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RESUMO

Este trabalho apresenta a investigagdo de eletrodos modificados para a determinagdo
eletroquimica de clorexidina, substancia ativa em anti-sépticos comumente usado. Para tal, o
eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNT) de diferentes tamanhos e com alumina foram escolhidos e os resultados
comparados com eletrodo ndo modificado. A voltametria ciclica foi empregada para
investigacao inicial dos processos eletroquimicos e verificou-se que os eletrodos modificados
de forma geral aumentam o sinal de corrente do processo de oxidacdo da clorexidina. A
deteccdo amperométrica foi acoplada ao sistema de andlise por injecdo em batelada (BIA)
para avaliagdo da determinagdo amperométrica da clorexidina. Observou-se que os eletrodos
modificados reduziram os efeitos de adsor¢ao do analito, ampliaram a faixa linear de trabalho
e diminuiram os limites de deteccdo em relagdo ao eletrodo limpo. De forma geral, os
resultados mais satisfatorios em relagdao as caracteristicas analiticas do método foram obtidos
com o eletrodo modificado com MWCNT de menor tamanho e nao funcionalizados, porém,
os resultados com o eletrodo modificado com alumina, material de baixo custo pouco usado

para este fim, também foram satisfatorios.

Palavras-chave: Clorexidina, eletrodo de carbono vitreo, nanotubos de carbono, voltametria,

amperometria, analise por inje¢do em batelada.



ABSTRACT

This work presents the investigation of modified electrodes for the electrochemical
determination of chlorhexidine, an active substance in commonly used antiseptics. For this,
the modified carbon glassy electrode modified with multi-walled carbon nanotubes
(MWCNT) of different sizes and with alumina were chosen and the results compared with
unmodified electrode. Cyclic voltammetry was used for initial investigation of the
electrochemical processes and it was found that modified electrodes, in general, increase the
current signal of the oxidation process of chlorhexidine. The amperometric detection was
coupled to the batch injection system (BIA) to evaluate the amperometric determination of
chlorhexidine. It was observed that the modified electrodes reduce the adsorption effects of
the analyte, extended the linear range, and decrease detection limits in relation to the clean
electrode. In general, the most satisfactory results regarding the analytical characteristics of
the method were obtained with the modified MWCNT electrode of smaller size and not
functionalized; however, the results with the electrode modified with alumina, a low-cost

material not commonly used for this purpose, were also satisfactory.

Keywords: Chlorhexidine, vitreous carbon electrode, carbon nanotubes, voltammetry,

amperometry, batch injection analysis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Formula estrutural da clorexidina ...........cccccoeviiiiiiiiiniiieiiece e 13

Figura 2 - Aplicacdo do potencial para voltametria ciclica. .........ccceeeviiiiniiiiniiiniciieeeee 14

Figura 3 - (A) Perturbagdo aplicada e (B) resposta de corrente para um experimento de

degrau Gnico de POLENCIAL ..........iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e 15

Figura 4 - Diagrama esquematico de uma célula BIA com os trés eletrodos. ...........ccoceeeeee. 16

Figura 5 - Etapas de operacdo de um sistema BIA com deteccdo amperométrica antes e apos
a injecdo do analito: (A) Antes da injecao; (B) Transporte; (C) Fim da injecao; (D) Dispersao
€ (E) EqQUIlIbrio fInal. .......ccooiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e nees 17

Figura 6 - Representacdo: (A) SWCNT e (B) MWOCNT. ....ooooiiiiieee e, 19

Figura 7 - (A) Imagem da célula BIA com os trés eletrodos e (B) Pipeta eletronica

posicionada na célula BIA conforme foi utilizada para as medidas eletroquimicas. ............... 25

Figura 8 - Voltamogramas ciclicos obtidos através da adi¢io de 1,0 mmol L' de CHX;
Eletrolito suporte: 0,1 mol L' de HCLO4; Faixa de potencial: 0 a 1,5 V; Velocidade de

VAITEAUTAE 50 1MV ST L oo e e e e e e e e e e e e e e e eee e e e e e 27

Figura 9 - Voltamogramas ciclicos obtidos através da adi¢do de 1,0 mmol L' de CHX;
Eletrolito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4; Faixa de potencial: 0 a 1,5 V; Velocidade de

VAITEAUTA 50 IV ST L oot e et e et e e e e et e e 28

Figura 10 - Voltamogramas ciclicos obtidos através da adi¢do de 1,0 mmol L' de CHX;
Eletrolito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4; Faixa de potencial: 0 a 1,5 V; Velocidade de

VAITEAUTA 50 IV ST L oot e et e e e e e et e e e e e eee e 29

Figura 11 - Voltamogramas hidrodindmicos obtidos variando o potencial de 0,5 a 1,53 V,

para inje¢des de solugdo de CHX 50 pmol L (n=3); Eletrélito suporte: 0,1 mol L' de



HCIO4; Volume injetado: 100 uL e velocidade de inje¢do 277 uL s (A) m GCE Limpo ¢ o
GCE/Alumina; (B) m GCE/LD-MWCNT funcionalizado ¢ e GCE/LD-MWCNT nao
funcionalizado; (C) m GCE/SD-MWCNT funcionalizado e e GCE/SD-MWCNT nao

TUNCIONALIZAAO. e e et e e e e e e e e et e e e e e are e e e e aeeeeraaaaaaes 30

Figura 12 - Estudo da velocidade de injecdo através do sistema BIA (16,5 a 370 pL s™') para
inje¢des de solugdo de CHX 50 pmol L (n=3); Eletrdlito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4;
Volume injetado: 100 pL (A) m GCE/Alumina e ® GCE Limpo; Potencial aplicado: 1,43 V
(B) m GCE/LD-MWCNT funcionalizado ¢ e GCE/LD-MWCNT ndo funcionalizado;
Potencial aplicado: 1,43 V; (C) m GCE/SD-MWCNT funcionalizado ¢ ® GCE/SD-MWCNT

nao funcionalizado; Potencial aplicado: 1,40 V. ..o 31

Figura 13 - Estudo do volume de injecao através do sistema BIA (10 a 200 pL) para inje¢des
de solugdo de CHX 50 umol L' (n=3); Eletrélito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4; Velocidade
de injecdo: 277 uL s (A) m GCE/Alumina e e GCE Limpo; Potencial aplicado: 1,43 V (B)
m GCE/LD-MWCNT funcionalizado ¢ e GCE/LD-MWCNT ndo funcionalizado; Potencial
aplicado: 1,43 V; (C) m GCE/SD-MWCNT funcionalizado e¢ e GCE/SD-MWCNT nao
funcionalizado; Potencial aplicado: 1,40 V. ... 33

Figura 14 - Estudo da repetibilidade para inje¢des de uma solucdo contendo 50 pmol L™! de
CHX; Volume injetado: 70 uL; Velocidade 277uL s™!; Potencial aplicado: 1,43 V; Eletrolito
0,1 mol L' de HCIOa4. (A) GCE / Alumina e (B) GCE Limpo. ........cccccevvevevenennnne. 34

suporte:

