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Resumo

O presente trabalho descreveu a determinagao eletrolitica simultanea de benserazida e L-dopa
em elétrodo de diamante dotado com boro / Nanotubos de carbono de paredes multiplas (BDD-
MWCNT / Ti). O eletrodo foi aplicado com sucesso na oxidacdo eletroquimica simultanea de
benserazida e L-dopa, que ocorre a 0,055 mV e 0,250 mV vs Ag / AgCl, respectivamente. As
propriedades eletroquimicas e eletroanaliticas do eletrodo BDD-MWCNT / Ti foram
investigadas por voltametria ciclica (VC), espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE),
microscopia eletroquimica de varredura (SECM) e voltametria de pulso diferencial (VPD). O
eletrodo apresentou menor potencial de eletro-oxidagdo para L-dopa e benserazida em 0,1 mol
L' de tampdo de fosfato a pH 7,0 enquanto mantinha sua alta sensibilidade. Em condicdes
otimizadas, o eletrodo BDD-MWCNT / Ti apresentou um intervalo de resposta linear de 40
umol L' a 400 umol L! para L-dopa e de 14 umol L™ a 136 pmol L' para benserazida. O limite
de deteccdo do sensor proposto para L-dopa e benserazida foi de 18 umol L' e 1 umol L,
respectivamente. O sensor foi aplicado com sucesso para a determinacdo seletiva de L-dopa e

benserazida em amostras de urina.

Palavras-chave: Nanotubo de carbono / Nanodiamante dopado com boro, L-dopa,

Benserazida, Sensor quimico



ABSTRACT

The present work describes the simultaneous electroanalytical determination of benserazide and
L-dopa on boron-doped diamond / Multi-Walled carbon nanotube electrode (BDD-
MWCNT/Ti) electrode. The electrode has been successfully applied to simultaneous
electrochemical oxidation of benserazide and L-dopa, which occurs at 0.150 mV and +0.600
mV vs Ag/AgCl, respectively. The electrochemical and electroanalytical properties of the
BDD-MWCNT/Ti electrode were investigated by cyclic voltammetry, electrochemical
impedance spectroscopy, scanning electrochemical microscopy, and differential pulse
voltammetry. The electrode presented lower electrooxidation potential for both L-dopa and
benserazide in 0.1 mol L'! of phosphate buffer at pH 7.0 while maintaining its high sensitivity.
Under optimized conditions, the BDD-MWCNT/Ti electrode presents a linear response range
from 40 pmol L' to 400 umol L for L-dopa and from 14 umol L to 136 umol L' for
benserazide. The limit of detection of the proposed sensor for L-dopa and benserazide were 18
umol L' and 1 pmol L, respectively. The sensor has been successfully applied for selective
determination of L-dopa and benserazide in urine samples and it is very promising for many

electroanalytical applications.

Key words: Carbon nanotube, boron doped diamond, L-dopa, benserazide, chemical

sensor
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1 INTRODUCAO

A doenga de Parkinson (DP), também conhecida como degeneracdo dos
neurdnios mesencefdlicos dopaminérgicos, estd associada a perda de dopamina no
cérebro (ALEXANDER, 2004); (HOGLINGER et al., 2004). Apesar do fato de que o
nivel de dopamina no cérebro € de alta importancia para a saide das pessoas, o
neurotransmissor dopamina nao pode ser administrado diretamente para o tratamento da
doenca de Parkinson porque ndo pode atravessar a barreira hematoencefélica (SHEN et
al., 2003; HOGLINGER et al., 2004).

Deste modo, uma elevada atencdo tem sido dada a L-dopa, um precursor
intermedidrio de dopamina, uma vez que a mesma apresenta maior capacidade de entrar
no sistema nervoso central (SHEN ef al., 2003). Embora a L-dopa seja um farmaco
eficiente para o tratamento de sintomas da doenca de parkinson, a maior quantidade
administrada de L-dopa € convertida em dopamina na periferia dos 16cus no qual deveria
agir, fazendo com que apenas uma pequena quantidade de L.-dopa adentre efetivamente
no cérebro (GOODMAN-HILMAN et al. 1996).

A fim de evitar a decomposicao rdpida de L-dopa a dopamina no tecido
periférico pela enzima descarboxilase, o farmaco L-dopa tem sido usualmente
administrado combinado a um inibidor de dopa-descarboxilato tal como benserazida, a
qual atua bloqueando a principal enzima metabolizadora de L-dopa (POLLERI et al.
1980). Por conseguinte, a benserazida aumenta a biodisponibilidade de L-dopa
prolongando a resposta clinica do paciente em tratamento com a L-dopa e benserazida
combinadas (GREENACRE et al., 1976; KAAKKOLA et al., 1994).

Assim, o interesse na determinacdo da benserazida e da L-dopa tem aumentado
nos dias de hoje, tal que estes compostos t€ém sido simultaneamente determinados por
eletroforese-quimiluminescéncia (HE et al., 2006) cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LE PAN, et al. 2010), espectrofotometria (BLANCO et al.,
2000), sistemas eletroquimicos usando calibragio multivariada (ZAPATA-URZUA, et
al. 2010) e ensaios quimilumimétrico com calibracdo multivariada (MARQUES et al.,
2008). Estes métodos sao seletivos e sensiveis a determinacdo simultanea de benserazida
e L-dopa, mas apresentam pelo menos uma das seguintes desvantagens: (1) sdo de
execucdo demorada de forma a requer usudarios com elevado nivel de treinamento, e/ou

(2) sao dispendiosos e envolvem procedimentos complexos ou apresentam alto custo.
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Portanto, a determinacao simultanea de benserazida e L.-dopa por métodos eletroquimicos
sem o emprego de tratamento matematico de dados ainda € um tema de desafio, devido
até o presente momento a auséncia de uma abordagem eletroanalitica para sua
determinag@o simultanea. Tal dificuldade atrelada a determinagao simultanea de L-dopa
e benserazida estd associada a suas estruturas moleculares semelhantes resultando em
sobreposi¢do das respostas eletroquimicas quando sao empregados os mais variados tipos
de eletrodos. Neste sentido, a seguir serdo apresentados e discutidos alguns dos materiais

de carbono cujas aplica¢des tem se mostrado promissora no que tange o desenvolvimento

de sensores quimicos bem como a importancia da L-dopa e benserazida.



REFERENCIAL
TEORICO
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Levodopa e benserazida: Caracteristicas, importincia e métodos de
determinacdo.

A L-dopa [3-(3,4-Dihidroxifenil) - L-alanina] (Fig. 1), também conhecida como
levodopa, é um importante neurotransmissor pertencente a classe das catecolaminas
(SILVA et al., 2006). A L-dopa foi utilizada pela primeira vez em 1967 no tratamento da
doenca de parkinson (DP). A DP € a segunda doenca de cariter neurodegenerativa com
maior ocorréncia na populacdo com idade acima dos 60 anos totalizando 3,3 % da
populacdo do Brasil. Com base neste aspecto, o desenvolvimento de métodos eficazes no
combate e monitoramento da doencga de parkinson € de suma importancia (BARBOSA et

al., 2007; (MCCREERY, 2008).

Figura 1. Férmula estrutural da L-dopa.

OH

NH,
HO

L-Dopa

Fonte. Proprio autor

A doenca de Parkinson (DP) estd associada a perda de dopamina no cérebro
(ALEXANDER, 2004; HOGLINGER et al., 2004). A dopamina € uma importante
substincia que auxilia na comunicagdo entre as células no sistema nervoso central (SNC),
de forma que o tratamento da doenga de parkinson estd pautado na reposicdo desta
substancia ao SNC de modo que o paciente ndo tenha danos mais graves (YAN et al.,
2011). Tendo em vista que a dopamina ndo chega moleculamente integra a regido de
atuacdo faz-se necessario a administracdo de um farmaco precursor como a L-dopa.
Contudo, ao entrar em contato com o organismo, a L.-dopa pode sofrer descarboxilacdo e
se converte em dopamina antes de chegar ao SNC. Com o propésito de contornar essa
dificuldade e minimizar os efeitos colaterais do uso da L-dopa, faz-se necessario o uso de
inibidores concomitantemente ao uso da L-dopa (TAKAMURA, 2009; GEORGAKILAS
etal.,2012).
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Uma vez que a L-dopa € administrada em pacientes, ¢ fundamental o
monitoramento de qudo seguro e eficiente ela €. Partindo desta premissa, faz-se
necessdrio o uso de vdrias técnicas que nos permitem identificar e quantificar este
farmaco. Podemos encontrar diversos métodos e técnicas para a determinagao da L-dopa
incluindo-se a espectrofotometria no ultravioleta e visivel (GHANEAN e AFJEH, 2018),
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CHEN, D. Y. et al., 2018) bem como mais
recentemente os métodos eletroanaliticos (BARRAGAN et al., 2018). Estes ultimos
métodos t€m sua aplicabilidade a determinag@o de L-dopa devido a presencga de grupos
hidroxilas na sua estrutura ligados a um anel benzénico, indicando assim que esta
substancia € eletroativa a baixos potenciais elétricos sobre os mais variados tipos de
eletrodos via sua eletro-oxidacdo (SILVA et al., 2006).

A benserazida (Bzd) (D, L-serina-2-[2,3,4 (trihidroxifenil) metil] hidrazida) (Fig.
2) € um farmaco muito utilizado em conjunto com a levodopa para o tratamento clinico
da doenca de Parkinson uma vez que a dopamina nao pode ser utilizada na sua forma pura
para o tratamento da doenca de Parkinson jid que grande parte do medicamento nao
atravessa a barreira hematoencefalica(CHEN, H. et al., 2018). A levodopa administrada
por via oral converte-se em dopamina no cérebro pela acao da enzima descarboxilase. No
entanto, a maior quantidade de levodopa € convertida em dopamina no tecido periférico
e uma pequena quantidade de levodopa entra no cérebro (HERZ et al., 2016). Dentre os
aspectos positivos no emprego de farmacos combinados de L-dopa e benserazida estd a
menor quantidade necessdria de L-dopa nos medicamentos propostos, o que tem
permitido a minimizagdo de efeitos colaterais (AJAYAN, 1999; FOULADGAR, 2016;
KAROUSIS et al., 2016).

