013), ja bem estabelecido na literatura, e talvez o mais
simples, uma vez que envolve apenas trés materiais de partida: acido cloroaurico
(HAuCly), citrato de sodio e agua. O método de sintese se fundamenta na redugéo
de ions [AuCl4] por ions citrato que, uma vez possuindo Varios grupos com carga
negativa, tem a capacidade de atuar como passivante, evitando assim a ocorréncia

de processos de agregacdo e fusdo através da repulsdo eletrostatica entre as
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nanoparticulas. Na Figura 38 sdo ilustradas as reacfes de oxidacdo e reducdo
durante o processo de sintese descrito.

CHy—=COOH o iR
e ,Tu' — (|:=o + AU+ COatcl+H;0
_ ¢’ el

Figura 38. Processo de reducéo do [AuCl,]” a ouro metélico.

Inicialmente, 5 mL de solugédo aquosa 5 mol L™* de HAuCI4 foi diluida em 90
mL de &gua ultra pura, em um béquer de 200 mL, e foram aquecidos com uma
chapa aquecedora, sob agitacao, até a ebulicdo. Em seguida, 5 mL de solu¢éo 0,5%
(m/m) de citrato de sddio foi adicionado a solucéo inicial, mantendo o aquecimento
por 10 minutos. O produto final da reacdo, solucdo de cor vermelho-cereja, foi

resfriado até a temperatura ambiente.

Em virtude do papel duplo do polivinilpirrolidona (PVP) em estabilizar varias
nanoparticulas e em controlar o seu tamanho e forma no decorrer da sintese de
redes metal-organicas (LU et al., 2012), foi adotada a estratégia de adicionar este
polimero na solucdo de nanoparticulas de ouro. Assim, apos a sintese das AuNPs,
13 mL de uma solucéo aquosa 0,45 mmol L™ de polivinilpirrolidona (MM= 44,000) foi
adicionado gota a gota na dispersdo de AuNPs sob agitacdo e a mistura obtida foi
entdo, mantida em temperatura ambiente e deixada por 24 horas. A solucao final,
AuNPs estabilizadas com PVP, foi lavada 3x com metanol, empregando ciclos de
precipitacdo-resuspensao utilizando centrifugacdo com rotacdo de 14.000 rpm por

30 minutos, e finalmente, deixada dispersa em metanol.

3.4. Obtencéo do compositos Au@CuBTC

sintese do composito Au@CuBTC foi obtida utilizando a mesma abordagem
sintética da MOF CuBTC pura, ou seja, através do método eletroquimico. Contudo,
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as nanoparticulas de ouro foram adicionadas no meio antes do processo

eletroquimico ser iniciado (FIGURA 39).

e N
A) ( !
| O__0H ]
| '
I il I
§ Ony AL 0 [}
I
: O (o 3] 1
\ H3BTC 5
B) - Sy ~
! - - & L]
] - -s L4 ]
1 o?o - e * 1
I P L
[ S '
1 = o [
' bty '
\ AuNPsPVP |

Figura 39. Esquema ilustrativo da obtencdo de nanocompdsitos Au@CuBTC:
solucdes estoques de H;BTC e NaNO3; em DMF (A) e solucdo de nanoparticulas de ouro (B)
foram adicionadas adicionada na célula reacional e imersas duas laminas de cobre como
eletrodos (C). Apdés 8 minutos de reacdo, um precipitado azul foi formado, o qual foi
denominado Au@CuBTC (D).

3.5. Caracterizagcdo do compésito Au@CuBTC obtido

3.5.1 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A microscopia eletronica de transmissao (MET) foi utilizada com o objetivo de
visualizar a distribuicdo de tamanho das AuNPs. As amostras foram preparadas a
partir do gotejamento da suspensédo das amostras nas grades de cobre recobertas
com carbono, e deixadas secar a temperatura ambiente. Foram realizadas também
analise da distribuicdo de tamanho de particula da MOF CuBTC, bem como do

nanocompoésito Au@CuBTC.
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Para essas analises foi utilizado um microscépio eletrénico de transmissao
FEI de 200Kv, modelo Tecnai20, emissor LAB6 ou W, médulo EDAX, tomografia

Xplore3D com suporte de aguecimento controlado.

3.5.2 Difracao de Raios-X (DRX)

A difracao de raios-x de po (DRX) foi utilizada a fim de analisar cristalinidade
e fases das amostras. A aquisicdo dos espectros se deram num intervalo de 26
entre 5 — 50°, utilizando um passo angular de 0,01° e tempo de aquisicdo de 1 s,
com difratbmetro marca Bruker, modelo D8 Advance, usando como fonte de
radiacdo o CuKa (1,537 A).

3.5.3 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos a
temperatura ambiente em um espectrofotdmetro FTIR Bruker, modelo IFS66 entre
4000 cm™ e 400 cm™, usando pastilha de KBr.