Figura 15 - Estudo da repetibilidade para inje¢des de uma solugdo contendo 50 umol L' de
CHX; Volume injetado: 100 uL; Velocidade: 277 upL s'; Potencial aplicado: 1,43 V;
Eletrélito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4. (A) GCE/LD-MWCNT funcionalizado e (B)
GCE/LD-MWCNT ndo funcionalizado. ..........cccoceeimiiiiiiiiiiniieiniieenieeeeieceeee e 35

Figura 16 - Estudo da repetibilidade para inje¢des de uma solugdo contendo 50 pmol L' de
CHX; Volume injetado:100 puL; Velocidade 277uL s!; Potencial aplicado: 1,40 V; Eletrélito
suporte: 0,1 mol L' de HCIOs. (A) GCE/SD-MWCNT funcionalizado e (B) GCE/SD-
MWCNT nao funcionalizado. ........ccoccueiiiiiiiiiiiiii e 35



Figura 17 - (A) Estudo da faixa Linear em GCE Limpo para inje¢des em triplicata de CHX
nas concentragdes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50 e 75 umol L', (B) Curva de calibragdo da CHX
de 0,3- 25 pmol L. Eletrdlito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4; Velocidade de injecdo: 277uL
s'; Volume de inje¢do: 70 puL; Potencial aplicado: 1,43 V. ...ocoooveviieieieeeeeeeeeeeeeeeeene, 36

Figura 18 - (A) Estudo da faixa Linear em GCE/Alumina para injecdes em triplicata de CHX
nas concentragdes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250 e 350 pmol L. (B) Curva de
calibragio da CHX de 0,3-100 umol L. Eletrélito suporte: 0,1 mol L' de HCLOs4;
Velocidade de inje¢do: 277uL s'; Volume de inje¢do: 70 uL; Potencial aplicado: 1,43 V. .... 37

Figura 19 - (A) Estudo da faixa Linear em GCE/LD-MWCNT funcionalizado para inje¢des
em triplicata de CHX nas concentragoes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250, 350 e 500
pmol L1, (B) Curva de calibragio da CHX de 0,3-50 pmol L. Eletrolito suporte: 0,1 mol L™!
de HCLO4; Velocidade de injegdo: 277uL s™!'; Volume de injegdo: 100 pL; Potencial aplicado:
L3 Vet et e et e e e tt e e et e e e nteeenaee e naeeennbeeeennes 37

Figura 20 - (A) Estudo da faixa Linear em GCE/LD-MWCNT nao funcionalizado para
injecdes em triplicata de CHX nas concentragoes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250,
350 e 500 umol L'.(B) Curva de calibragio da CHX de 0,3-50 umol L. Eletrélito suporte:
0,1 mol L' de HCLO4; Velocidade de injegdo: 277uL s'; Volume de inje¢do: 100 pL;
Potencial aplicado: 1,43 V.

Figura 21 - (A) Estudo da faixa linear em GCE/SD-MWCNT funcionalizado para inje¢des
em triplicata de CHX nas concentragoes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250, 350 ¢ 500
umol L. (B) Curva de calibragio da CHX de 0,3 - 250 pmol L. Eletrélito suporte: 0,1 mol
L' de HCLOs; Velocidade de injegdo: 277ul s'; Volume de injegdo: 100 pL; Potencial
aplicado: 1,40 V.

Figura 22 - (A) Estudo da faixa Linear em GCE/SD-MWCNT ndo funcionalizado para
injegoes em triplicata de CHX nas concentracdes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 75,100, 250,
350, 500, 700, 900 e 1000 umol L. (B) Curva de calibragio da CHX de 0,3-350 umol L.
Eletrolito suporte: 0,1 mol L' de HCLOs; Velocidade de injegdo: 277uL s'; Volume de
injecdo: 100 pL; Potencial aplicado: 1,40 V. ....oooiiiiiiiiiiiiieeee e 39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Reagentes utilizados no trabalho e empresas onde foram adquiridos. ................... 23

Tabela 2 - Caracteristicas referentes a analise das faixas lineares para a CHX no sistema BIA,

obtidos N0 GCE e suas modifiCaCOCS. ......cc.vvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 40



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BIA — “ Batch-Injection Analysis” — Analise por injecdo em batelada

CHX - Clorexidina

CNT - Nanotubos de carbono

DMF — Dimetilformamida

EQM - Eletrodo quimicamente modificado

GCE - Eletrodo de carbono vitreo

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

LD — Limite de detec¢ao

LD-MWCNT - Nanotubos de carbono de paredes multiplas — maior didmetro
LQ - Limite de quantificagdo

MWCNT - Nanotubos de carbono de paredes multiplas

SD-MWCNT - Nanotubos de carbono de paredes multiplas — menor didmetro
SWCNT — Nanotubos de carbono de paredes simples



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt ettt 12
L1 ANalito @StUAAAO ..ooueeieiiieiiie e e 12
1.2 Técnicas eletroanalitiCas ..........cooueerruieeriiiieiiiie et 13
1.2.1  Voltametria cICHICA .....eoiiuiiiiiiieiiiie e e 14
1.2.2 AMPETOMEIIIA  .eeeeieeeeiiiiiiiiieeeeeeeiiiiiteeeeeeeeessetbteeeeeeeseaassnsssseeeeeeeeessnssssnreaaeseessnnnnes 15
1.3 Anadlise por Injecdo em Batelada ...........cccoeiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 16
1.4 Eletrodos quimicamente mOdificados ..........ceeevviiiiiiiiiieeiiiiiiiiieeee e 18
1.4.1 Eletrodo de carbono VIEIO ..........ceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 18
1.4.2 Nanotubos de CarbONO ........ccooiuiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
1.4.2.1 Funcionalizagdo dos nanotubos de carbono ...............ccceevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeees 20
L.4.3  ATUINING oottt e et e e et e e e et e e e e aaaaeee s 20
2 OBUIETIVO ..ottt et e et e e sttt e et e e et e e e eeennneeeenees 22
3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL .....ccoooiiiiiiiiiiiiee e 23
3.1 Reagentes € SOIUGOECS ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieieee ettt e e e e e et e e e e e e e e esnabaeeaeeeeeeeeennnens 23
3.2 Preparag@0o dos €letrOdOS ......iiiiiieeiiiiiiiiiiee et e e e e e e a e e e e e e e nnees 24
3.2.1 Modificag@o cOmM MWONT .....oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt aaaesaaaaaaaaes 24
3.2.2 Modificag@o cOm alUMING ..........oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaaeeeseasasaaeaesesaaaaanes 24
3.3 INSLTUMENEACAOD evvvruieieieiiiiiiiiiieeeeeee ettt eeeeeeeeeeeeaatttaaeeeeeasssssaaaaaaeeaeeesessssanaaaeeesssssrrnnnns 24
3.4 Analise CletrOQUIMICA .......uvvviiieieeeiiiiiiiiiee e e e e eeeciie e e e e e e e e seitaaeeeeeeeeeessnnnnaeeaeaeeeeensnnnns 26
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ......ocoooiviiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
4.1 Voltamogramas ciclicos comparativos da CHX ..........cccooiiiiiiiiiniiiiiiiicieceecee 27