Figura 2.Férmula estrutural da benserazida

HoN
HO /NH\)\/OH
NH l
O
HO
Benserazida

Fonte. Préprio autor
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Assim como observado para a L-dopa, existem diversos métodos para a
determinacdo individual da benserazida em formulagdes farmacéuticas. Dentre os
métodos existentes podemos citar os métodos eletroforéticos (ATA et al., 2018),
espectrofotométricos (ALULA et al., 2018), baseados em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CHEN, D. Y. et al., 2018), quimiluminescentes ¢ métodos eletroanaliticos
(AJAYAN, 1999; GEORGAKILAS et al., 2015). Dentre os métodos citados
anteriormente, os métodos eletroanaliticos tem recebido grande atencdo devido a sua alta
sensibilidade, baixo custo, precisao, exatidao, facil manuseio e etc. (MCCREERY, 2008;
TAKAMURA, 2009).

Por sua vez, a determinacdo simultinea de L-dopa e benserazida tem sido
explorada em menor extensdao do que a determinacao individual destas espécies. Até a
presente data foram relatados métodos baseados em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (SAGAR e SMYTH, 2000), espectrofotometria (DAMIANI et al., 2005), e
eletroforese capilar—quimiluminescéncia (HE er al., 2007) para a determinagdo
simultanea de levodopa e benserazida em formulagdes farmacéuticas e fluidos bioldgicos.

No entanto, esses métodos ainda sofrem com algumas desvantagens como: alto
custo instrumental, necessidade de grande nimero de etapas preparativas, baixa
sensibilidade, necessitam de solventes organicos, dentre outras. Como a benserazida e a
L-dopa apresentam grupos eletroativos que podem ser oxidados, o uso de técnicas
eletroquimicas tem se tornado promissoras para a caracterizacdo e determinagdo da
levodopa e benserazida (ZAPATA-URZUA et al., 2010). No entanto, até a presente data
nao foram propostas metodologias eletroquimicas que ndo exijam procedimentos
adicionais para a determinacdo simultinea desses compostos, o que estd diretamente
atrelado as caracteristicas estruturais e respostas eletroquimicas semelhantes que estas
moléculas apresentam sobre os mais variados materiais usados para a confec¢do de
eletrodos.

Dentre as alternativas promissoras aplicaveis a determinacdo de substincias
empregando métodos eletroanaliticos, destacam-se o0s eletrodos quimicamente
modificados (ZAPATA-URZUA et al., 2010). Os eletrodos modificados (EM) tém
recebido enorme atencdo desde 1979 devido a sua elevada sensibilidade e seletividade
aos analitos de interesse em comparagao aos eletrodos nao-modificados. Adicionalmente,
a oxidagado de indmeras espécies sobre a superficie de eletrodos convencionais (Au, Pte
eletrodo de carbono vitreo) ocorre em elevados potenciais e produze baixas densidades

de corrente devido a baixa taxa de transferéncia de elétrons (ZHENG et al., 2017).
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Segundo Palakollu e colaboradores (2017), a maioria dos eletrodos convencionais
apresenta uma taxa de transferéncia de elétrons lenta para a determinagcdo da L-dopa.
Além disso, o produto de oxida¢do da L-dopa também adsorve gradualmente sobre a
superficie dos eletrodos nao-modificados.

Portanto, a determinagao eletroquimica da L-dopa na presenga de interferentes é
muito dificil sobre os materiais de eletrodo convencionais. Além disso, os eletrodos
convencionais apresentam baixa seletividade e reprodutibilidade para esse tipo de analito.
Para superar este problema, a modificacdo da superficie de eletrodos com materiais
cataliticos € um dos melhores conceitos na drea de métodos aplicdveis a eletroanalitica.

De forma geral, a modificacdo dos eletrodos corrige vdrias desvantagens
comumente observadas nos eletrodos convencionais tal que age em favor da diminui¢cao
do potencial de oxirreducdo necessario e a facilitacdo da transferéncia de elétrons nos
sistemas que envolvem reacdes redox. Atualmente, diferentes tipos de materiais,
incluindo polimeros condutores nanoestruturados modificados com 6xido de cobre
(SHEIKH-MOHSENI et.al, 2016), nanobastdes de o6xido de zinco (ZnO)
(MOLAAKBARI et al., 2014), nanocompositos a base de 6xido de grafeno e 6xido de
zinco (GO/ZnO) (BEITOLLAHI et.al, 2016), poli (cloridrato de alilamina) (TAKEDA et
al., 2016), nanoparticulas de ouro e de palddio (REZAEI et al., 2016), entre outros, foram
utilizados para a quantificacdo de L-dopa e da benserazida.

Deste modo, o grande avango no desenvolvimento de eletrodos quimicamente
modificados tem contribuido imensamente com o desenvolvimento de dispositivos
integrados, como € o exemplo da classe dos sensores quimicos. Nas tltimas décadas as
pesquisas voltadas ao desenvolvimento de eletrodos quimicamente ou fisicamente
modificados vém crescendo de forma acelerada devido a vasta aplicagdo destes
dispositivos na drea da saude, industria e ambiental. Dentre as caracteristicas desejaveis
a estes sistemas analiticos destacam-se a elevada sensibilidade, seletividade e estabilidade

(KIZEK, et al 2012).

2.2 Eletrodos Quimicamente e Fisicamente Modificados

A modificagdo de eletrodos com fins eletroanaliticos remonta dos anos 70 e tem
sido realizada de duas principais formas: quimicamente e fisicamente (MURRAY et al.,
1987). Desde entdo, a comunidade cientifica mundial tem dedicado um grande interesse
ao desenvolvimento de eletrodos modificados explorando os mais variados materiais.

Com consequéncia observou-se um grande interesse na aplicacdo de nanomateriais de
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carbono tem sido crescente no que tange o desenvolvimento de eletrodos modificados
tendo em vista que estes materiais apresentam propriedades tnicas, incluindo elevada
razdo area/volume, alta condutividade, baixa resisténcia a transferéncia de carga e baixo
custo. (GREENSHIELDS. 2011). A seguir é apresentada uma breve abordagem de
aspectos importantes associados a descoberta, propriedades e aplica¢des em eletroanélise

destes materiais.

2.3 Nanomateriais a base de carbono

O carbono € um dos elementos mais abundantes do universo, sendo este a base
para a formacdo de uma variedade de compostos tanto organicos quanto inorganicos.
Essas formagdes s6 sdo possiveis tendo em vista algumas caracteristicas inerentes a este
elemento tais como seus tipos de hibridizacdo (sp, sp> e sp®) que permitem que 0 mesmo
possa se organizar de diversas formas estruturais (Fig 3) (GEORGAKILAS et al., 2015).
Por muito tempo achava-se que o diamante e o grafite eram as unicas formas alotropicas
do carbono, porém em 1985 Kroto e colaboradores descobriram uma nova forma

alotrépica de carbono denominada de fulereno (SALVADORI, et al., 2008).

Figura 3. Representacdo esquemdtica de diferentes alétropos de carbono: fulereno;
nanotubo de carbono de parede simples (SWCNT); nanotubo de carbono de parede
multipla (MWCNT); diamante; grafite; grafeno respectivamente.

&

(0D) Fullerene

(1D) MWCNT

(3D) Graphite ¢ (2D) Graphene

Fonte: (Zarbin, 2013; Atta et al., 2015)

A partir dos anos 60 até a década de 80 houve uma predominéncia no uso de

eletrodos de grafite dentre os materiais de carbono para o desenvolvimento de sistemas
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eletroanaliticos (BARENDRECHT, 1961; ELVING e SMITH, 1960). Na década
seguinte, o uso do carbono vitreo e o diamante dopado com boro foram introduzidos e,
tendo em vista o baixo custo do carbono vitreo, estes passaram a ser extremamente
empregados no desenvolvimento de sensores quimicos e eletrodos modificados
(MURRAY, 1980). Por sua vez, as propriedades Unicas do eletrodo de diamante dopado
com boro o tornaram um grande atrativo no desenvolvimento de sistemas eletroanaliticos
(SWAIN e RAMESHAM, 1993). Os eletrodos de diamante possuem uma baixa
capacitancia de dupla camada (ZANIN et al., 2014) e uma resisténcia de polarizacao
relativamente alta para a oxida¢do da superficie de forma que os mesmos podem ser
empregados para a oxidac@o de espécies em potenciais relativamente altos se comparados
ao grafite pirolitico e carbono vitreo.

A descoberta dos fulerenos por Kroto e Smalley em 1985 estimulou o interesse
de diversos pesquisadores ao redor do mundo e houve inicio a uma corrida em busca da
descoberta e entendimento das propriedades desse novo alétropo de carbono. Esta busca
de conhecimento cientifico na fronteira do conhecimento referente a estes materiais teve
como um dos dpices a publicagdo de lijima em 1991 referente a descoberta dos nanotubos
de carbonos, o que revolucionou o que se conhecia sobre o carbono.

Os nanotubos de carbono (NTCs) sdo nanoestruturas a base de carbono que
podem apresentar formagdes de paredes dnicas (SWCNTs), ou de paredes mdltiplas
(MWCNTs) (Fig. 3) e no geral sdo formados por folhas de grafeno enrolados em forma
de cilindros. Essas estruturas em geral apresentam dimensdes abaixo de 100 nm (CAPEK,
2009). Segundo a literatura, uma das classes mais promissoras dos nanomateriais €
representada pelos nanotubos de carbono. Uma vez que estes materiais demonstraram
possuir propriedades eletrOnicas, térmicas e mecanicas superiores para aplicacoes em
vdrias areas.