3.5.4 Analise Termogravimétrica

A avaliacdo da estabilidade térmica foi realizada através da analise
termogravimétrica em um analisador termogravimétrico da Shimadzu, modelo TGA-
60/60H. Foi utilizado porta amostra de alumina e fluxo de 100 mL/min de N, com

taxa de aquecimento de 10 °C/min até 1000 °C.

3.5.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia do material obtido foi avaliada qualitativamente por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). As imagens foram obtidas em um microscopio
eletrbnico de varredura Scanning Eletron Microscopy JSM — 5900 Jeol, com
voltagem de 15 KV.
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3.5.6 Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em temperatura ambiente (25°C),
em uma gaiola de Faraday, com auxilio de um potenciostato/Galvanostato (Autolab
PGSTAT 10, marca Eco Chemie), interfaciado a um microcomputador com software

NOVA 1.11 para controle do potencial, aquisicéo e tratamento de dados.

Um sistema de trés eletrodos foi utilizado, sendo constituido de uma célula
eletroquimica de polietileno de capacidade volumétrica de 20 mL, contendo 3 mL de
solugdo, um eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata (Ag/AgClkcisay), um
contra-eletrodo de fio de platina e como eletrodo de trabalho um eletrodo de carbono

vitreo (3 mm) modificado com o material compdsito Au@CuBTC.

3.6 Pré-Tratamento do eletrodo

O pré-tratamento da superficie do eletrodo de trabalho foi realizado através de
um procedimento mecanico, consistindo no polimento em pano de polimento
metalografico, apoiado em placa de ceramica lisa, embebido por solucdes de
suspensao de alumina (1,0, 0,3 e 0,05 ym), em ordem decrescente, até que as suas
superficies apresentassem aspecto espelhado. Apds cada etapa de polimento, os
eletrodos foram lavados com agua ultrapura e submetidos a limpeza através da
imersao em um solucdo de NaOH/H,0; (3:1; v/v)) recém-preparada, por 5 min, para
remocao de particulas residuais, que possam interferir na medicdo eletroquimica.
Finalmente, o eletrodo foi submetido a ativacédo por voltametria cilica (-0,4 V e +0,8 V
versus Ag/AgCl, numa velocidade de varredura de 50 mV s™) em 0,1 mol L™ de
solucdo tampéo fosfato até os voltamogramas tornarem-se reprodutiveis (cerca de 5
ciclos). Em seguida, o eletrodo tratado foi entdo, lavado com agua ultra-pura e

armazenado em condi¢fes ambientais para posterior modificagdo de sua superficie.

3.7 Preparacao do Eletrodo Modificado com o Compadsito Au@ CuBTC

Para a preparacdo do eletrodo de carbono vitreo, inicialmente, foi preparada
uma suspensdo do compésito Au@CuBTC pré-sintetizado na concentragdo de 0,5

mg/ml em DMF, e submetida a sonicacao por 30 minutos para homogenizacao da
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solugcdo. Uma aliquota (5 pL) desta suspensao foi entdo, depositada na superficie
pré-tratada do eletrodo de carbono vitreo. Apds secagem, com auxilio de um

secador, foi obtido o eletrodo quimicamente modificado Au@CuBTC/ECV.

3.8 Caracterizacéao eletroquimica do Sensor

Antes de ser utilizado como sensor, a performance eletroquimica do eletrodo
modificado Au@CuBTC/ECV foi avaliada por voltametria ciclica em 3 mL de solucéo
tampdo fosfato (0,1 mol L™), utilizada como eletrélito de suporte. Antes de cada
medida eletroquimica, as solucbes foram desoxigenadas por 5 min em ar N,. As
faixas de potenciais aplicadas foram de -0,4 a +0,8 V vs. Ag/AgCl, com uma

velocidade de varredura de 50 mV s™.

3.9 Medidas Analiticas

A resposta analitica do sensor Au@CuBTC/ECV na presenca da glutationa
foi avaliada pela técnica da Voltametria de Onda Quadrada. Nestes experimentos,
procedeu-se inicialmente a etapa de deposicdo ou pré-eletrélise, onde o potencial
inicial foi mantido em +0,1 V, durante 60 s sem agitacédo, seguido por uma etapa de
repouso de 5 s. Na etapa posterior, a redissolucdo, foi empregada utilizando o
seguintes parametros: Frequéncia de 15Hz; Amplitude de onda de 50 mV; passo de
potencial: 5 mV e varredura de potencial no sentido anddico no intervalo de 0,1 a 0,8

V vs. Ag/AgCI. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizagdo do compodsito Au@CuBTC

4.1.1. Difratometria de Raios-X de P6 (XRPD)

Na Figura 40c sao apresentados os padrbes de Raios-X de po, das
amostras de Au@CuBTC. Em comparacdo com a estrutura da MOF CuBTC,
calculada teoricamente, ndo sao detectados picos que correspondem a impurezas
nem da MOF CuBTC, nem do nanocompésito Au@CuBTC sintetizados
eletroquimicamente. Apesar do nanocompdsito obtido, conter AuNPs, ndo foram
identificados picos de difracdo correspondentes a sua fase cristalina. A nao
observacéo destes picos de difracdo pode ser atribuido a baixa concentracao e/ou
ao tamanho reduzido das mesmas. Este resultado sugere que houve a preservacao

da estrutura da MOF mesmo apds o encapsulamento das AuNPs.