4.2 Estudo hidrodindmico comparativo para GCE modificado com MWCNT e Alumina ... 29

4.3 Estudo da velocidade e volume de InJECAO ........eeveiriiiiiieiiiiiiieeeiiee e 31
4.4 RepetiDIlIdAdE ......cooiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e et aeeaeeeeeanens 34
4.5 LIN@AriAAdE .....coouiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 36
5 CONCLUSAO ......oocoomiiiiiiiiiieceecei e 42

6 REFERENCIAS ...oooooooeoeoeeeeoeeeeoee e e e e s e e e r e, 43



12

1. INTRODUCAO

Ha alguns anos, ocorreu um avanco na descoberta, sintese e analise de compostos
farmacéuticos utilizados para diagnostico, prevencao e tratamento de doengas. Analises que
requerem pequenas quantidades de amostras sdo frequentemente solicitadas e os métodos de
determinagdo devem ter baixos limites de detecgdo. Assim, as técnicas eletroanaliticas podem
resolver facilmente muitos problemas de interesse farmacéutico, pois sdo técnicas poderosas e
versateis, oferecendo andlises rapidas, alta sensibilidade, exatiddo e precisdo, uma ampla faixa
linear, através de instrumentacgao de custo relativamente baixo (USLU; OZKAN, 2011).

Analises por injecdo em batelada (BIA) tém sido bastante utilizadas pois permitem o
acoplamento a detectores voltamétricos e amperométricos (BRETT, C; BRETT, A;
MITOSERIU, 1994). A voltametria consiste na variacdo de um potencial de forma constante
com uma variagdo de tempo no eletrodo de trabalho, resultando em reagdes de oxidacao ou
redugdo de espécies eletroativas presentes em solucdo, enquanto que um detector
amperométrico mede a corrente com um potencial fixo aplicado (BRETT, C; BRETT, A,
1993). No celetrodo de trabalho ¢ que ocorre as reagdes de interesse. Nas técnicas
voltamétricas, eletrodos solidos ou de mercurio sdo utilizados como eletrodo de trabalho, mas
os materiais que compde os eletrodos sdlidos sao mecanicamente estaveis e fornecem uma
ampla faixa na regido anodica. A modificagdo desses eletrodos solidos tornou-se muito
comum e com uma vasta aplicacdo no controle de qualidade nas industrias de alimentos, na

determinacgdo de farmacos e no monitoramento ambiental (USLU; OZKAN, 2011).

1.1 Analito estudado

A clorexidina (CHX) 1,1-bis hexametileno (5-p-Clorofenilbiguanida) (Figura 1) ¢ uma
bisguanida constituida por duas cadeias de cloroguanida ligadas a uma cadeia de
hexametileno. A CHX ¢ uma base forte e insolivel em agua, porém na presenca de acido
gluconico ou acético formam sais de digluconato ou diacetato soliveis em agua (LIM; KAM,
2008). A CHX e seus sais possuem acdo antisséptica e sdo utilizados em produtos como
solugcdes para lentes de contato, enxaguante bucal, cremes dentais, desinfetantes de pele

(LIMA et al., 2014).
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Figura 1 - Férmula estrutural da clorexidina.

H H H H H H
cl N—C—N—C—N—CgH;;~N—C—N—C—N cl

Fonte: Zong e Kirsch (2012).

A CHX também ¢ utilizada em tratamento odontolégico como gengivite e
periodontite, prevencdo de caries e no tratamento endodontico, sendo eficaz contra bactérias
Gram-positivas ¢ Gram-negativas, fungos e virus (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ,
2015).

Um estudo mostrou que a CHX sofre degradacao hidrolitica e o seu principal produto
de degradacdao ¢ a 4-cloroanilina, que ¢ hematotdxico e carcinogénico (ZONG; KIRSCH,
2012). Portanto, € de extrema importancia o controle analitico da CHX, principalmente em
solu¢des de enxague bucal para indicar se os processos de degradacgdo tiveram inicio através
do consumo da CHX (LIMA et al., 2014).

As técnicas eletroanaliticas para a determinagao da CHX sdo bastante vantajosas frente
a outros métodos analiticos como cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés HPLC)
(HAVLiKOVA et al., 2007; BELOW; LEHAN; KRAMER, 2004), eletroforese capilar
(ABAD-VILLAR et al., 2006) e espectrofotometria (ABDELRAHMAN et al., 2016), pois
alguns desses métodos exigem equipamentos e reagentes de alto custo, requerem bastante
tempo e muitas vezes necessitam de etapa de derivatizacao pré ou pds coluna. Os métodos
eletroanaliticos fornecem uma resposta mais rapida e algumas vezes com melhor sensibilidade

do que os métodos usando HPLC (STEFANO et al., 2012).
1.2 Técnicas eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas fornecem limites de detec¢do baixos e uma grande
quantidade de informacgdes Uteis para identificar e descrever determinados sistemas. Essas
informagdes incluem a estequiometria e a velocidade de transferéncia de carga, a velocidade
de transferéncia de massa, a extensio de adsorcdo e quimissor¢do e as velocidades e
constantes de equilibrio de reacdes quimicas (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

As vantagens das técnicas eletroanaliticas comparadas a outras técnicas sdo que as

medidas eletroquimicas sdo frequentemente especificas para um estado de oxidacdo particular
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de um elemento. Além disso, possui instrumentacao simples e de baixo custo, sendo possivel
a analise diretamente na amostra sem necessidade de pré-tratamento ou separacdo, o que ¢

analiticamente favoravel (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; GALLI et al., 2006).

1.2.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica ¢ uma das técnicas utilizadas nesse trabalho, para que se possa
obter informagdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. E uma técnica eficiente e
dificilmente utilizada para determinacdes quantitativas, mas bastante empregada para fornecer
informagdes sobre a termodinamica de processos redox, da cinética de reagdes heterogéneas
de transferéncia de elétrons e sobre reacdes quimicas acopladas a processos adsortivos
(PACHECO et al., 2013; KOUNAVES, 1997).

Na voltametria ciclica, a varredura de potencial ¢ feita em uma direcao e depois na
outra enquanto a corrente ¢ medida, podendo empregar um ciclo inteiro, parcial ou varios
ciclos (SKOOG et al., 2008). Quando o potencial elétrico € aplicado no eletrodo de trabalho,
forma uma onda triangular representado na Figura 2. A medida que o potencial aumenta em
regides mais negativas (catodica), a corrente diminui e ocorre a reducdo do composto,
formando um pico de corrente proporcional a concentracdo desse composto. Quando o
potencial atinge um valor em que nao ha reagdo de reducao, o potencial ¢ varrido na direcao
inversa e o produto préximo ao eletrodo ¢ oxidado, dando origem a um pico equivalente a
regido anodica (HARRIS, 2008; PACHECO et al., 2013). O grafico da corrente em fungao do
potencial ¢ denominado voltamograma (HARRIS, 2008).

Figura 2- Aplicagdo do potencial para voltametria ciclica.