Deste modo, os nanomateriais a base de carbono tem sido cada vez mais
utilizados na confec¢do de diferentes dispositivos como: emissores de elétrons para
motores (SURIANI ez al., 2015), sensores de gases (KORPOSH et al., 2018) e sensores
biolégicos (LIU, W. L. et al., 2018), pontas para microscopio de for¢ca atdmica (AFM)
dentre outras (FILHO, A.G.S. 2007; BUSSY et al., 2013). Os nanomateriais a base de
carbono fornecem os blocos de constru¢do necessdrios para circuitos eletronicos e
oferecem novas oportunidades para a miniaturizagdo de chips, para as tecnologias de
semicondutores e a fabricacdo de dispositivos, incluindo transistores e sensores. Além

disso, sdo materiais ideais para a preparacdo de dispositivos nanoeletrOnicos e



27

nanosensores devido as propriedades elétricas unicas, excelentes propriedades
eletrocataliticas, alta estabilidade quimica e maior drea superficial especifica dos
nanotubos (CAPEK, 2009).

Os avangos nos estudos sobre os nanomateriais de carbono resultaram em uma
nova classe de nanomateriais, denominada de pontos quanticos de carbono (CQDs). Os
pontos quanticos de carbono (CQDs, do inglés carbon quantum dots) tratam-se classe de
nanomateriais de carbono com tamanhos préximos a 10 nm, cuja descoberta foi feita
durante a purificacdo de nanotubos de carbono de parede tinica através da eletroforese em
2004 (LI et al., 2012). No geral os CQDs apresentam diversas caracteristicas atrativas
incluindo elevada condutividade elétrica, alta estabilidade quimica, compatibilidade
ambiental, absorcao 6ptica de banda larga, baixa toxicidade, forte fotoluminescéncia e
propriedades Opticas, além de apresentarem baixo custo (NAMDARI et al., 2017).

Posteriormente, em 2010, Novoselov e Geim isolaram pela primeira vez o
grafeno de forma a abrir uma nova perspectiva no uso de materiais a base de carbono.
Idealmente, o grafeno consiste em uma folha planar de 4tomo de carbono sp? (Fig 3) de
forma a apresentar uma razao drea superficial / volume extremamente alta tendo em vista
que ambos os lados do sistema planar estio disponiveis. De forma similar aos nanotubos
de carbono, os materiais a base de grafeno possuem excelentes propriedades eletronicas,
mecanicas, elétricas e Opticas e uma superficie “quimicamente ajustavel” que os tornaram
atraentes candidatos para diversas aplicacdes, que vao desde os compdsitos e a eletronica
até a nanomedicina (BUSSY et al., 2013).

Consequentemente, as descobertas dos fulerenos, nanotubos de carbono, grafeno
e pontos quanticos de carbono t€ém aberto uma nova era no que tange aplicacdes de
nanomateriais de carbono e dentre estes os nanotubos de carbono e o grafeno t€m sido os
mais explorados em aplicacOes eletroquimicas até entdo. Segundo a plataforma de
pesquisa web of science, no periodo compreendido entre 2007 e 2016 foram publicados
722 artigos a respeito dos nanotubo de carbono e do grafeno enquanto que, no mesmo
periodo, foram encontrados apenas 2 artigos a respeito dos fulereno e pontos quanticos
de carbono (Destacando aqui, que s6 foram contabilizados os nanomateriais (citados
anteriormente, utilizados para aplicacdes eletroquimicas).

Estas duas nanoestruturas a base de carbono apresentam propriedades e
caracteristicas estruturais que sdo extremamente desejdveis para aplicacdes
eletroanaliticas tais como excelente processabilidade quimica, grande nimero de grupos

em suas superficies, grande exposicdo de planos edge e basais, elevada razdo
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area/volume, varios métodos de sintese e purificacdo, entre outras (CHEN et al., 2012).
Contudo, as aplicagdes de nanotubos de carbono e o grafeno ao desenvolvimento de
plataformas para determinacdo de compostos de interesse em geral sdo feitas de forma
que os nanomateriais originalmente produzidos sofrem extensiva aglomeracdo de forma
a terem suas propriedades eletroquimicas e eletroanaliticas suprimidas (PENG et al.,
2012). Adicionalmente, os materiais de carbono previamente descritos apresentam cada
um deles propriedades que s@o tnicas e caracteristicas de suas estruturas de forma que a
combinacdo destes materiais aparece como uma atrativa forma produzir sistemas de
maior performance eletroanalitica.

O desenvolvimento de novas estruturas a base de nanomateriais de carbono para
aplicacdes no desenvolvimento de sistemas eletroanaliticos tem sido crescente, embora
ainda muito pouco explorado. Partindo desta premissa, a seguir sdo apresentadas as
caracteristicas estruturais, métodos de sintese e propriedades de materiais hibridos

nanoestruturados e organizados a base de carbono.

2.4 Materiais hibridos de carbono: Caracteristicas estruturais, sintese e
propriedades.

Os nanomateriais baseados na integracdo de nanotubos de carbono e alguns
outros compostos tém recebido recentemente um grande destaque na comunidade
cientifica uma vez que as propriedades observadas individualmente nestes materiais sao,
em geral, melhoradas como resultado do sinergismo entre eles. Dentre os aspectos citados
acima podemos citar os polimeros condutores, mediadores redox e nanoparticulas
metalicas que tem sido integrados aos nanotubos de carbono (CAPEK, 2009).

Essas nanoestruturas compostas podem ser usadas para a construcdo de
eletronicos e nanodispositivos, pois os revestimento de materiais de carbono com
materiais organicos, metélicos e os proprios alétropos de carbono podem otimizar as
propriedades destes materiais (CAPEK, 2009). Apesar dos al6tropos do carbono, de modo
individual, apresentarem muitas vantagens em seu uso no que tange a determinacdo de
varios analitos e terem boa estabilidade, ainda existe algumas limitacdes atreladas a esse
tipo de material.

Partindo destas limitacdes vérios pesquisadores vém tentando combinar de
forma controlada diferentes al6tropos de carbono para obter as propriedades desejadas as
suas aplicacOes (SAINIO et al., 2015). A estratégia por trds da criagdo desses materiais

hibridos € integrar as espécies constituintes mediante a utilizacdo de diversos processos
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de crescimento. Assim sendo, uma simples pipetagem de solucdo aquosa de NTCs em
cima do eletrodo de carbono vitreo nao necessariamente pode produzir materiais hibridos
de carbono (LAURILA et al., 2017).

Segundo Laurila e colaboradores (2017) existem algumas caracteristicas e
requisitos que os materiais devem cumprir para serem usados como sensores e
biossensores. Na tabela 1 sdo mostrados alguns desses requisitos. Por sua vez, para fins
comparativos sdo apresentadas algumas caracteristicas comumente observadas para os

al6tropos de carbono (Tabela 2).
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Tabela 1. Propriedades desejadas a um bioeletrodo

Propriedade fisica

ou quimica

Caracteristicas desejaveis

Revestimento duro,

denso e uniforme

Pequena rugosidade

superficial

Robustez mecanica

Sitios ativos de

superficie

Alta condutividade

Biocompatibilidade

Resisténcia a

COrrosao

Padronizacgao

Quimicamente inerte e livre de poros

Relacdo sinal/ruido elevada e pequena capacitincia a dupla camada

Os eletrodos sdo implantdveis

Transferéncia de elétrons facilitada nesses sitios

A transferéncia de elétrons através do eletrodo deve ser facil

Nao causem reagdes como corpo estranho e sejam resistentes a

bioincrustagao

N3ao liberem produtos de dissolucd@o ou lixivia¢cao no organismo

Possibilidade de fabricar estruturas de superficie sob medida

Fonte: (LAURILA et al., 2017)
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Tabela 2. Resumo das vantagens e desvantagens de diferentes al6tropos de carbono como
materiais de eletrodo. Quadrado verde satisfaz os requisitos, quadro amarelo
intermedidrio e vermelho ndo satisfaz os requisitos.

Propriedade fisica ou Fibra de
DLC Grafeno CNT BDD
quimica carbono

Revestimento duro,

denso e uniforme

Pequena rugosidade

superficial

Robustez mecanica

Sitios ativos de

superficie

Alta condutividade

elétrica

Biocompatibilidade

Resisténcia a

COITOSA0

Padronizagao

*BDD-Diamante dopado com boro, *CNT-Nanotubo de carbono, *DLC-Filmes finos de carbono com

diamantes

Fonte: (LAURILA et al., 2017)

Como se pode observar na tabela 2, nenhum dos alétropos pode satisfazer

simultaneamente todos os requisitos listados na Tabela 1. Entretanto, se analisarmos a
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lista de propriedades nas tabelas, sempre ha um alétropo de carbono que atende algumas
das propriedades listadas. Deste modo ao se combinar diferentes alétropos de carbono
podemos obter materiais hibridos que oferecam todas as propriedades desejadas
(SAINIO, PALOMAKI, RHODE, et al., 2015; SAINIO, PALOMAKI, TUJUNEN, et al.,
2015).

Com o intuito de produzir materiais hibridos a base de carbono vérios estudos
tém sido focados na sintese destes nanocompositos. Zhang e colaboradores (2015)
relataram em seus estudos que uma diversidade de pesquisadores em todo o mundo vem
tentando sintetizar varios tipos de materiais hibridos a base de carbono pelo método de
crescimento do nanotubo e oxido de grafeno pelo método de deposi¢do quimica de vapor
(CVD) (TAI et al., 2018), oxirreducao do grafite (ROZMANOWSKI e KRAWCZYK,
2018), dentre outros. Dentre os métodos citados anteriormente, a técnica de deposi¢dao
quimica de vapor (CVD do inglés chemical vapor deposition) € a mais utilizada para a
preparacdo de materiais hibridos em laboratdrio e na industria devido a mesma apresentar
uma série de vantagens que ndo sdo observadas nas outras técnicas incluindo o baixo
custo na produc¢do em larga escala (PLESKOV et al., 2016). Como € relatado em varios
trabalhos, o método de producdo dos materiais hibridos influencia diretamente nas
propriedades do mesmo incluindo a alta qualidade no que tange pureza, propriedades
condutoras e estabilidade (ZHANG et al., 2015).