—— Au@CuBTC
3| —— CuBTC
—CIF

Intensidade Normalizada (u.a.)

FIGURA 40. Difratogramas de raios-X do padréo de p6 das amostras de
Au@CuBTC, CuBTC e CIF.
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4.1.2 Espectroscopia de absorcéao na regiao do infravermelho (FTIR)

O espectro de FTIR do material obtido € muito similar (Figura 41), com o da
MOF CuBTC pura, mesmo com a possivel presenca das nanoparticulas de ouro. Em
todos os espectros pode-se observar claramente bandas relacionadas com os

modos de coordenacdo ligante-metal.

Por exemplo, as bandas em aproximadamente 1648 e 1380 cm™ s&o
atribuidas aos estiramentos assimétricos e simétricos, respectivamente,
relacionadas aos grupos carboxilatos (COO"). Os estiramentos em torno de 763 cm™
correspondem a ligacdo Cu- O. J4 a banda larga em torno de 3440 cm™, é
caracteristica de ligacbes O-H de moléculas de agua. A nao observacdo de
estiramento com energias tipicamente na regido de absorcdo do ligante livre,
reforcam a hipotese de pureza levantada através da andlise de difratometria de

Raios-X, para os materiais obtidos.

Au@CuBTC

Transmitancia Mormalizada (%)
|

ul:l:u GI +

" v {O-H}) r
w(COO}
T T T T T T T T T T T T T |
4000 1500 2000 XE0D 2000 1500 1000 50O

Comprimento de Qnda (cm™)

Figura 41. Espectros de absorcao na regiao do infra-vermelho das amostras CuBTC
e Au@CuBTC sintetizadas
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4.1.3 Analise Termogravimétrica (TGA)

S&o mostrados na Figura 42, os perfis de perda de massa dos materiais
CuBTC e Au@CuBTC em funcéo da temperatura. Os termogramas destes materiais
apresentaram eventos distintos de perdas de massa: o primeiro entre 25 e 100°C,
correspondem a perdas de moléculas de agua da superficie e poros da MOF. O
segundo evento ocorre entre 100 e 300°C, e corresponde a perdas de moléculas de
agua dos poros da MOF e coordenadas aos fons Cu®" Os terceiro e quarto eventos
sdo observados entre 300 e 900°C e sdo atribuidas ao colapso das MOFs e

decomposicédo do ligante organico, com posterior formacao de material carbonaceo.
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Figura 42. Espectros de TGA das amostras CuBTC e Au@CuBTC sintetizadas.

Contudo, a partir dos termogramas acima, pode-se fazer algumas correlacées
acerca dos diferentes comportamentos térmicos em funcdo da presenca das
nanoparticulas de ouro na estrutura da MOF. Apesar de apresentarem grande
similaridade nos perfis de perda de massa, nota-se no termograma do compdsito
Au@CuBTC, a presenca de perdas de massa continua entre 400 e 900°C, que pode

ser atribuida & decomposicao do PVP presente nas nanoparticulas.
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4.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletronica de varredura, representadas na Figura
43, demonstram as morfologias dos cristais dos compostos obtidos CuBTC (A) e
Au@CuBTC (B). Através destas imagens observa-se, em ambos 0S compostos,
uma morfologia octaédrica, com tamanho na faixa de 0,1 — 2 ym. Em geral, os
didmetros dos cristais obtidos, por via eletroquimica, sdo menores do que aqueles
obtidos por métodos convencionais, tais como hidrotérmico e por radiacdo
microondas (SEO et al., 2009; LIN et al., 2012).

: @F AMFPE
<19,008 ' & 1292 §E1 28kU . X190, 088

F 9
el o

(A) (B)
Figura 43. Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos materiais CuBTC (A)
e Au@CuBTC (B).

4.1.5 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Na Figura 44 estédo representadas as imagens de microscopia eletrénica de
transmissao para as AuNPs com e sem 0 agente estabilizante PVP. As imagens
evidenciam a formacdo de nanoparticulas esféricas com didmetro de
aproximadamente 20 nm.