E (V)
E,

tempo

Fonte: Pacheco et al. (2013).
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1.2.2 Amperometria

A amperometria € uma técnica na qual ocorre a medida da corrente sob a aplica¢do de
um potencial constante. Nessa técnica, a corrente medida € proporcional concentracdo do
analito (SKOOG et al., 2008; HARRIS, 2008). A amperometria consiste na aplicacdo de um
unico degrau de potencial, como pode ser visto na Figura 3-A, originando uma corrente que

rapidamente decai com o tempo (Figura 3-B) (QUINTINO, 2003).

Figura 3 - (A) Perturbagdo aplicada e (B) resposta de corrente para um experimento de

degrau tnico de potencial.

(A) (B)

F
A
v

m

Potencial
Corrente

m

Tempo Tempo
Fonte: Quintino (2003).

A amperometria ¢ uma técnica quantitativa, fornece excelentes limites de deteccao,
boa faixa linear e boa reprodutibilidade sob condigdes controladas (HANSON; PAPPAS;
HOLLAND, 2005). A amperometria, também pode ser utilizada em eletroandlise e suas
aplicacdes envolve titulagdes amperométricas, sensores amperométricos ¢ medi¢des em fluxo.
Essa técnica se torna mais atrativa em eletroanalitica quando associada a métodos de analise

com alta velocidade, como o sistema BIA (QUINTINO, 2003).
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1.3 Analise por Injecio em Batelada (BIA)

Na quimica analitica, o desenvolvimento de sistemas automatizados, rapidos e
precisos tem se tornado essencial. Uma alternativa para a realizagdo de analises rapidas
associadas a deteccdo amperométrica ¢ o sistema BIA, técnica introduzida por Wang e Taha

em, 1991 (QUINTINO; ANGNES, 2004).

Figura 4 - Diagrama esquematico de uma célula BIA com os trés eletrodos.

Ponteira da
micropipeta

ER (Ag/AgCl) EA (P1)

Polietileno

Vidro

Eletrodo
— meodificado

Polietileno

Fonte: Adaptada de Silva et al. (2012).

Esta técnica, consiste na inser¢do de uma aliquota de amostra que ¢ injetada na célula,
através de uma micropipeta diretamente na superficie do eletrodo de trabalho, imerso em um
grande volume de eletrolito suporte. O eletrodo registra uma resposta em forma de pico
transiente, que ¢ correspondente ao processo redox que ocorre durante a passagem da amostra
pela superficie. Logo em seguida, hd uma queda de sinal até a linha base e a magnitude da
resposta reflete a concentracdo do analito injetado (WANG; TAHA, 1991; QUINTINO;
ANGNES, 2004).

Na figura 5 sdo apresentadas as etapas para a aquisicdo do sinal amperométrico apos

injecdo no sistema BIA.
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Figura S - Etapas de operagdo de um sistema BIA com deteccdo amperométrica antes e apds
a injecdo do analito: (A) Antes da inje¢do; (B) Transporte; (C) Fim da injecdo; (D) Dispersdo
e (E) Equilibrio final.

|
A B c D E
c
B
D

Fonte: Quintino e Angnes (2004).

Pela Figura 5, observa-se que antes da inje¢ao (Figura 5-A), ha uma corrente constante
referente ao eletrolito suporte. Nessa etapa, ndo ha transferéncia de elétrons na interface
eletrodo/solucao. Quando a amostra ¢ injetada (Figura 5-B), ocorre um aumento acentuado da
corrente, devido ao processo redox do analito que esta sendo transportado até a superficie do
eletrodo. No final da injecao (Figura 5-C), a corrente atinge um valor maximo e ap6s o fim da
inje¢do (Figura 5-D), tem-se uma queda repentina na corrente, resultante da mudanga do
transporte mecanico gerado pela micropipeta, para o transporte de massa por difusdo. Nesta
etapa, o analito comeca a ser diluido pelo eletrolito suporte através do processo de difusdo, até
que as condigdes iniciais do equilibrio existente sejam restabelecidas (Figura 5-E) (MONTES,
2015).

A técnica BIA, apresenta caracteristicas como: andlises rapidas, sensibilidade,

reprodutibilidade e simplicidade (WANG; TAHA, 1991).
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1.4 Eletrodos quimicamente modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM), foi introduzido na década de 70
(MOSES; WIER; MURRAY, 1975), para denominar eletrodos com espécies quimicamente
ativas convenientemente imobilizadas na superficie desses dispositivos, que tem como
objetivo principal pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica na interface
eletrodo/solucdo. Na quimica analitica, a grande parte das aplicacdes envolve técnicas
voltamétricas ou amperométricas (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

As caracteristicas mais importantes para o desenvolvimento de sensores sdo:
sensibilidade, seletividade, estabilidade, precisdo, facilidade de uso, baixo custo, fornecer
resposta rapida e robustez. O desenvolvimento de variados sensores ¢ devido a crescente
demanda nas areas da medicina, industrial e ambiental (NASCIMENTO; ANGNES, 1998).

No preparo de um EQM ¢ muito importante a escolha do material para o eletrodo base,
sendo que este material deve apresentar caracteristicas eletroquimicas adequadas e ser
apropriado para o método de imobilizagdo desejado. Entre os materiais convencionais mais
empregados, podemos citar: ouro, platina, carbono vitreo, mercurio, fibras de carbono e pasta
de carbono (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

Os métodos mais utilizados para a introdugdo de um agente modificador sobre o
eletrodo base, destacam-se: adsor¢ado irreversivel direta, ligagao covalente a sitios especificos
da superficie do eletrodo, recobrimento com filmes poliméricos ou materiais compdsitos.
Devido a simplicidade e eficiéncia, a técnica de adsor¢do ¢ muito empregada, porém a
desvantagem esta em produzir EQMs com no maximo uma monocamada do modificador

imobilizado limitando a faixa de resposta linear (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

1.4.1 Eletrodo de carbono vitreo

Nos estudos eletroanaliticos, uma boa detec¢do depende das caracteristicas materiais,
como as propriedades quimicas e fisicas das superficies dos eletrodos, os efeitos do potencial
aplicado, adsor¢do e os revestimentos aplicados a superficie do eletrodo. Os eletrodos de
carbono, possuem uma estabilidade a longo prazo e uma faixa de potencial mais ampla se
comparados com eletrodos metalicos, podendo ser usados de forma satisfatoria na
determinacdo de compostos farmacéuticos (USLU; OZKAN, 2007).

O eletrodo de carbono vitreo (GCE) ¢ comumente empregado devido suas

propriedades mecanicas e elétricas excelentes, ampla faixa de potencial, quimicamente inerte,
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pode ser facilmente polido, compativel com a maioria dos eletrolitos e solugdes, e possui
desempenho relativamente reprodutivel (USLU; OZKAN, 2007).

Para um melhor desempenho analitico, deve-se renovar e ativar a superficie do GCE
frequentemente durante o uso. Essa renovagdo pode ser realizada através do polimento da
superficie com um material abrasivo, como alumina ou 6xido de silicio, para minimizar fontes

de contaminagdo (FAGAN; HU; KUWANA, 1985).