Em geral, existe varios materiais hibridos a base de carbono como por exemplo,
os nanotubo de carbono com os metais de transi¢oes (NOSEK et al., 2018), os nanotubos
de carbono com materiais organicos ou inorganicos (LIU, Z. Y. et al., 2018) e os hibridos
de carbono com diferente alétropos de carbono (SANTOS et al., 2017). Dentro desta
ultima classificacdo podemos destacar os seguintes hibridos: Grafeno / Nanotubo de
carbono (GRAFENO / MWCNT), Filmes finos de carbono com diamantes / Nanotubo de
carbono (DLC / MWCNT) dentre outros. Estes materiais sdo classificados como
promissores para aplicacdes em diversas dreas, dando destaque neste trabalho para as
aplicacdes eletroanaliticas.

Para a aplicacdo eletroanalitica os sensores hibridos de al6tropos de carbono em
geral apresentam as seguintes caracteristicas, (i) um dos alétropos se comporta como um
substrato biocompativel e inerte, enquanto que o outro, (ii) apresenta propriedades mais
eletroquimicamente ativas. Ao integrar estas duas formas de carbono de maneira
controlada, podemos garantir que as interagdes elétricas e mecanicas entres os alétropos

serd firme e estdvel para a aplicacdo desejdvel. Além disso, a geometria da estrutura
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resultante poderd favorecer o aumento da sensibilidade para o analito desejado
(LAURILA et al., 2017).

Como relatou Sainio e colaboradores (2015) em seu estudo, os elétrodos a base
de carbono hibrido em geral apresentam uma larga faixa de potencial e um excelente
favorecimento da cinética de transferéncia de elétrons, deste modo permitindo a anélise
eletroquimica eficiente de alguns compostos como por exemplo a dopamina. Além disso,
os elétrodos hibridos sdo capazes de facilmente distinguir os picos de oxida¢do do 4cido
ascorbico e da dopamina tornando os elétrodos candidatos promissores para aplicagdes
bioquimicas.

Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivo geral, aplicar um eletrodo
hibrido de carbono para a determinagcdo simultinea de benserazida e L-dopa por
voltametria de pulso diferencial explorando uma plataforma de titdnio modificado com

nanotubos de carbono / nanodiamante dopado com boro (BDD-MWCNT/Ti).
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3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo geral

Determinar simultaneamente benserazida e L-dopa por voltametria de pulso

diferencial explorando uma plataforma de titanio modificada com nanotubos de carbono

e nanodiamantes dopado com boro (BDD-MWCNT/Ti).

3.2 Objetivos especificos

>

Analisar o comportamento eletroquimico do eletrodo de BDD-MWCNT/Ti por
voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia eletroquimica e voltametria de
pulso diferencial frente a benserazida e L-dopa;

Estudar a influéncia dos tipos de tampdes, concentracdes, pH e velocidade de
varredura sobre o comportamento eletroquimico dos analitos sobre o eletrodo de
BDD-MWCNT / Ti e estudo das concentragdes;

Avaliar a viabilidade da determina¢do simultanea dos dois analitos estudados sem
que haja interferéncia da resposta de um dos analitos sobre o outro empregando o
eletrodo de BDD-MWCNT/Ti;

Avaliar a determinac¢do simultanea dos dois analitos de interesse frente aos
interferentes: acido ascorbico, acido trico, acido félico, acido barbitirico, ureia e
glicose;

Determinacdo da L-dopa e benserazida em amostra de urina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e reagentes

Todos os reagentes utilizados para realizar as experiéncias apresentadas neste
trabalho foram de grau analitico e utilizados como recebidos sem que fossem aplicadas
etapas de purificacdo adicionais. Benserazida, ferricianeto de potéassio e L-dopa foram
adquiridos a Sigma-Aldrich. Fosfato de s6dio monobaésico, fosfato de sédio dibésico,
cloreto de potéssio, sulfato de sédio, hidréxido de sédio, 4cido cloridrico e hidréxido de
sodio foram adquiridos da Vetec Quimica Fina LTDA (Brasil). Todas as solu¢des foram
preparadas com dgua purificada em um sistema OSI00LXE da GEHAKA Company
(Gehaka Ltd. Sdo Paulo, SP, Brasil).

4.2 Equipamentos

As medidas eletroquimicas foram  feitas utilizando-se ~ um
potenciostato/galvanostato Autolab® modelo PGSTAT 128N da Eco Chemie (Ultrech,
Netherlands) integrado a um microcomputador que possui uma interface contendo o
software GPES 4.9 para controle dos pardmetros na realizacdo dos experimentos bem
como para a aquisi¢do de dados. As respostas eletroquimicas de corrente de pico e
potenciais elétricos aplicados foram obtidas através das técnicas de voltametria ciclica
(VC), voltametria de pulso diferencial (VDP) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE).

O pH das solugdes tampoes foram medidos utilizando-se um medidor de pH
modelo DM-20 (Digimed, Sao Paulo, Brasil). Na determinacdo da massa, no preparo das
solucdes, foi utilizada uma balancga analitica com precisdao de 0,1 mg, modelo AY220
(Marte, Santa Rita do Sapucai/MG, Brasil).

Usou-se também uma célula eletroquimica de vidro com um volume de 10 mL
com uma tampa de teflon que apresenta trés aberturas, por onde sao inseridos os eletrodos
utilizados na pesquisa, eletrodos estes que sdo: Eletrodo de trabalho (carbono vitreo
modificado com nanotubo de carbono de paredes multiplas, diamante dopado com boro
(BDD) e titanio modificado com nanotubos de carbono/nanodiamante dopado com boro
(BDD-MWCNT/T1)), Eletrodo de Referéncia (prata cloreto de prata Ag/AgCl (KCI
saturado)) e o Eletrodo Auxiliar ( ouro (Au)) (Fig. 4).
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Figura 4. Representagcao esquematica da célula eletroquimica om trés eletrodos

1 1=
Eletrodo Auxiliar ou contra eletrodo
» | Eletrodo de Trabalho
l_J > Eletrodo de Referencia

Fonte. Préprio autor
4.3 Procedimentos

Preparo do eletrodo BDD-MWCNT / Ti

As placas de BDD-MWCNT/Ti foram preparados em duas etapas. Na primeira
etapa, nanotubos de carbono de paredes miltiplas foram crescidos de forma alinhada
verticalmente (VAMWCNT) sobre substratos de titdnio seguindo o procedimento
descrito por (ZANIN et al., 2014). Resumidamente, os filmes VAMWCNT foram
produzidos usando a tecnologia CVD assistido por plasma de micro-ondas (SILVA, et al.
2014) em substrato de titanio (Ti) previamente cobertos com uma camada de Ni de 10
nm. Apds um processo de redugdo sob aquecimento, a camada de Ni forma nanoparticulas
que promovem o crescimento do material de carbono. O crescimento dos VAMWCNT
foi realizado durante 1 min sob fluxo de CHs a 14 sccm, 800 °C e uma pressao do reator
de 30 torr.

Apés a etapa de crescimento, as amostras de VAMWCNT foram entdo
submetidas a eletro-pulverizagdo com uma suspensdo de nanodiamantes de 5 nm de
diametro em metanol, o que fez com que os nanotubos previamente alinhados formassem
microestruturas com suas pontas unidas produzindo microestruturas tridimensionais
(3D). O material modificado com os nanodiamantes foram submetidos a um reator de
filamento quente usando 5% de CH4/Hz com diborano (B2Hs) como fonte de boro,
fazendo com que a microestrutura fosse revestida com uma camada fina (0,25 um) de

cristais de BDD.
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Ressalta-se que a sintese citada anteriormente, juntamente com as caraterizacoes
apresentadas foram realizadas junto ao grupo de pesquisa do Professor Dr Hudson Zanin,
professor este que colaborou de forma efetiva para o desenvolvimento do presente

trabalho.

Eletrodos de trabalho

As placas de (BDD-MWCNT/Ti), cedidas pelo Professor Hudson Zanin, foram

adaptadas de modo que as mesmas pudessem ser utilizadas como eletrodo de trabalho.

e Para fins de comparagdo preparou-se uma dispersdo de nanotubo de carbono de paredes

multiplas (MWCNT) constituida de 2 mg de MWCNT disperso em 500 pL de

dimetilformamida (DMF) e este, por sua vez, foi depositado sobre a superficie do eletrodo

de carbono vitreo (CV) (10 uL). Adicionalmente foi adquirido um eletrodo comercial de

diamante dopado com boro (BDD) também com fins comparativos. Apéds a definicdo dos

trés eletrodos de trabalho deu-se inicio aos estudos para a determinagdo do melhor
eletrodo de trabalho.

Montou-se a célula eletroquimica (Fig 4) constituida com os seguintes eletrodos:
eletrodo de trabalho (eletrodos de carbono vitreo com sua superficie recoberta com
nanotubo de carbono de paredes mudltiplas, eletrodo de BDD-MWCNT/Ti ou diamante
dopado com boro e o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)), um eletrodo de
referéncia de prata cloreto de prata (Ag/AgCl) e um eletrodo auxiliar de ouro (Au).

Para as medidas eletroquimicas de avaliacdo cinética eletrOnica e avaliacao de
resposta eletroquimica foram utilizadas solug¢des de ferricianeto de potéssio (Ks [Fe
(CN)s]). Para tal foi utilizado um bipotenciostato Autolab modelo PGSTAT 128N
equipado com modulo analisador de resposta em frequéncia para a realizacio dos estudos
de voltametria ciclica e impedancia eletroquimica. Para os estudos de microscopia
eletroquimica de varredura, o bipotenciostato foi acoplado ao sistema de posicionamento
da Sensolytics (Bochum, Alemanha).