Como pode ser observado na Figura 44 (A), antes das AuNPs serem
estabilizadas com PVP, identifica-se uma certa aglomeragdo das mesmas em

determinadas regifes, impedindo a identificacdo de uma Unica nanoparticula.
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Entretanto, ao serem estabilizadas com PVP, Figura 44 (B), apresentaram uma
grande melhora na disperséo.

Figura 44. Imagens obtidas por MET das (A) AuNPs e (B) AuNPs estabilizadas com
PVP.

A Figura 45 apresenta imagens obtidas por MET para a MOF CuBTC e o
nanocomposito Au@CuBTC. Observa-se, no primeiro caso (A), a presenca de
cristais medindo tamanhos em torno de 200-300 nm e com morfologias bem
definidas. JA na imagem referente ao nanocompdsito Au@CuBTC, as AuNPs
aparecem como pontos escuros encrustados nos cristais da MOF (Figura 45 B). O

tamanho das nanoparticulas séo uniformes e correspondentes aos verificados para
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as mesmas isoladas (Figura 44), entretanto, ndo sao igualmente distribuidas nos
cristais da MOF.

B)

Figura 45. Imagens de MET das amostras sintetizadas (A) CuBTC e (B) Au@CuBTC.
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4.2 Propriedades Eletroquimicas do EQM Au@CuBTC/ECV

Voltamogramas ciclicos foram registrados para o eletrodo de disco de
carbono vitreo (ECV) com 3 mm de superficie de contato sem prévia modificacdo
(Figura 46). As medidas foram realizadas em 0,1 mol L™ de solugéo tamp&o, pH 3,
ap6s 5 minutos de contato, com velocidade de varredura 50 mV s?, faixa de

potencial -0,4 a +0,8 V vs Ag/AgCl, registrados no 1° ciclo.

Corrente / yA

—— ECV em 0.1 mol L de Tampao Fosfato

1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Potencial vs. Ag/AgCI / V

Figura 46. Voltamograma do ECV, em solucdo tampéao fosfato pH 3,0, V = 50 mV s? Ea=-
0,4 a 0,8V, registrado no 1° Ciclo.

Como demonstrado na Figura 46, para o experimento com o eletrodo base de
carbono vitreo em solucdo tampdo, ndo se observa nenhuma atividade

eletroquimica na faixa de potencial aplicada.

Na Figura 47 estdo representados os voltamogramas ciclicos para 0s
eletrodos quimicamente modificados com 0s compostos sintetizados por via

eletroquimica, CuBTC e Au@CuBTC na concentracédo de 0,5 mg/mL.
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Figura 47. Voltamogramas dos eletrodos CuBTC/ECV (—) e Au@CuBTC/ECV (—),
em solucéo tampao fosfato pH 3, V = 50 mV s™, registrados no 1° ciclo.

Como pode-se observar na Figura 47, para faixa de potencial estudada, o
primeiro eletrodo citado apresentou atividade eletroquimica com picos de oxidacao
(Epa = + 0,06 V) e reducéo (Epc = - 0,24 V), correspondendo as reagdes de oxidagéo
do cobre metalico e redugédo do fon Cu?* & cobre metélico' respectivamente, com
potencial médio (Em) de - 0,09 V. Este comportamento corrobora com os dados da
literatura, a partir dos trabalhos que descrevem a caracterizacdo eletroquimica de
eletrodos com modificadores baseados em cobre (DOMENECH et al., 2007; WAEL
et al., 2007; RICHARDSON et al., 2001; HOSSEINI et al., 2013a).

Para o nanocompa@sito Au@CuBTC, utilizado como modificador da superficie
do eletrodo, a resposta eletroquimica foi similar consistindo em um pico anddico em
+0,11 V e um pico catédico em -0,08 V. Entretanto, observa-se o deslocamento de
ambos 0s potenciais de pico para valores mais positivos, aléem de uma aumento
significativo das correntes de pico, quando comparado aos valores do CuBTC/ECV.
Esse aumento esta provavelmete relacionado a presenca das AuNPs na estrutura
da MOF, que por também sofrerem processos de oxidagdo e reducdo, se
sobrepdem com os picos da mesma. Assim, o pico anddico pode ser descrito como

0 processo de oxidacdo das AuNPs e Cu a Au e oOxido de cobre, enquanto que a
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reducdo do ouro e dos oOxidos de cobre é responsavel pelo pico catddico. Esse
mesmo comportamento foi verificado por Burke e Nugent (1998) que descrevem as
caracteristicas eletrocataliticas do ouro em solucdo aquosa, bem como por Hosseini
e colaboradores (2013a,b) em seus estudos com eletrodos modificados com
nanoparticulas do tipo Au-Sh-SiO, suportadas em MOFs. Tais caracteristicas,
enfatizam o uso das AuNPs como um importante aliado para aumentar a

condutividade e resposta cataliticas das MOFs.