1.4.2 Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono (CNTs) descobertos por Ijima (1991), sdo destacados como
um importante nanomaterial para a geracdo de sensores e biossensores eletroquimicos. Os
CNTs possuem elevada condutividade, resisténcia mecanica e estabilidade quimica
(MONTES, 2015).

Grande parte das propriedades fisicas dos CNTs ¢ derivada do grafeno. Os CNTs sdo
formados por atomos de carbono arranjados em forma hexagonal com hibridizacdo sp?,
organizados em formatos cilindricos de diametro na ordem de nandmetro € comprimento na
ordem de micrometro (EATEMADI et al., 2014; TASIS et al., 2006). Existem dois tipos de
CNTs, os nanotubos de carbono de paredes simples (SWCNTSs) que consistem em uma tnica
folha de grafeno enrolada formando um tubo cilindrico e os nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNTs) que consistem em dois ou mais tubos concéntricos de grafeno

enrolados no préprio eixo (BAUGHMAN; ZAKHIDOV; HEER, 2002).

Figura 6 — Representacdo: (A) SWCNT e (B) MWCNT.

Fonte: Eatemadi et al. (2014).

Apesar da semelhanca estrutural em relagdo a uma unica folha de grafeno, os

SWCNTs podem ser condutores ou semicondutores dependendo da direcdo da folha de
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grafeno sobre a qual ¢ enrolado para formar o nanotubo. As propriedades eletronicas dos
MWCNTs sdo muito semelhantes as dos SWCNTSs, pois a ligagdo entre os cilindros ¢ fraca

(BAUGHMAN; ZAKHIDOV; HEER, 2002).

1.4.2.1 Funcionalizacao dos nanotubos de carbono

A funcionalizagdo dos CNTs tem sido aplicada com sucesso por varios grupos de
pesquisa para nanotubos de carbono de paredes simples (SWCNTSs) e nanotubos de carbono
de paredes multiplas (MWCNTs) (SUN et al., 2002). Como os CNTs sao dificeis de dispersar
e dissolver em 4gua e em solventes organicos a funcionalizagdo foi uma estratégia para
superar essas barreiras, pois a funcionalizacdo pode melhorar a solubilidade e a
processabilidade, e permite a combinacao das propriedades tnicas dos CNTs com outros tipos
de materiais. Um nanotubo funcionalizado pode ter propriedades mecénicas ou elétricas
diferentes dos nanotubos nao funcionalizados (HIRSCH; VOSTROWSKY, 2005).

Com relagao a modificagdo organica dos CNTs, grupos funcionais contendo oxigénio
em sua estrutura, pequenas moléculas organicas, polimeros e biomoléculas (DNA, proteinas e
enzimas) sao constantemente empregados. Entre os varios grupos utilizados para
funcionalizacdo, a introdugdo de grupos carboxilicos tem sido bastante utilizada no preparo de
eletrodos quimicamente modificados, melhorando as propriedades fisicas e quimicas, pois
facilitam a transferéncia de elétrons com espécies eletroativas em solugao e aliviam os efeitos

de incrustagdo na superficie (GAO et al., 2012).

1.4.3 Alumina

A modificacdo de eletrodos para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos
melhorados tem sido bastante pesquisada. A vantagem na modificagdo esta no aumento da
seletividade, sensibilidade e propriedades anti-adsortivas. Os CNTs destacam-se como
preferéncia na modificacdo de eletrodos devido as suas propriedades, porém, um estudo
mostra resultados satisfatorios para a modificagdo com alumina, que também ¢ utilizada para
polir a superficie do eletrodo (LIMA et al., 2018). A alta estabilidade da superficie do GCE
modificado com alumina leva a uma sensibilidade superior se comparados com a modificagdo
com CNTs, desenvolvendo sensores eletroquimicos altamente sensiveis, reprodutiveis e

estaveis (LIMA et al., 2018). Devido a alumina ndo ser condutora, ndo gera impactos
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diretamente a voltametria, sendo possivel que o papel da alumina esteja em fornecer locais de

adsor¢do que modifiquem o caminho da reagdo (POON et al., 2015).
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2. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a melhor forma de detec¢ao da clorexidina,
além disso, estudar o comportamento eletroquimico diante de diferentes modificagdes
realizadas na superficie do eletrodo de carbono vitreo utilizando Al,O3 e MWCNTs de
diferentes didmetros, sendo estes funcionalizados e ndo funcionalizados e também estabelecer
uma comparacdo direta dos resultados obtidos com as diferentes modificagdes do eletrodo,

com eletrodo nao modificado.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e Solugodes
Os reagentes que foram utilizados apresentavam grau de pureza analitica e as solu¢des
foram preparadas com agua deionizada (resistividade maior que 18 MQ cm) obtida de um

sistema de purificacdo Milli Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

Tabela 1- Reagentes utilizados no trabalho e empresas onde foram adquiridos.

Reagentes Procedéncia Pureza
Acido perclérico Reagen 70%
Acetato de clorexidina Acros Organics >98%
Dimetilformamida Vetec PA
SD-MWCNT(diametro = 6-9 nm e Sigma-Aldrich >95 %

comprimento = Spum)
LD-MWCNT(diametro = 110-170 nm e Sigma-Aldrich > 90%
comprimento = 5- 9 um)

Alumina (0.3 um) — a-AbO3 Buehler PA

Para o preparo de uma solugdo estoque de clorexidina com concentragao de 10 mmol
L, foi pesado em um béquer 0,0625 g de acetato de clorexidina e adicionou-se 10 mL de
agua deionizada. A solugdo foi colocada no banho ultrassonico para que a clorexidina fosse
totalmente dissolvida.

O eletrdlito suporte utilizado foi a solugdo de 4cido perclorico, baseado em um
trabalho anterior no qual foi utilizado o eletrodo de carbono vitreo, sendo a solugdo de acido

perclorico que obteve melhores resultados para a determinagdo da CHX (LIMA et al., 2014).
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3.2 Preparacio dos Eletrodos

3.2.1 Modificacao com MWCNTs

Neste trabalho foi utilizado eletrodo de carbono vitreo (GCE) modificado com uma
fina camada de MWCNTs de diferentes diametros em sua superficie. Antes da modificacao
foi feita a limpeza na superficie do GCE. A limpeza foi realizada através do polimento da
superficie do eletrodo em uma suspensdo de alumina 0,3 pm em um feltro de polimento. A
superficie foi lavada com dgua deionizada e a sonicagdo foi em um banho de ultrassom com
50 % de etanol absoluto e agua deionizada durante 15 minutos (MONTES et al., 2016).

Foi adicionado em béqueres diferentes 2 mg de SD-MWCNT e 2 mg de LD-MWCNT
em 2 mL de DMF. As solu¢des foram sonicadas em uma sonda ultrassonica com uma
amplitude de 30% durante 20 minutos. Depois foi adicionado na superficie do GCE 10 pL
das suspensdes e foi colocado na estufa por 30 minutos em uma temperatura de 50 °C para a

evaporacao do solvente (MONTES et al., 2016).