Os estudos de voltametria ciclica foram realizados a diferentes velocidades de
varredura: 10 mV, 25 mV, 50 mV, 75 mV, 100 mV, 150 mV e 200 mV. As medidas de
impedancia eletroquimica foram realizadas no intervalo de frequéncia compreendido
entre 10° e 10 Hz e o potencial dc foi calculado com base nos dados provenientes dos

ensaios de voltametria ciclica.
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Otimizagdo dos pardmetros operacionais

4.3.3.1 Estudo do efeito do tipo de tampao empregado sobre a resposta eletroquimica dos
analitos de interesse.

Inicialmente, foram feitos os cédlculos necessarios para o preparo das referidas
solucdes tampao de posse das referidas massas e estas por sua vez foram dissolvidas em
50 mL de 4dgua destilada de forma a preparar-se todos os tampdes na concentracao 0,1
mol L! e pH 7,0 (PBS, Britton-Robinson, Hepes e Mcllvane). Posterior ao preparo dos
tampdes, montou-se uma célula eletroquimica (Fig 6) que foi apropriadamente conectada
ao potenciostato e devidamente preenchida com os tampdes para a realizacdo dos estudos
de voltametria de pulso diferencial (VPD).

Os ensaios eletroquimicos de VPD foram realizados para os tampdes PBS,
Hepes, Mcllvane e Britton-Robinson no intervalo de potencial aplicado ao eletrodo de
trabalho entre -300 mV e +300 mV. Previamente aos ensaios eletroquimicos adicionou-
se 50 ul e 100 ul de solugdes stock de benserazida e L-dopa na concentragdo de 1 mmol
L' e posteriormente foram feitas as respectivas analises eletroquimicas com 2 aplicagio

da técnica de voltametria de pulso diferencial (VDP).

4.3.3.2 Estudo do efeito do pH da solucio tampao

Para desenvolver esta etapa da pesquisa, inicialmente foram feitos calculos com
o intuito de determinar as massas que seriam necessarias na formulagcdo das solugdes de
benserazida e L-dopa bem como dos sais para o preparo dos tampdes em diferentes
valores de pH. Apés a pesagem das espécies de interesse, as mesmas foram dissolvidas
em solucdes tampdo fosfato (PBS) 0,1 mol L' em diferentes valores de pH (5,0, 6,0, 7,0
e 8,0) para a realizacdo dos estudos necessarios.

A seguir, a célula eletroquimica de 10 mL e portando trés eletrodos foi montada
empregando-se um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, um eletrodo auxiliar de ouro (Au)
e o eletrodo de trabalho (BDD-MWCNT/T1i) acoplado. O procedimento para o estudo do
efeito do pH das solucdes tampao sobre a resposta eletroquimica dos analitos de interesse
foi realizado da seguinte forma: adicionou-se 5 ml da solu¢do tampdo PBS 0,1 mol L
(foram testados os diferentes tampoes de diferentes valores de pH) na célula
eletroquimica e posteriormente a esta adi¢io foi adicionada mais 50 ul de benserazida e
100 pl L-dopa nas concentragdes apropriadas e, apds montado todo o sistema

eletroquimico, deu-se inicio ao estudo de voltametria de pulso diferencial.
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4.3.3.3 Estudo do efeito da concentragdo do tampao

Ap6s os célculos para a producdo dos tampodes fosfato em diferentes
concentracoes (0,025 mol L', 0,05 mol L', 0,1 mol L', 0,15 mol L' ¢ 0,2 mol L), o
sistema eletroquimico foi montado empregando-se uma célula de 10 mL e 3 (trés)
eletrodos. Os eletrodos utilizados foram: eletrodo de referéncia (Ag/AgCl), eletrodo
auxiliar e o eletrodo de trabalho (BDD/MWCNT/Ti) acoplado a um potenciostato e
controlado por um microcomputador. Por fim, adicionou-se 5 mL da solu¢do tampao PBS
pH 7,0 (uma concentragdo por vez) na célula, 50 ul de benserazida e 100 pl de L-dopa e

deu-se inicio ao estudo de voltametria de pulso diferencial.

4.3.3.4 Estudo da precisao

Para desenvolver esta etapa da pesquisa, inicialmente foram feitos cdlculos com
o intuito de determinar as massas que seriam necessdrias na formulacdo da solucio de
benserazida e L-dopa de modo que suas concentracdes finais de cada analito fossem 50
umol L. O procedimento envolvido nos ensaios seguiu as seguintes etapas: (1)
adicionou-se 5 mL de uma solucdo tampdao PBS de pH 7,0 a 0,1 mol L; (2) adicionou-
se uma aliquota de 50 uL e 100 uL de benserazida e L-Dopa, respectivamente na
concentracio de 1 mmol L'; (3) montagem do conjunto eletroquimico junto ao
potenciostato; (4) realizou-se os estudos eletroquimicos empregando-se a técnica de
voltametria de pulso diferencial; (5) repetiu-se as etapas citadas acima num intervalo de

10 (dez) dias seguidos com aquisi¢do de dez medidas diariamente.

4.3.3.5 Estudo do efeito de interferentes

Para o desenvolvimento desta etapa os interferentes testados foram o 4cido
ascorbico, dcido barbiturico, acido foélico, ureia, glicose e 4cido drico tendo em vista que
estdo frequentemente presentes em amostras de urina. Foram preparadas solugdes dos
interferentes em concentragdes 10 (dez) vezes superiores as concentracdes dos analitos
benserazida e L-dopa. Apds o preparo das solugdes citadas acima e a montagem do
sistema eletroquimico deu-se inicio ao estudo de voltametria de pulso diferencial.

Repetiu-se o procedimento individualmente para cada um dos 6 interferentes.

4.3.3.6 Aplicacdo em amostra bioldgica

Esta etapa foi realizada mediante o recolhimento de uma certa quantidade de

urina em tubos de plasticos com o propésito de se realizar um pré-tratamento na amostra.
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O pré-tratamento da amostra seguiu as seguintes etapas: (1) aos tubos contendo a urina
foi adicionado 4cido cloridrico (HC1) na concentracio de 6 mol L! de modo que formasse
solucdes com 1% de HCI; (2) apds as amostras serem acidificadas as mesmas foram
centrifugadas por 30 minutos a 2500 rpm e (3) posteriormente ao processo de
centrifugacao, filtrou-se o sobrenadante e em seguida diluiu-se a amostra 10 vezes com
uma solucdo tampdo fosfato (pH 7,0) 0,1 mol L!. A solu¢io formada foi transferida para

uma célula eletroquimica para ser analisada. Procedeu-se com as seguintes etapas:

» Primeiramente adicionou-se 4,25 mL da soluc¢do tampao PBS;
» Em seguida adicionou-se 0,5 mL da amostra;
» E, por afim, adicionou-se quantidades apropriadas de L-dopa e

benserazida a amostras.

ApOs a primeira adicdo do analito, realizou-se a primeira varredura de
voltametria de pulso diferencial e entdo foram conduzidas adi¢des sucessivas do analito

com o propésito de produzir as adi¢des de padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos BDD-MWCNT/Ti, BDD e
MWCNT/CV

Com o propésito de avaliar comparativamente a cinética de uma reacio
eletroquimica de uma molécula padrao sobre a superficie dos eletrodos de BDD-
MWCNT/Ti, diamante dopado com boro (BDD) e o eletrodo de carbono vitreo
modificado com MWCNT, utilizou-se uma sonda redox de ferricianeto de potdssio. A
constante aparente de transferéncia heterogénea de elétrons e a resisténcia a transferéncia
de cargas foram avaliadas por microscopia eletroquimica de varredura (SECM) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica, respectivamente.

Na Figura 5 sdo apresentadas as curvas de corrente normalizada em func¢do da
distancia normalizada. As curvas de aproximag¢do foram realizadas para a obtencdo dos
valores da constante de velocidade de transferéncia heterogénea de elétrons (k°). As
curvas de aproximacao foram obtidas com o propésito de avaliar a cinética dos processos
eletroquimicos envolvidos entre sonda redox [Fe (CN)]* e o eletrodo BDD-MWCNT/Ti.
O potencial do eletrodo BDD-MWCNT/Ti foi progressivamente aumentado enquanto o
potencial aplicado na ponta de prova (fip ou microelétrodo) foi mantido em -200 mV vs
Ag/AgCl de forma a se obter um grupo de curvas de aproximagao. A polarizac¢do da ponta
de prova em -200 mV vs. Ag/AgCl teve como propdsito garantir que 0S Processos
eletroquimicos da sonda redox ocorressem sob regime difusional.

Assim sendo, a corrente elétrica foi monitorada na ponta de prova a medida que
estd se aproximava dos substratos de forma que um grupo de valores efetivos (ou
aparentes) da constante de velocidade de transferéncia heterogénea de elétrons (kesr) foi
obtido a partir das curvas de aproximacdo provenientes do microscopio eletroquimico de
varredura. Experiéncias com fins comparativos também foram realizados com o eletrodo
convencional de diamante dopado com boro (dados ndo mostrados) e eletrodo

MWCNT/CV (dados ndo mostrados).
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Figura 5. Curvas de aproximacgao obtidas por SECM para o eletrodo BDD-MWCNT/Ti
em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) contendo 5 mmol L' [Fe (CN)e]*. A
ponta de prova foi polarizada em -200 mV e o substrato foi polarizado nos seguintes
sobrepotenciais (1) 50, (2) 100, (3) 150, (4) 200 e (5) 250 mV vs Ag/AgCl. A Figura
inserida mostra o grafico do logaritmo natural da constante de velocidade aparente versus
o sobrepotencial aplicado ao substrato obtido para o eletrodo BDD-MWCN/Ti, eletrodo
de carbono vitreo modificado MWCNT e o eletrodo de BDD. A linha mostra o ajuste da
teoria Butler-Volmer aos dados obtidos empiricamente.
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Fonte. Préprio autor

Como pode ser visto na Figura 5 a medida que a ponta de prova polarizada em -
0,2 V vs Ag/AgCl aproxima-se do eletrodo de trabalho (BDD-MWCNT/Ti) ha uma
significativa variacdo da corrente desenvolvida na ponta de prova. A constante
polarizacdo da ponta de prova em -0.2 V faz com que a mesma atue como gerador de [Fe
(CN)s]* de forma que 2 medida que a ponta de prova se aproxima do substrato ocorre a
regeneracio da forma [Fe (CN)e]*. Como resultado, a concentra¢io de ferricianeto
aumenta na regido entre o substrato e a ponta de prova a medida a ponta de prova
polarizada se aproxima do substrato investigado.