4.3 Influéncia do pH da solugcdo tampdo no comportamento
eletroquimico do Au@CuBTC/ECV

Afim de determinar o valor 6timo de pH para a realizacdo das medidas
eletroquimicas, a resposta voltamétrica do EQM Au@CuBTC/ECV foi avaliada em

solucgdes tampéo fosfafo com diferentes valores de pH (2 a 8) (Figura 48).
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Figura 48. Influéncia do pH sobre o comportamento eletroquimico do EQM
Au@CuBTC/ECV em solucdo tampéo fosfato, V=50 mV st registrado no 1° ciclo.

Como bem evidenciado na Figura 48, o comportamento voltamétrico do
Au@CuBTC/EVC é dependente do valor de pH da solucdo, de forma que melhores
respostas eletroquimicas podem ser observadas a medida que se diminui o pH. Ou

seja, as correntes de pico anddica aumentam com a diminuigdo dos valores de pH.
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Outro fator importante, é que que com o aumento do pH, os potenciais de pico tanto
anodico quanto catédico, se deslocam para potenciais mais negativos. Portanto, o

pH selecionado foi 3,0.

4.4 Resposta Eletrocatalitica do EQM Au@CuBTC/ECV para Glutationa

A potencial aplicagdo do novo sensor foi avaliada para eletro-oxidacao e
deteccao da glutationa. Primeiramente, o comportamento eletroquimico da glutationa
foi avaliado por voltametria ciclica e, em seguida, por voltametria de onda quadrada.
Na Figura 49, observa-se os voltamogramas referentes as respostas dos eletrodos
ECV e Au@CuBTC/ECV na auséncia e na presenca de 1 mmol L™ de GSH em 0,1
mol L™ de solucdo tampao fosfato (pH 3,0), a uma velocidade de varredura de 50,0
mV s, apés 5 minutos de contato entre o eletrodo e a solugdo. Os registros

apresentados correspondem ao 1° ciclo de varredura.
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Figura 49. Voltamogramas ciclicos obtidos para 0o Au@CuBTC/ECV na auséncia (—)
e presenca de 1 mmol L de GSH (—), e para 0 EVC na presenca de 1 mmol Lt Mde
GSH (—), em 0,1 mol Lt de tampéo fosfato (pH 3), com velocidade de varredura de 50 mV
st registrados no 1° ciclo.

Nos voltamogramas ciclicos representados na Figura 49, verifica-se que, na
janela de potencial estudada, nenhum processo de oxidacao ocorre na superficie do
eletrodo base de carbono vitreo (linha azul), sem prévia modificagdo, uma vez que a

oxidacéo direta da glutationa acontece em potenciais mais positivos de 0,9 a 1,2 V.
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Entretanto, para o eletrodo quimicamente modificado com o nanocompdésito
Au@CuBTC, comparativamente com o que acontece em solugao tampao (linha
preta), nota-se que na presenca da glutationa ha o surgimento de um pico de
oxidagao em Epa = +0,31 V vs. Ag/AgCI (linha vermelha) e nenhum pico de reducédo
€ observado. Esse comportamento indica que o novo material sintetizado possui

capacidade eletrocatalitica de oxidacao para a GSH.

A Tabela 5 demonstra um comparativo entre as propriedades eletroquimicas
do eletrodo Au@CuBTC/ECV em solugdo tampéo, na auséncia e na presenca de
GSH.

Tabela 5. Comparacbes das propriedades eletroquimicas do Eletrodo
Au@CuBTC/ECV em 0,1 mol L™ de solucdo tamp&o, na auséncia e na presenca de

1 mmol L de GSH.

EQM Ausénciade GSH Presenca de 1mmol
Au@CuBTC/ECV L™" de GSH
Epa (V) +0,11 40,31
Epc (V) -0,08 -
AE=Epc-Epa -0,19 -
Ipa (HA) 73,7 13,3
Ipc (HA) -25,1 -

Como pode ser observado na Tabela 5, comparando as propriedades
eletroquimicas no que se diz respeito aos potencias anodicos (EPa) apresentados
pelo eletrodo Au@CuBTC/ECV nas duas solugdes (solugcéo tampéao e solugédo GSH),
verifica-se que a oxidagcdo da glutationa ocorre em um potencial mais positivo. 1Sso
pode ser atribuido a capacidade do Au@CuBTC de mediar a transferéncia de

elétrons entre o eletrodo e a GSH, permitindo sua oxidac&o neste potencial.

Para melhor compreensdo do mecanismo de reagdao do eletrodo
Au@CuBTC/ECV na presenca da glutationa, medidas voltamétricas foram
realizadas para concentracdes menores, tanto do composito quanto da GSH. Assim,
a Figura 50, mostra os resultados obtidos para uma concentracao de 0,05 mg/mL do

material Au@CuBTC imobilizado na superficie do ECV, apds 2 minutos de contato
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em uma solucéo de 10 umol L™ de GSH, pH 3, velocidade de varredura de 50 mV s
! registrados no 1° ciclo.