3.2.2 Modificacdao com alumina

Primeiramente foi efetuada a limpeza da superficie do eletrodo como descrito
anteriormente. Nesse caso, a limpeza foi realizada somente em um feltro de polimento, na
auséncia de alumina e colocado em banho de ultrassom por 10 minutos. Em seguida, a
modificagdo da superficie foi obtida apds o polimento da superficie do GCE em um feltro de
polimento contendo uma suspensdo de alumina por 10 segundos. O eletrodo foi limpo com

agua deionizada apds 30 segundos e seco a temperatura ambiente (LIMA et al., 2018).

3.3 Instumentacio

As medidas eletroquimicas foram realizadas através de um potenciostato p-Autolab
Tipo III (Eco Chemie, Utrecht, Holanda), conectado a um computador para a recolhimento e
tratamento dos dados e o software utilizado foi o Nova 1.11 para Windows 8 ®. As técnicas
eletroquimicas utilizadas foram voltametria ciclica e a amperometria no sistema BIA. Para a
voltametria ciclica foi utilizada uma célula eletroquimica de 10 mL.

O eletrodo de trabalho utilizado em todas as medidas amperométricas e voltamétricas

foi o GCE com didmetro de 1,6 mm e foi adquirido da empresa CH instrument (Austin,
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EUA). O eletrodo auxiliar foi um fio de platina e o eletrodo de referéncia foi um eletrodo
miniaturizado Ag/AgCl construido no laboratério como mostra a literatura (PEDROTTI;
ANGNES; GUTZ, 1996).

As andlises utilizando o sistema BIA (figura 7) foram realizadas em uma célula
eletroquimica construida no laboratorio, que consiste em um cilindro de vidro com volume de
180 mL com duas tampas fixadas, sendo na parte superior e inferior de polietileno. A tampa
superior contém 3 furos para colocar o eletrodo de referéncia, o eletrodo auxiliar € a ponteira
da micropipeta. As solucdes foram injetadas através de uma micropipeta eletronica
(Eppendorf Multipette ® Stream) na qual o volume de injecdo é de 10 a 1000uL e a ponteira
utilizada foi de 1 mL. A velocidade de injecdo é de 16,5 a 370 pL s'. A micropipeta é
posicionada de forma que a distdncia entre a ponteira € o eletrodo de carbono vitreo seja

aproximadamente de 2 mm em uma configuragao “wall- jet” (QUINTINO, 2003).

Figura 7 - (A) Imagem da célula BIA com os trés eletrodos e (B) Pipeta eletronica

posicionada na célula BIA conforme foi utilizada para as medidas eletroquimicas.
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Fonte: Lima (2017).
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3.4 Analise eletroquimica

Primeiramente foram realizados os voltamogramas ciclicos utilizando GCE nao
modificado e modificado, em 4cido perclérico 0,1 mol L™, na presenca da clorexidina que é o
analito de interesse na concentracdo de 1,0 mmol L. A velocidade de varredura foi de 50 mV
s e a faixa de potencial que foi utilizada foide 0 a 1,5 V.

Para o estudo dos potenciais e construgdo do voltamograma hidrodindmico foi
utilizado o sistema BIA com detec¢do amperométrica aplicando um potencial de 0,5 a 1,53 V,
a corrente foi monitorada através das injecdes em triplicata da solu¢do de clorexidina com
concentragio 50 umol L', sendo esta concentracio utilizada para a otimizagdo de todos os
parametros do sistema BIA. Os pardmetros do sistema BIA como velocidade e volume de
despejamento da micropipeta eletronica também foram analisados. Os testes de repetibilidade
foram feitos no sistema BIA através de 10 injegdes sucessivas. A faixa linear para a

clorexidina no sistema BIA foi determinada para as concentra¢des de 0,3 a 1000 pmol L.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Voltamogramas ciclicos comparativos da CHX

A oxidagdo eletroquimica da CHX foi avaliada através da comparagdo em GCE
Limpo, GCE/Alumina, GCE/SD-MWCNT funcionalizado e ndo funcionalizado e GCE/LD-
MWCNT funcionalizado e nao funcionalizado. O estudo do pH foi investigado em um
trabalho anterior e foi observado que a solugdo de 0,1 mol L' de HCIO4 apresentou melhores
resultados relacionados a sensibilidade e estabilidade, sendo esta solu¢do escolhida para todas

as analises na determina¢do da CHX (LIMA et al., 2014).

Figura 8 - Voltamogramas ciclicos obtidos através da adicdo de 1,0 mmol L' de CHX;
Eletrolito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4; Faixa de potencial: 0 a 1,5 V; Velocidade de

varredura: 50 mV s,
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Fonte: A autora.

Através do grafico, foi possivel observar um aumento de corrente para o
GCE/Alumina em relagdo ao GCE Limpo e na literatura foi possivel encontrar resultados
bastante atraentes para a modificacdo com alumina (LIMA et al., 2018). Um pico de oxidag¢do
irreversivel foi observado em 1,2 V no GCE/Alumina no qual a oxida¢do da inicio a partir de
1,1 V. No primeiro e segundo ciclo apresenta um sinal de redugdo por volta de 0,58 V e o

segundo ciclo um sinal de oxidagdo em 0,63 V. O decréscimo de corrente observada no
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segundo ciclo nos dois eletrodos, ocorre devido a elevada massa molecular da CHX que vai

adsorvendo facilmente na superficie do eletrodo.

Figura 9 - Voltamogramas ciclicos obtidos através da adi¢io de 1,0 mmol L' de CHX;
Eletrolito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4; Faixa de potencial: 0 a 1,5 V; Velocidade de

varredura: 50 mV s,
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Fonte: A autora.

O GCE/LD-MWCNT ndo funcionalizado obteve valor de corrente maior se
comparado com GCE/LD-MWCNT funcionalizado, com pico de oxidagdo irreversivel em 1,2
V. Esse resultado foi notado nesse trabalho e também na literatura podendo ser explicado
devido a presenca de impurezas metdlicas nos CNTs ndo funcionalizados, afetando a
eletroquimica das espécies eletroativas (STEFANO et al., 2017). Pode-se verificar também
que hd um pico de redugdo em aproximadamente 0,58 V no primeiro e segundo ciclo e um
pico de oxidagdo em 0,63 V no segundo ciclo. O mesmo foi observado para a modificagao
com alumina e isso ocorre devido a formacdo da 4-cloroanilina ou algum subproduto

semelhante, que ¢ o produto de degradacdo da clorexidina (ZONG; KIRSCH, 2012).
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Figura 10 - Voltamogramas ciclicos obtidos através da adi¢do de 1,0 mmol L' de CHX;
Eletrolito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4; Faixa de potencial: 0 a 1,5 V; Velocidade de

varredura: 50 mV s,
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Fonte: A autora.