Adicionalmente, o aumento do potencial aplicado ao substrato (BDD-

MWCNT/Ti) induziu uma grande mudanca no perfil das curvas de aproximagao obtidas
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por SECM de forma que as mesmas apresentaram perfil de feedback negativo quando o
eletrodo BDD-MWCNT/Ti foi polarizado em baixos valores de potencias e apresentaram
perfil de feedback positivo quando o eletrodo BDD-MWCNT/Ti foi polarizado em altos
valores de potencias.

A polarizacio do BDD-MWCNT/Ti em baixos potenciais (Eaplicado < E° (sonda
redox)) torna o substrato um regenerador de pouca ou nenhuma eficiéncia para
ferricianeto de potéssio de forma que o substrato tende a se comportar como um substrato
isolante que dificulta a difusdo da sonda redox para a ponta de prova, consequentemente
o feedback é negativo. Por outro lado, a polarizacio do BDD-MWCNT/Ti em altos
potenciais (Eaplicado > E° (sonda redox)) torna o substrato um regenerador de elevada
eficiéncia para ferricianeto de potdssio de forma que o substrato tende a se comportar
como um substrato condutor que aumenta a concentracdo da sonda redox bem como sua
disponibilidade para a ponta de prova, consequentemente o feedback € positivo.

As curvas de corrente normalizada versus a distancia normalizada foram
simuladas para cada eletrodo polarizado para se obter a constante de transferéncia de
elétrons heterogéneas efetiva (keff) (também conhecida como aparente, kapp) usando as
seguintes equacdes (LEFROU e CORNUT, 2010):

iIns
Nif*(L, Rg)-1 )
(1+2_47R3.31)(1+L0.006Rg+0.113k—0.0236Rg+0.91)

Nir (L, Ry, ¥) ~ Nifod(L+1/, Ry +

onde « = kegra/D, ketr € a constante de velocidade heterogénea aparente, D € o coeficiente
de difusdo da sonda redox, Nil™ e Ni%°"? representam a corrente da ponta de prova para
substrato isolante e condutor, respectivamente. As expressoes para Nil™ e Ni$°"® em
funcdo da distancia normalizada da ponta de prova ao substrato sdo dadas por (LEFROU

e CORNUT, 2010):

Nigond ~ g (Ry) + ﬁ(;g) 4Arcfan(” +(1—a(Ry) - 3 ﬁ(le)) 2 ArcTan(L) )

a(Ry) ~1n (2) +1n (2) (1 - %ArcCos (Rig)) “In@)[l- (% ArcCos(R—t]))z] 3)

B (Ry) ~1+0.639 (1 - %ArcCos(é)) —0.186[1 — (%ArcCos(é))z] 4)
2.08 0.145 2.08 In(Rg)

| 2

S (5)
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As constantes de velocidade efetiva obtidas para uma determinada regido do
substrato foram ajustadas ao modelo eletroquimico de Butler-Volmer com o propésito de
se obter a constante de velocidade heterogénea padrao aparente de cada material (SILVA

et al., 2014; SPINDOLA et al., 2017):

kepr =k exp[(1—a)f(Es—E )] (6)

onde f=F/RT, F € a constante de Faraday, R é a constante dos gases e T € a temperatura.

Como pode ser visto na figura 7, as curvas de corrente adimensional da ponta de
prova versus a distancia normalizada tip-substrato variam de feedback negativo para
positivo com o aumento do potencial aplicado ao eletrodo de BDD-MWCNT/Ti como
consequéncia do aumento na constante de transferéncia eletronica heterogénea da reacao
eletroquimica sobre a superficie do eletrodo proposto.

A comparacido do comportamento das curvas de aproximag¢do obtidas para o
BDD-MWCNT/Ti as curvas obtidas para o elétrodo de diamante dopado com boro e para
o eletrodo MWCNT/CV deixaram evidente que o eletrodo BDD-MWCNT/Ti apresentou
um desvio do feedback negativo em potencias que foram intermedidrios aos observados
para o eletrodo BDD e para o eletrodo MWCNT/CV. As constantes aparentes de
velocidade obtidas foram ajustadas a equagdo (6) e os valores obtidos das constantes
aparentes de transferéncia de elétrons heterogénea para BDD-MWCNT/Ti, eletrodo BDD
e eletrodo MWCNT/CYV foram de 6,34 x 107 cms' €524 x 107 cms' e 7,75 x 1073 cm
st respectivamente.

Consequentemente, os valores da constante aparentem de transferéncia
heterogénea de elétrons (kefr) para o processo redox da sonda em uma area selecionada
do eletrodo BDD-MWCNT/Ti foram intermedidrios aos obtidos para o eletrodo BDD e
o eletrodo modificado MWCNT/CV.

O eletrodo BDD-MWCNT/Ti também foi avaliado em comparacdo com
eletrodos BDD e MWCNT/CV por impedancia eletroquimica (EIS) sob condicdes de
potencial formal em 0,1 mol L' KCI contendo 5,0 mmol L' [Fe (CN)s]*/[Fe (CN)¢]*
(Fig. 7). O circuito equivalente de Randles foi usado para modelar e comparar os dados
de impedancia, onde Rs € a resisténcia da solugdo, CPE ou Q € o elemento de fase
constante, Re € a resisténcia a transferéncia de carga e W € a impedancia de Warburg

(Fig. 6).
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Figura 6. Circuito equivalente de Randles
CIRCUITO DE RANDLES

Q
Rs

Rct W

Fonte. Préprio autor

Os diagramas de Nyquist para todos os eletrodos mostram um semicirculo no
dominio de alta frequéncia atribuido a resisténcia a transferéncia de carga na interface
eletrodo/solucd@o. O diagrama de Nyquist para o eletrodo de carbono vitreo modificado
com MWCNT (Figura 7, quadrado na cor preta) apresenta um semicirculo de pequeno
diametro indicando que esse eletrodo apresenta uma baixa resisténcia a transferéncia de
carga. Por outro lado, o eletrodo BDD (Fig 7, triangulos na cor azul) apresentou um
semicirculo de maior diametro indicando assim uma alta resisténcia a transferéncia de
carga. Por sua vez, o eletrodo BDD-MWCNT/Ti apresentou um semicirculo
intermediario aos observados para MWCNT e BDD. As resisténcias a transferéncia de
carga (Rer) estimadas para os eletrodos MWCNT/CV, BDD-MWCNT/Ti e BDD foram
20 kQ cm?, 40 kQ cm? e 70 kQ cm™, respectivamente. Esses resultados confirmam que
o eletrodo BDD-MWCNT/Ti apresenta uma resisténcia a transferéncia de elétrons entre
os valores observados para o eletrodo BDD e eletrodo MWCNT/CV como resultado do
sinergismo entre as estruturas BDD e MWCNT.
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Figura 7. Diagrama de Nyquist para eletrodo BDD-MWCNT/Ti, eletrodo de carbono
vitreo modificado com MWCNT e eletrodo BDD em solugio de KC10,1 mol L! contendo
5 mmol L' [Fe (CN)s]*".
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5.2 Oxidagdo de L-dopa e benserazida sobre plataforma baseada em BDD-
MWCNT / Ti

Embora a determinacdo simultanea de L-dopa e benserazida seja um tdpico
desafiador hoje em dia, hd apenas alguns relatos na literatura sobre a determinagdo
simultanea de L-dopa e benserazida usando sistemas eletroquimicos. Assim, com o
propdsito de avaliar a potencialidade do eletrodo compdsito ao sistema em apreco,
realizamos uma comparacdo da oxidacdo simultanea de L-dopa e benserazida sobre os
diferentes eletrodos a base de carbono.

A Figura 8 mostra voltamogramas ciclicos para oxidagdo eletroquimica de L-
dopa e benserazida sobre a superficie do eletrodo de BDD, MWCNT/CV e BDD-
MWCNT/Ti em uma solugdo de tampao de fosfato pH 7,0, registrada a uma velocidade
de varredura de 25 mV s!. Os voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo BDD-
MWCNT/Ti em uma solu¢do contendo 1 mmol L' de L-Dopa e 1 mmol L' de
benserazida em 0,1 mol L' de tampdo fosfato apresentaram dois picos de oxidagdo bem

definidos em 0,055 e 0,250 V para a benserazida e L-dopa, respectivamente.
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Por outro lado, os picos voltametricos de oxida¢dao da L-dopa e da benserazida
sobre os eletrodos de BDD e MWCNT/CV apresentaram-se em maiores potenciais
elétricos de forma que para o BDD os picos de oxidacdo para benserazida e L-dopa foram
observados em 154 e 467 mV vs Ag/AgCl e para o MWCNT/CV os picos de oxidagdao
para benserazida e L-dopa foram observados em 195 e 632 mV vs Ag/AgCl,
respectivamente.

Embora as trés plataformas tenham apresentado picos voltametricos de oxidagao
para L-dopa e benserazida em posi¢des distintas, a oxidagdo destas espécies sobre o
eletrodo BDD e sobre o carbono vitreo modificado com MWCNT ocorreram em
potenciais elevados para ambos os compostos. O principal problema associado aos
elevados valores de potencial elétrico para oxidacdo de L-dopa e benserazida reside no
fato de que um grande numero de possiveis interferentes comumente presentes em
amostras de interesse para L-dopa e benserazida pode sofrem oxidacdo em potenciais de
eletrodo superiores a 250 mV vs Ag/AgCl.

Figura 8. Voltamogramas ciclicos para eletrodo BDD-MWCNT/Ti, eletrodo
MWCNT/CV e eletrodo BDD em solugdo tampdo de fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0)
contendo 1 mmol L! de L-dopa e 1 mmol L' de benserazida.
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Fonte: Préprio autor
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Com base nos resultados, obtidos pelos estudos de voltametria ciclica (VC),
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e microscopia eletroquimica de
varredura, o eletrodo de BDD-MWCNT/Ti foi o mais apto para a oxidag¢do das espécies
de interesse em potencias mais baixos, o que estd associado ao efeito sinérgico resultante
da combinacdo do BDD com o MWCNT e, consequentemente, devido o interesse na
oxidagcdo simultanea dos analitos de interesse, o eletrodo de BDD-MWCNT/Ti foi

escolhido como plataforma para estudos posteriores.