10

Corrente / pA
o
T

-8 _ = Au@CuBTC em Tampao Fosfato pH3
—— Au@CuBTC em10 umol L" de GSH

-10

04 02 00 02 04 06 08
Potencial vs. Ag/AgCl / V
Figura 50. Voltamogramas ciclicos obtidos para o Au@CuBTC/ECV na auséncia (—)

e presenca de 10 umol L™ de GSH (—), em 0,1 mol L™ de tamp&o fosfato (pH 3), com
velocidade de varredura de 50 mV s™, registrados no 1° ciclo.

Como podemos observar nos voltamogramas acima, na presenca da
glutationa a corrente de pico anddica, referente a oxidacdo das AuNPs e do Cu,
diminui, ao passo que um segundo pico de oxidacdo surge. Este por sua vez, esta
relacionado a oxidacdo da glutationa na superficie do eletrodo, levando a forma
dissulfeto de glutationa (GSSG).

O comportamento eletrocatalitico para a glutationa foi comparado também
entre o eletrodo de carbono vitreo modificado s6 com a MOF CuBTC e com o
nanocomposito Au@CuBTC, utilizando a mesma metodologia na preparacdo dos
eletrodos. A Figura 51 mostra as respostas voltamétricas obtidas na presenca de 1
mmol L™ de GSH, pH 3, velocidade de varredura de 50,0 mV s, ap6s 5 minutos de
contato entre o eletrodo e a solugdo. Os voltamogramas foram registrados no 1°

ciclo.
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Figura 51. Voltamogramas ciclicos obtidos para CuBTC/ECV (—) e
Au@CUuBTC/ECV (—) na presenca de 1 mmol L de GSH, em 0,1 mol L™ de tampéo fosfato
(pH 3), com velocidade de varredura de 50 mV s™, registrados no 1° ciclo.

Como observado na Figura 51, a atividade catalitica do material Au@CuBTC
supera, em termos de intensidade da corrente de pico anddica, a obtida para a MOF
sozinha. A resposta observada esté relacionada a presenca das AuNPs na estrutura
da MOF, que por também sofrerem processos de oxidacdo e reducdo sao capazes
de influenciar as propriedades eletroquimicas do eletrodo, e portanto, auxiliar na
eletro-oxidacdo da glutationa. O pico anddico pode ser descrito, entdo, como o
processo de interacdo das AuNPs e o Cu da MOF com a glutationa. Assim, 0 novo
composto sintetizado destaca-se como um material promissor para a construcéo de

eletrodos mais sensiveis, neste caso para GSH.

4.5 Efeito do pH na Resposta do Au@CuBTC/ECV na presencga da
Glutationa

O efeito do pH sobre a resposta voltamétrica do EQM Au@CuBTC/ECV foi
avaliado para solucdes de GSH com concentracdo de 1,0 mmol L?, com diferentes
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valores de pH que variavam entre 3,0 e 8,0 (Figura 52). O tempo de contato foi de 2
minutos.
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Figura 52. Influéncia do pH sobre o comportamento eletroquimico do EQM
Au@CuBTC/ECV na presenca de GSH na solug¢do, V=50 mV s, registrados no 1° ciclo.

Como pode ser demonstrado na Figura 52, o comportamento redox da
glutationa é dependente do pH. Observa-se que a medida que decresce o pH, ha um
deslocamento do pico de oxidacdo da GSH para potenciais mais positivos e
aumento da corrente de pico anddica, ou seja, melhora da resposta eletroanalitica.
Além disso, no pH 3, observa-se o surgimento do segundo pico anddico, referente a
oxidacdo da glutationa, como observado na Figura 53, a qual mostra o
voltamograma isolado da resposta do eletrodo em solucédo de GSH neste pH. Assim,

este valor de pH foi utilizado nas medidas analiticas.
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Figura 53. Comportamento eletroquimico do EQM Au@CuBTC/ECV na presenca de GSH,
pH 3, V=50 mV s™, registrados no 1° ciclo.

4.6 Efeito do tempo de deposi¢cado na intensidade da corrente de pico

por Voltametria de Onda Quadrada

A avaliacao da faixa linear de trabalho do eletrodo Au@CuBTC para deteccao
da glutationa, foi realizada através da técnica da Voltameria de Onda Quadrada.
Esta, por sua vez, consiste em uma técnica voltamétrica de pulso onde a forma do
pico de corrente resultante € proveniente da sobreposicdo de pulsos de potencial de
altura a (amplitude de pulsos), a uma escada de potenciais de largura DEs
(incremento de varredura de potenciais) e duracdo 2t (periodo). As medidas de
corrente sao feitas no final dos pulsos diretos e reversos e o sinal obtido, ap6s
derivacdo, € dado como uma intensidade da corrente resultante. Esta técnica
apresenta excelente sensibilidade e alta rejeicdo a correntes capacitivas (SOUZA et
al. 2004).