Para o GCE/SD-MWCNT néo funcionalizado os valores de corrente foram maiores
em relacdo ao GCE/SD-MWCNT funcionalizado, por causa das impurezas metalicas
presentes nos CNTs ndo funcionalizados como foi explicado anteriormente. O pico de
oxidacao irreversivel ¢ em 1,3 V. Também foi verificado um pico de reducao
aproximadamente em 0,58 V no primeiro e segundo ciclo e um pico de oxidagdo em 0,63 V
no segundo ciclo, 0 mesmo foi mostrado nos voltamogramas anteriores. Assim, foi possivel
constatar que os SD-MWCNT obtiveram melhor desempenho em relacdo as outras

modificagdes, sendo estes mais sensiveis a oxidacao eletroquimica da CHX.

4.2 Estudo hidrodinimico comparativo para GCE modificado com MWCNT e Alumina

O sistema BIA com deteccdo amperométrica foi utilizado para selecionar o melhor
potencial de detec¢do da CHX. Diferentes potenciais foram selecionados e as injecdes da
solugdo de CHX com concentragdio de 50 pumol L' foram realizadas em triplicata. Os
voltamogramas hidrodinamicos foram construidos, com valores de corrente em fungdo do

potencial variando na faixade +0,5a+ 1,53 V.
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Figura 11 - Voltamogramas hidrodinamicos obtidos variando o potencial de 0,5 a 1,53 V,
para inje¢des de solugdo de CHX 50 pmol L (n=3); Eletrélito suporte: 0,1 mol L' de
HCIlO4; Volume injetado: 100 pL e velocidade de injecdo 277 pL s (A) m GCE Limpo ¢ o
GCE/Alumina; (B) m GCE/LD-MWCNT funcionalizado ¢ o GCE/LD-MWCNT nao
funcionalizado; (C) m GCE/SD-MWCNT funcionalizado e e GCE/SD-MWCNT nao

funcionalizado.
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Com base na Figura 11-A, observou-se que para o GCE Limpo a CHX adsorve
intensamente na superficie do eletrodo e uma resposta significativa foi observada em 1,13 V.
As melhores respostas de oxidagdo da CHX ocorrem em 1,43 V em ambos eletrodos, sendo
este selecionado para experimentos posteriores. Na Figura 11-B, pode-se observar que os dois
eletrodos apresentaram potencial de oxidagdo comecando em 1,13 V. O potencial em que
ocorre maior sinal de oxidagdo da CHX ¢ em 1,43 V nos dois eletrodos. Este potencial foi
fixado para as outras andlises amperométricas. Foi possivel verificar também que nos dois
eletrodos houve um aumento de corrente até 1,53 V, sendo que no GCE/LD-MWCNT nao

funcionalizado obteve-se maiores valores de corrente. No voltamograma hidrodindmico da
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Figura 11-C foi verificado que nos dois eletrodos os potenciais de oxidagdo também
comegaram em 1,13 V, sendo no GCE/SD-MWCNT nao funcionalizado com maior valor de
corrente de oxidacdo. O potencial em que ocorre a maior resposta de oxidagdo da CHX é em
1,40 V nos dois eletrodos, sendo este fixado para as proximas analises amperométricas. Os

potenciais mais altos ndo foram selecionados pois pode ser a oxidagdo de outras espécies.

4.3 Estudo da velocidade e volume de injeciao

Os parametros de otimizacao do sistema BIA foram avaliados de maneira que se possa
obter maior sinal de oxidagdo da CHX, no qual foram selecionados o potencial de trabalho e

como eletrolito suporte a solugio de 0,1 mol L' HCIO4.

Figura 12 - Estudo da velocidade de injecdo através do sistema BIA (16,5 a 370 pL s™') para
inje¢des de solugdo de CHX 50 pmol L' (n=3); Eletrdlito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4;
Volume injetado: 100 uL (A) m GCE / Alumina ¢ ® GCE Limpo; Potencial aplicado: 1,43 V
(B) m GCE/LD-MWCNT funcionalizado ¢ e GCE/LD-MWCNT nao funcionalizado;
Potencial aplicado: 1,43 V; (C) m GCE/SD-MWCNT funcionalizado ¢ ® GCE/SD-MWCNT

nao funcionalizado; Potencial aplicado: 1,40 V.

14 18]
12 A — 16] B J—
._.--l

% /./ on _/"

44 - 64
2w ‘;" j
olese-e_——eo—_o oo e
50 100 150 200 250 300 350 0 50 100 150 200 250 3001350
Velocidade de injecédo / pL s~ Velocidade de injegdo / uL s~
40
354 C ®
30 '/
< 251 /o/
= 20+ _-m
15 " n—=
10- ./}/
51 .®
0l 1

0 50 100 150 200 250 300_1350
Velocidade de injegdo / uL s

Fonte: A autora.



32

Pela Figura 12-A foi possivel observar através dos valores de corrente que a
modificagdo do GCE/Alumina foi mais eficaz do que com GCE Limpo. Dessa forma o valor
de velocidade selecionado para analises amperométricas posteriores foi 277 uL s*! em ambos
os casos, devido ao alto valor de corrente e o baixo desvio padrdo. Na Figura 12-B o
GCE/LD-MWCNT nao funcionalizado foram obtidos valores de corrente mais elevados em
relagio a0 GCE/LD-MWCNT funcionalizado sendo selecionada a velocidade 277 uL s para
demais andlises. A Figura 12-C mostrou também que com o GCE/SD-MWCNT ndo
funcionalizado foi possivel adquirir resultados de corrente mais satisfatorios do que com SD-
MWCNT funcionalizado, sendo para as duas modificacdes a velocidade 277 uL s utilizada
para outras analises com menor desvio padrdo e maior valor de corrente. Além disso, em
velocidades inferiores, o sinal de corrente ¢ menor devido o transporte de massa mecanico ser

mais lento e ha também uma maior adsor¢ao na superficie do eletrodo.
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Figura 13 - Estudo do volume de injego através do sistema BIA (10 a 200 pL) para injecdes
de solugido de CHX 50 umol L (n=3); Eletrélito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4; Velocidade
de injecdo: 277 uL s (A) m GCE/Alumina e e GCE Limpo; Potencial aplicado: 1,43 V (B)
m GCE/LD-MWCNT funcionalizado ¢ e GCE/LD-MWCNT nio funcionalizado; Potencial
aplicado: 1,43 V; (C) m GCE/SD-MWCNT funcionalizado e e GCE/SD-MWCNT nao

funcionalizado; Potencial aplicado: 1,40 V.
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Fonte: A autora.

Pelos graficos mostrados na Figura 13, foi possivel perceber que a corrente aumentou
conforme aumentava o volume injetado, exceto para GCE/Alumina e GCE/LD-MWCNT
funcionalizado que houve um decréscimo de corrente no volume de 200 uL. A modificacdo
com alumina proporcionou melhores respostas em relagdo ao eletrodo limpo, sendo o volume
70 pL selecionado para os dois eletrodos para as outras medidas amperométricas. O mesmo
ocorreu com LD-MWCNT ndo funcionalizado e SD-MWCNT ndo funcionalizado em
comparagdo com LD-MWCNT funcionalizado e SD-MWCNT funcionalizado, visto que
apresentaram um elevado valor corrente, sendo o volume 100 pL escolhido por seu baixo

desvio e alto valor de corrente, visando a redu¢do do consumo de amostras e reagentes.
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4.4 Repetibilidade

O estudo da repetibilidade foi realizado para investigar a precisdo entre as medidas de
corrente detectadas, apos diferentes modificagcdes do eletrodo de carbono vitreo junto ao
sistema BIA para a determinacdo da CHX. O teste foi realizado através de uma sequéncia de
10 injegdes sucessivas de 50 umol L' de CHX nas condi¢des que foram otimizadas nos

estudos anteriores.