5.3 Caracterizacdo Morfoldgica do eletrodo BDD-MWCNT/Ti

A Figura 9 (a - c) mostra imagens obtidas por microscopia eletronica de
varredura (MEV) para o eletrodo compésito BDD-MWCNT/Ti proposto. Conforme pode
ser observado, a micrografia apresentada na Figura 9 (a) deixa evidente que os nanotubos
de carbono de paredes multiplas cresceram de forma a produzir estruturas verticalmente

alinhadas como base (VAMWCNTS).
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Figura 9. Microscopia eletronica de varredura de compdsito com ampliacao diferente de
(a) 3k x para (c) ~ 100k x.

Fonte. Préprio autor
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Adicionalmente, o tratamento do material com o spray de nanodiamante
produziu um padrdo de microestrutura formado por aproximadamente 500-1500
nanotubos de carbono que se juntaram durante a eletro-pulverizacdo gerando uma
estrutura na forma couve-flor com tamanho de grio estimado entre 20 e 50 nm.

Na Figura 10 é apresentado o espectro Raman do compdsito bem como sua
deconvolugcdo como combinagdo das caracteristicas de nanodiamantes fortemente

dopadas com boro e VAMWCNT.

Figura 10. Espectros Raman do composto usando excitacdo verde (514 nm).
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Fonte. Préprio autor
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Como podemos observar o pico do diamante estd centrado em 1332 cm™ e é
menos proeminente do que as bandas D (~ 1350 cm™) e G (~ 1580 cm™) tipicas do
MWCNT. A banda “D” para os nanotubos de carbono estd relacionado com defeitos e
com o desordenamento de carbono (ZANIN et al., 2015). Também podemos observar a
banda D', tipica do MWCNT, centrada em 1606 cm’!. Para um alto teor de Boro, a
intensidade da banda centrada em ~1250 cm™! aumenta, acabando por ocultar o pico mais
fraco de 1170 cm™ e o pico do diamante. Essas observagdes sugerem que a integridade
dos nanotubos de carbono individuais ndo é afetada pelo crescimento subsequente do

BDD. Para uma explica¢do mais detalhada sobre espectros de nanodiamantes fortemente
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dopados, estdo a disposi¢do as referéncias (MAY et al., 2008; ZANIN et al., 2012) e para
mais detalhes sobre os espectros Raman do MWCNT, estd o trabalho de Zanin e

colaboradores (2015).

5.4 Otimizacao dos parametros eletroanaliticos

Estudo dos tipos de tampdes (PBS, Macllvaine, Britton-Robinson e Hepes)

Primeiramente, a influéncia do tipo de tampao sobre as respostas eletroquimicas
do eletrodo proposto para benserazida e L-dopa foram investigadas usando os tampdes
PBS, Macllvaine, Britton-Robinson (BR) e Hepes a 0,1 mol L'le pH 7,0. Com o propdsito
de avaliar a influéncia de cada tipo de tampao sobre a resposta do sistema fez-se o uso da
técnica eletroanalitica denominada de voltametria de pulso diferencial.

Conforme pode ser observado, hd uma grande variacio de resposta
eletroquimica da plataforma aos analitos em cada tampao, contudo, dentre eles o tampao
PBS foi o que apresentou melhores respostas para a determinacio simultinea em termos
de sensibilidade eletroquimica a ambos analitos. Por outro lado, os demais tampdes
também apresentaram respostas em maior ou menor intensidade para uma dos analitos
estudados, mas ndo para as duas simultaneamente (Fig. 11). Portanto, o tampao PBS foi
determinado como o melhor eletrélito a ser utilizado para os proximos estudos ja que o
mesmo promoveu melhores respostas para a determinagdo simultinea de L-dopa e

benserazida.
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Figura 11. Influéncia da solu¢do tampao na resposta voltamétrica do sensor BDD-
MWCNT/Ti para L-dopa e benserazida. Medi¢des realizadas em tampdo 0,1 mol L. A
figura inserida a Figura 11 mostra a corrente de pico para L-dopa e benserazida em relagao
a natureza do tampao.
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Fonte: Préprio autor

Efeito do pH

Ap6s a definicao do tipo de tampao, fez-se o estudo da influéncia do pH sobre a
resposta eletroquimica do eletrodo proposto para a benserazida e L-dopa usando tampao
PBS 0,1 mol L! em diferentes valores de pH. O efeito do pH na resposta do sensor para
L-dopa e benserazida foi investigado do pH 5,0 até 8,0 no intuito de avaliar a propor¢ao
de prétons em relacdo ao de elétrons. Adicionalmente, tais experimentos permitiram
encontrar o melhor pH da solucdo para a determinacdo simultinea de L-dopa e
benserazida. A Figura 12 mostra um grafico do potencial de pico (Grafico (A) da Figura
12) e a corrente de pico (Grafico (B) da Figura 12) para oxidagdo de L-dopa e benserazida
em funcdo do pH da solu¢do tampao, respectivamente.

Conforme pode ser observado na Figura 12, o potencial de pico de oxidacao de
L-dopa variou-se linearmente com o pH, obedecendo a seguinte equacdo Ep = 0.575 (+

0.028) - 0.056 (+ 0.004) pH (Fig 12 (A) pontos vermelhos) e o potencial de pico de



56

oxidag@o da benserazida varia d e acordo com o pH, obedecendo a seguinte equacido Ep
=0.522 (£ 0,042) - 0,069 (+ 0,006) pH (Fig 12 (A) quadrados pretos).

O coeficiente angular das curvas de potencial de pico para L-dopa e benserazida
com o pH foram préximas ao valor tedrico previsto para um comportamento
“Nernstiano”, de forma a indicar que a oxidacdo de L-dopa e benserazida ocorre com a
producdo de dois elétrons e dois protons por molécula de L-dopa e producdo de dois
elétrons e dois prétons por molécula de benserazida oxidada.

A corrente de pico para benserazida aumentou de pH 6,0 a 7,0 (Fig 12 (B)
quadrados pretos), o que pode ser associado ao alto valor de pKa do grupo amina das
moléculas de L (pKa de 8,87) (ENSAFI et al., 2013; SZYRWIEL et al., 2013). Portanto,
a benserazida ocorre na sua forma protonada na faixa de pH investigada, o que pode
facilitar a interacdo entre as moléculas de benserazida e a superficie dos grupos
carboxilicos do eletrodo BDD-MWCNT/Ti.

Similarmente, a corrente de pico da L-dopa aumentou de pH 5,0 até pH 7,0 (Fig
12 (B) pontos vermelhos) e depois diminuiu de pH 7,0 para pH 8,0. E provivel que a
valores de pH muito superiores ao valor de pKa de prétons fendlicos de L-dopa (pKa =
5,44) (ENSAFI et al., 2013; SZYRWIEL et al., 2013), faz com que a mesma perca
prétons e se apresente como espécies negativas de forma a dificultar sua interagdo com a
superficie do eletrodo proposto.

Assim sendo, o pH 7,0 foi escolhido para a determinag@o simultinea de L-dopa
e benserazida uma vez que neste pH foram obtidas as melhores condi¢des em termos de
corrente de pico para a determinacdo simultinea de L-dopa e benserazida com maior

sensibilidade.



543

57

Figura 12. Influéncia do pH da solu¢do tampao na resposta voltamétrica do sensor BDD-
MWCNT/Ti para L-dopa e benserazida. A Figura inserida (A) a Figura 12 mostra o efeito
do pH no potencial de pico de L-dopa e benserazida e a figura inserida (B) mostra o efeito
do pH na corrente de pico de L-dopa e benserazida.
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Efeito da concentracio

Ap6s definir o melhor tampéao e o melhor pH do tampao, teve-se a necessidade
de identificar qual seria a melhor concentragdo do tampao na determinacio simultinea
dos analitos. Para tal, preparou-se 5 (cinco) tampodes PBS pH 7,0 nas seguintes
concentragdes 0,025 mol L', 0,05 mol L', 0,1 mol L', 0,15 mol L' e 0,2 mol L.
Posteriormente as andlises da variacdo da concentragdo, observou-se que para as
concentragdes de 0,025 mol L' a 0,1 mol L! houve aumento da corrente de pico para a
benserazida e para a L-dopa enquanto que ap6s a concentracdo de 0.1 mol L' o sistema
apresentou menores valores de correntes para ambos os analitos. Deste modo definiu-se
a concentracdo 0,1 mol L' do tampdo para os experimentos subsequentes uma vez que
estd concentracido favoreceu de forma bem significativa a oxidagdo das duas espécies

como exposto na Figura 13.
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Figura 13. Influéncia da concentragdo da solu¢do tampao na resposta voltamétrica do
sensor BDD-MWCNT/Ti para L-dopa e benserazida. Medi¢des realizadas em tampao
PBS 0,1 mol L. A Figura inserida & Figura 13 mostra a corrente de pico para L-dopa e
benserazida versus a concentracdo do tampao.
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Com base nos resultados obtidos na etapa de otimizagdo da resposta
eletroquimica da plataforma proposta, ficou definido como as melhores condi¢des para a

A4 determinagdo dos analitos o tampdo PBS 0,1 mol L' (pH 7,0).

Estudo de interferentes

A seletividade do eletrodo BDD-MWCNT/Ti foi investigada avaliando a
influéncia de alguns compostos de interferéncia comuns em amostras de urina, como
acido ascorbico, dcido barbiturico, dcido félico, ureia, glicose e 4cido drico.

As espécies foram analisadas em concentracdes 10 (dez) vezes superiores a
concentracdo dos principios ativos e observou-se que as mesmas nhao apresentaram
resposta sobre o eletrodo proposto no intervalo de potencial investigado. Assim, o BDD-

MWCNT/Ti apresentou-se como uma alternativa vidvel para determinar seletivamente L-
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dopa e benserazida na presenca de varios interferentes comumente presentes em amostras

de urina.