Segundo Possari (2006), as técnicas pulsadas melhoram a deteccdo de
tidis, uma vez que eles podem ser facilmente adsorvidos a superficie do eletrodo
sem concorréncia de Oxidos. Assim, como a voltametria ciclica ndo era

suficientemente sensivel para ver o pico do aducto em baixas concentracoes, entao,
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a voltametria da onda quadrada foi utilizada para prover maior sensibilidade, de
modo a quantificar GSH.

Entretanto, antes da avaliacdo da faixa linear de trabalho, voltamogramas
de onda quadrada para 100 umol L™* de GSH em 0,1 mol L™ de tamp&o fosfato (pH
3,0) foram obtidos aumentando o tempo de deposicdo do analito. A Figua 54
mostra, portanto, a dependéncia da corrente de pico de redissolugdo com o tempo
de deposicao.

20 | A) B)

15 |
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EY 0 150 20 20 )

K
Tempo de deposicao (s)

10 | ——60s

—— 120 s
—— 180 s
——240s
—— 300 s
—— 360 s
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-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4
Potencial vs. Ag/AgCl / V

Figura 54. (A) Voltamogramas de onda quadrada de 100 pmol L de GSH em
Au@CuBTC/ECV em 0,1 mol L™ de tamp4o fosfato (pH 3,0) com diferentes tempos de
deposicéo; (B) relacdo entre a corrente de pico de redissolugéo (A) e o tempo de
deposigéo.

Segundo Bard (2001), em geral, a corrente de pico aumenta com 0 aumento
do tempo de deposicdo do analito alvo na superficie do eletrodo. Isso ocorre devido
ao analito ser pré-concentrado na superficie do eletrodo por aplicacdo de um
potencial. O mesmo comportamento foi verificado para o eletrodo Au@CuBTC/ECV

em solucdo de GSH (Figura 54), um vez que com o0 aumento do tempo de
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deposicao, uma maior quantidade de complexo Cu-GSH é formado e adsorvido na
superficie do eletrodo.

Entretanto, como o objetivo deste trabalho é desenvolver um sensor que
tenha, entre outros vantagens, um tempo de respoda rapido para deteccdo do
analito, o tempo de deposicdo de 60 segundos foi utilizado para construcdo da

curva analitica.

4.7 Curva Analitica para determinacdo da Glutationa pelo EQM
Au@CuBTC/ECV

Uma vez que a Voltametria de Onda Quadrada tem uma alta sensibilidade,
esta foi utilizada para avaliagcdo da performance do eletrodo Au@CuBTC/ECV na
determinacao da Glutationa em solu¢des padrdo. Assim, os parametros analiticos do
método, tais como a faixa linear da curva de calibracdo, o coeficiente de
determinacdo, a equacdo de regressdo linear e o limite de deteccdo, foram

examinados a fim de validar o método proposto.

Para isto, uma curva analitica (Figura 55) foi construida através da analise de
diferentes solugbes com concentragdes progressivas de GSH em tampéo fosfato 0,1
mol L?, (pH 3). As condicGes operacionais utilizadas foram passo de potencial de 5
mV, amplitude de potencial de 50 mV, frequéncia de 15 Hz, tempo de deposicao de
60 s.



119

— 0,1mol L™ de tampao fosfato!
—— 10 umol L™ de GSH 14l
= 15 umol L' de GSH
—— 20 umol L de GSH 12}

———30 umol L™ de GSH
—— 40 ymol L' de GSH

I I I I I I I
10 15 D 5 D k£ Y

[GH !

Corrente / pA

y = 0,0359x - 0,1412
R?=0,99892

-0.2 L . L
0.2 0.4

Potencial vs. Ag/AgCk /V

Figura 55. A) Voltamogramas de Onda quadrada para o Au@CuBTC/ECV em solugbes com
concentragdes progressivas de GSH em 0,1 mol L™ de Solucdo Tamp&o Fosfato pH 3. B)
Curva de calibragéo.

Os resultados mostraram que, nas condi¢des analiticas utilizadas, uma faixa
linear de resposta para a determinacdo de glutationa pelo sensor Au@CuBTC/ECV
foi obtida entre 10 - 40 umol L*, estabelecida pela equacdo de regresséo linear
Ip(MA) = 0,0359 [GSH] (umol L) - 0,1412 (r’= 0,9989, n= 5). O limite de deteccao
(LOD) encontrado para o método proposto, foi de 0,3 umol L*, definido como 3Sp/m
(onde S, é o desvio padrdo do sinal do branco (n= 3) e m é o slope da curva de
calibracdo). Portanto, 0 novo sensor exibe uma boa atividade eletrocatalitica para
GSH, com faixa linear de trabalho mais ampla que permite sua futura aplicacéo na
determinacdo de GSH tanto em amostras fisiolégicas quanto em amostras de

suplementacao alimentar.
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CAPITULO Ill = CONCLUSAO

A modificacdo da superficie de eletrodos sdélidos com diferentes materiais tem
sido bastante empregada na construcado de sensores com baixo limite de deteccéo,
elevada sensibilidade e reducdo dos potenciais. Neste trabalho, dois sensores
eletroquimicos foram obtidos a partir da modificacdo de eletrodos solidos de ouro e
carbono vitreo, respectivamente, com a rede metal-organica CuBTC e com o
nanocompoésito Au@CuBTC. Em seguida, as caracteristicas eletroquimicas bem
como sua potencial aplicacao para determinacao de Glutationa foram avaliadas.

O eletrodo base de disco de ouro modificado com a rede metal-organica
CuBTC mostrou um bom desempenho para a oxidacdo eletrocatalitica e
determinacdo da Glutationa. Assim, 0 novo sensor eletroquimico, o qual foi
denominado CuBTC/EAu, apresentou uma faixa linear de 0,05 - 2 umol L* e um
baixo limite de detec¢do de 0,03 pumol L, com um tempo de resposta total de 15

minutos.

A rede metal-organica CuBTC foi, portanto, capaz de mediar a transferéncia
de elétrons entre o eletrodo e a GSH, permitindo a oxidac&o desta biomolécula num
potencial de +0,41 V vs. Ag/AgCl. Este potencial foi menor quando comparado com
potenciais para a oxidacdo da GSH em outros eletrodos modificados descritos na
literatura, geralmente na faixa entre +0,7 a +0,9 V. A MOF CuBTC destaca-se,
portanto, como material promissor para aplicacbes em eletrocatalise e na

construcdo de novos dispositivos sensores.

A deteccédo de glutationa em amostras reais de soro sanguineo demonstrou a
aplicacdo pratica deste eletrodo modificado. O método proposto permitiu a
determinacao direta e simples da concentracdo de GSH em soro sanguineo, sem 0
uso de reagentes adicionais ou etapas de pré-processamento das amostras. Assim,
0 sensor pode ser utilizado para a determinagédo da GSH em matrizes complexas,
tais como formulacdes farmacéuticas ou amostras biolégicas como soro e plasma
sanguineo, hemolisados de eritrocitos, saliva e urina, com a rapidez que analises

rotineiras relacionadas ao diagndstico clinico exigem.
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Também no presente trabalho, pela primeira vez foi sintetizado um composito
baseado em nanoparticulas de ouro estabilizadas com PVP e encapsuladas na
MOF CuBTC, pelo método eletroquimico. O composto obtido foi caracterizado e
aplicado na modificacdo de eletrodo para deteccdo de glutationa. De acordo com o0s
resultados, foi observado que o uso das nanoparticulas na estrutura da rede metal-
organica aumentou significativamente a sensibilidade e o tempo de resposta do
eletrodo. A curva de calibracdo do sensor Au@CuBTC/ECV mostrou uma faixa de
resposta linear entre 10 - 40 umol L™ de GSH e um limite de detec¢&o de 0,3 pmol L’

! com tempo de resposta de 60 segundos.

Os sensores propostos apresentam-se, entdo, como tecnologias inovadoras e
com futuras aplicacdes das redes metal organicas na eletrocatalise e na construcao
de sensores para a deteccdo de glutationa em fluidos biolégicos. Ambos os
dispositivos podem ter aplicabilidade visando o diagnéstico clinico em estagios
iniciais de varios processos patologicos que estao associados ao estresse oxidativo,

como cancer, diabetes e doencas de Alzheimer e Parkinson.
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CAPITULO IV - PERSPECTIVAS

v Analise de interferentes;

v' Avaliar a resposta do sensor em uma maior quantidade de amostras reais
para validar o método;

v Calcular o desvio padrao relativo

v" O prosseguimento desse trabalho envolvera o desenvolvimento de sensores
impressos, pelo método screen-printed, o qual € uma tecnologia bem
conhecida e estabelecida para producao de eletrodos em massa, otimizando
e aperfeicoando o método até aqui descrito. Eletrodos impressos
compreendem a impressdo de eletrodos de trabalho, referéncia e contra-
eletrodo sobre um material de suporte com todo o circuito integrado
necessario para satisfazer a aplicacdo desejada. Estes dispositivos sdo, em
geral, muito vantajosos para bio-aplicagdes por serem compactos, de baixo
custo, versateis, robustos, descartdveis e ndo exigirem equipamentos
complexos e caros, o que facilita o uso em ambientes hospitalares e

laboratoriais e até mesmo em anélises em campo.
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