Caracterizagdo analitica

Com o intuito de obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido, foram

realizados estudo de voltametria de pulso diferencial para oxidacdo da benserazida e L-
545 dopa em tampdo fosfato (PBS) 0,1 mol L' a pH 7,0 apés otimizacdo dos pardmetros
experimentais (Fig 14). Em condi¢Ges otimizadas, o sensor proposto apresentou uma
faixa de resposta linear de 40 a 400 umol L™ para a L-dopa e de 10 a 99 umol L'! para a

benserazida (Fig 14 A e B), que pode ser expressa de acordo com a seguinte equagao:

I/uA =5.632 (£2.241) + 0.598 (+0.026) [Bzd/ umol L'!] para a bzd; (7)

I/uA =7.236 (£0.478) + 0.100 (£0.002) [L-dopa / umol L''] para a L-dopa. (8)
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Figura 14. Voltamogramas de pulso diferencial para solu¢des de L-dopa e benserazida
obtidas em condi¢des otimizadas. A relagc@o entre as concentragdes médximas de corrente
e farmaco € mostrada na insercdo (A) e insercdo (B) para benserazida e L-dopa,
respectivamente.
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A precisdao do eletrodo BDD-MWCNT/T1 para a determinagdo de L-dopa e
benserazida foi avaliada a partir de estudos de repeti¢do intra-dia e inter-dia. A qual se
obteve um desvio padrio relativo (DPR) para 10 (dez) determina¢des de 50 pmol de L
L -dopa e benserazida realizadas no mesmo dia de trabalho foram de 4,9% e 3,5%,
aproximadamente. Por outro lado, a reprodutibilidade inter-dia do eletrodo
BDDMWCNT/Ti para determinacdo de L-dopa e benserazida foi avaliada comparando a
resposta analitica do sensor para 10 determina¢des de 50 pmol de L' L-dopa e
benserazida. Os DPR do eletrodo BDD-MWCNT/Ti para determinag¢do de L-dopa e
benserazida medidos em 10 (dez) diferentes dias foram 7,3% e 5,1%, indicando que a
plataforma proposta apresenta alta precisdo em termos de repetibilidade e
reprodutibilidade.

Os limites de detec¢ao (LD) para as duas espécies foram determinados como
sendo 18 umol L' e 1 umol L™ para a L-dopa e a benserazida, respectivamente. O cdlculo

do limite de detecgdo foi realizado mediante o emprego da expressdao 30/S (coeficiente
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angular), em que o é o desvio padrao do valor médio para 10 voltamogramas do branco,
determinado de acordo com as recomendacdes da [UPAC (DE CASSIA SILVA LUZ et
al., 2006). Estes resultados demonstram que o eletrodo de BDD-MWCNT/Ti exibiu
excelente detectabilidade para a determinagao da benserazida e L-dopa.

Quando comparados os resultados obtidos neste trabalho aos trabalhos existente
na literatura para a determinacao simultanea dos dois compostos, notou-se que o eletrodo
proposto para tal finalidade apresentou resposta satisfatéria quando comparada a alguns
trabalhos reportados previamente (Tabela 3).

Entretanto, ao fazermos uma comparagdo das condi¢des operacionais dos
sistemas em cada trabalho citado na tabela 3 com o nosso trabalha, observou-se que os
trabalhos de Ensafi e colaboradores (2010) e do Demircigil e colaboradores (2011)
apresentaram seus potencias de oxidagdo muito proximo de modo que, para a
determinac¢do simultanea poderd ocorre uma sobre posi¢io de potencial, enquanto que, o
nosso trabalho apresentou potenciais de oxida¢do bem distintos para os dois analitos
(0,055 e 0,250V para benserazida e L-dopa respectivamente). J4 para os trabalhos da
Naushad e colaboradores (2013) e Alexandra Rabinca e colaboradores (2017), observou-
se que em ambos os trabalho sé possivel fazer essa determinacdo em potenciais mais
elevados em comparag@o com o nosso estudo que oxida os analitos em potenciais mais
baixo. Ao comparamos o nosso estudo com o estudo do Zapata-Urzia e colaboradores
(2010) notou-se que a determinagdo dos dois analitos so foi possivel mediante as
calibracOes multivariada dos seu sitema enquanto que 0 nosso sistema ndo nessesita deste
tipo de abordagem. E por fim, o trabalho do Kuyumcu Savan e Erdoadu (2017) apresentou
limetes de dect¢do mais elevados em comparagdo ao nosso trabalho (Tabela 3), além de
também apresentar um alto potencial de oxidag¢do de aproximadamente 0,15 € 0,3 V para

a referida determinacao.
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Tabela 3. Comparacido dos limites de deteccao (LD) obtidos pelo BDD-MWCNT / Ti
proposto com outros eletrodos relatados na literatura para a determina¢@o simultaneo de

L-dopa e Bzd.
Condicoes Bzd pmol L-dopa
trod Ref.
Eletrodo otimizadas L1 umol L1 ¢
Multi-Walled carbon nanotube sensor | Tampio PBS 15 10.3 (Kuyumcu Savan
with poly (3-methylthiophene) pH 7,0 ’ ’ e Erdoadu, 2017)
Tampao B-R (Demircigil et
2 2,52
GCE pH 5.0 99 ’ al.,2011)
lugdo d
GCE applying multivariate 50 }lgao © (Zapata-Urzua et
. . acido 2,77 5,12
calibrations L. al., 2010)
perclorico
. . ] Solugdo em (Ensafi et al.,
CPE modified with chloranil pH 10 0,95 0,65 2010)
GCE modified with poly (4-(2- Tampao PBS ) 6 (Naushad et al.,
pyeidylazo)-resorcinol) pH 5,2 2013)
5 (Alexandra
] Tampao B-R .
SPCE electro-chemically pretreated 2,6 0,47 Rabinca et al.,
pH 2.21.
2017)
Tampio PB
BDD-MWCNT/Ti ar;‘i’la;’ 0 S 1 18 Este trabalho

5.5 Aplicacdo do BDD-MWCNT/T1 em amostras bioldgicas e testes de

recuperacao

Para avaliar o desempenho do eletrodo proposto para determinagdo de L-dopa e

benserazida em amostras de urina, a andlise direta de L.-dopa e benserazida em amostras

de urina humana foi investigada (Tabela 4). As percentagens da recuperacdo foram

calculadas comparando a concentracdo obtida das amostras com concentragdes reais e

adicionadas. O método de adic@o padrao foi utilizado para testar a recuperagao.
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Com o intuito de avaliar a aplicabilidade do método para a andlise real da
amostra, o conteido de L-dopa e benserazida foi determinado em amostras de urina
usando o método de adic@o padrdo e os testes de recuperacdo. A recuperacdo do analito
nas amostras variou entre 95% e 105%, indicando que o sensor proposto ¢é efetivo e pode
ser aplicado para deteccao de L-Dopa e benserazida em amostras reais. Pode-se observar
claramente que nio ha influéncia das matrizes no sensor desenvolvido para as amostras

avaliadas.

Tabela 4. Adicdo e recuperacao de L-Dopa e Benserazida em amostras de urina (n = 3).

Samples | [L-Dopa] added/(umol L) fOlIIEfiJ/-(ll)l(l)III):l]L'l) Recovery/(%)
0 - _
>0 52 104
A 100 08 98
200 206 103
300 312 104
Samples [Benserazid;:l]_ladded/ (umol [Benserazide] Recovery/(%)
) found/(umol L)
0 - -
50 48 26
A 100 102 102
200 196 08
300 310 103
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho demostra que o eletrodo de BDD-MWCNT/Ti é uma
plataforma vidvel para a determinacdo simultdnea de benserazida e L-dopa sem o
necessario uso de ferramentas adicionais como etapas de separa¢do ou tratamento
matematico. A comparacao do eletrodo proposto aos eletrodos de MWCNT/CV e ao
eletro de BDD deixou evidente que 0 BDD-MWCNT/Ti apresentou melhor capacidade
de oxidacdo das moléculas de interesse de forma a reduzir o potencial necessario para a
oxidagao da L-dopa e benserazida.

Sob condi¢des otimizadas (Solugdo tampdo fosfato pH 7,0 0,1 mol L), a
plataforma proposta apresentou uma faixa de resposta linear de 40 a 400 umol L™! para a
L-dopa e de 10 a 99 umol L'! para a benserazida.

A precisdo do eletrodo BDD-MWCNT/Ti para a determinacdo de L-dopa e
benserazida, avaliada a partir de estudos de repeti¢ao intra-dia e inter-dia, resultou em um
desvio padrao relativo (DPR) para 10 (dez) determinacdes L-dopa e benserazida
realizadas no mesmo dia de trabalho foram de 4,9% e 3,5%. A reprodutibilidade inter-dia
do eletrodo BDDMWCNT/Ti para determinacdo de L.-dopa e benserazida, avaliadas em
termos de DPR, foram 7,3% e 5,1%, indicando que a plataforma proposta apresenta alta
precisdo em termos de repetibilidade e reprodutibilidade.

Os limites de detec¢ao (LD) para as duas espécies foram determinados como
sendo 18 pumol L' e 1 umol L'! para a L-dopa e a benserazida, respectivamente tal que
estes resultados demonstram que o eletrodo de BDD-MWCNT/Ti exibiu excelente
detectabilidade para a determinacdo da benserazida e L-dopa. A comparacdo da
plataforma proposta a outros trabalhos existente na literatura para a determinagdo
simultanea dos dois compostos deixou evidente que o eletrodo proposto para tal
finalidade apresentou resposta satisfatoria.

Por fim, a aplicagdo da plataforma proposta para determinacdo de L-dopa e
benserazida em amostras de urina bem como os estudos de adi¢do e recuperagdao do
analito nas amostras indicou que o sensor proposto é efetivo e pode ser aplicado para

deteccao de L-Dopa e benserazida em amostras reais.
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