Figura 14 - Estudo da repetibilidade para injecdes de uma solucdo contendo 50 pmol L™! de

CHX; Volume injetado: 70 uL; Velocidade 277uL s™!; Potencial aplicado: 1,43 V; Eletrolito

suporte: 0,1 mol L' de HCIOs. (A) GCE/Alumina e (B) GCE Limpo.
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Fonte: A autora.

Para averiguar a repetibilidade de detec¢do do analito, foi realizado o célculo do
desvio padrao relativo (DPR) para o eletrodo limpo e para cada uma das modificagdes através
da Equacao 1. Pode-se observar um baixo desvio padrao relativo para a modificagdo com
alumina sendo 1,2%, enquanto para o eletrodo limpo foi 26,3 %. Isso mostra que a
modificagdo com alumina apresenta pequena variagdo na detecgdo da CHX, possibilitando a
realizagdo de inje¢des sucessivas sem adsor¢do da CHX. O analito adsorve facilmente na
superficie do eletrodo limpo sendo evidenciado pela queda de sinal em cada sequéncia das
injecoes.

DPR =2 x 100 (1)

i | v

Em que:
S = Desvio padrao das medidas efetuadas;

X = Média aritmética das medidas efetuadas.
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Figura 15 - Estudo da repetibilidade para injecdes de uma solugdo contendo 50 pmol L~! de
CHX; Volume injetado: 100 uL; Velocidade: 277 uL s; Potencial aplicado: 1,43 V;
Eletrélito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4. (A) GCE/LD-MWCNT funcionalizado e (B)
GCE/LD-MWCNT nao funcionalizado.
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Fonte: A autora.

O desvio padrao relativo para o GCE/LD-MWCNT funcionalizado e nao
funcionalizado foram proximos, sendo 8,2% para LD-MWCNT funcionalizado e 8,8% para
LD-MWCNT ndo funcionalizado o que mostra que ambos foram precisos, porém o LD-

MWCNT nao funcionalizado foi o que atingiu maior valor de sinal de corrente.

Figura 16 - Estudo da repetibilidade para inje¢des de uma solucdo contendo 50 pmol L™! de
CHX; Volume injetado:100 pL; Velocidade 277uL s!; Potencial aplicado: 1,40 V; Eletrolito
suporte: 0,1 mol L' de HCIOs. (A) GCE/SD-MWCNT funcionalizado e (B) GCE/SD-
MWCNT nao funcionalizado.
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Fonte: A autora.
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O desvio padrao relativo para o GCE/SD-MWCNT funcionalizado foi 2% e para SD-
MWCNT nao funcionalizado foi 1,2%. Isso evidencia que a modificagdo com SD-MWCNT
ndo funcionalizado possibilita a deteccdo de corrente de oxidacdo estavel minimizando a

adsorc¢do de CHX e também alcangou valores de corrente mais satisfatorios.

4.5 Linearidade

O estudo da linearidade do analito foi realizado por meio da injecdo das solugdes de
clorexidina em diferentes concentragdes variando de 0,3 a 1000 umol L' nas mesmas
condicdes das otimizacdes para o sistema BIA que foram estabelecidas anteriormente. Os

resultados obtidos sdo mostrados a seguir nas Figuras de 17 a 22.

Figura 17 — (A) Estudo da faixa Linear em GCE Limpo para inje¢des em triplicata de CHX
nas concentragdes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50 e 75 umol L. (B) Curva de calibragio da CHX
de 0,3-25 pmol L. Eletrdlito suporte: 0,1 mol L' de HCIO4; Velocidade de injegdo: 277 pL
s'; Volume de inje¢do: 70 uL; Potencial aplicado: 1,43 V.
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Fonte: A autora.
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Figura 18 - (A) Estudo da faixa Linear em GCE/Alumina para injeg¢des em triplicata de CHX
nas concentragdes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250 e 350 pmol L. (B) Curva de
calibragio da CHX de 0,3-100 umol L. Eletrélito suporte: 0,1 mol L' de HCLOs4;

Velocidade de inje¢do: 277uL s'; Volume de injegdo: 70 pL; Potencial aplicado: 1,43 V.
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Fonte: A autora.
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Figura 19 - (A) Estudo da faixa Linear em GCE/LD-MWCNT funcionalizado para injegdes
em triplicata de CHX nas concentracdes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 75 100, 250, 350 ¢ 500

pmol L1, (B) Curva de calibragio da CHX de 0,3-50 pmol L. Eletrolito suporte: 0,1 mol L™!

de HCLO4; Velocidade de injegdo: 277uL s™!; Volume de injegdo: 100 pL; Potencial aplicado:
1,43 V.
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Figura 20 - (A) Estudo da faixa Linear em GCE/LD-MWCNT nao funcionalizado para
injegoes em triplicata de CHX nas concentragdes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250,
350 e 500 umol L'.(B) Curva de calibragio da CHX de 0,3-50 umol L. Eletrélito suporte:
0,1 mol L' de HCLO4; Velocidade de injegdo: 277uL s'; Volume de inje¢do: 100 pL;
Potencial aplicado: 1,43 V.
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Fonte: A autora.

Figura 21 - (A) Estudo da faixa linear em GCE/SD-MWCNT funcionalizado para injegdes
em triplicata de CHX nas concentragoes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250, 350 ¢ 500
pmol L. (B) Curva de calibragdo da CHX de 0,3-250 pmol L. Eletrolito suporte: 0,1 mol L
' de HCLO4; Velocidade de injegdo: 277uL s'; Volume de injecdo: 100 pL; Potencial
aplicado: 1,40 V.
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Fonte: A autora.
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Figura 22 - (A) Estudo da faixa Linear em GCE/SD-MWCNT nao funcionalizado para
injegdes em triplicata de CHX nas concentragdes: 0,3, 0,5, 1, 3, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 250,
350, 500, 700, 900 ¢ 1000 umol L. (B) Curva de calibragio da CHX de 0,3-350 umol L.
Eletrolito suporte: 0,1 mol L' de HCLOs; Velocidade de injegdo: 277uL s'; Volume de
inje¢do: 100 pL; Potencial aplicado: 1,40 V.
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Fonte: A autora.

O estudo da faixa linear foi realizado mediante injegdes com aumento da concentragao
de CHX, para investigar o maximo de corrente que corresponde de maneira proporcional a
concentracdo de CHX. Os limites de deteccao (LD) e os limites de quantificacdo (LQ)

presentes na Tabela 2, foram calculados conforme as equagdes 2 e 3.

3 XSB
LD = - (2)

LQ = 3,33 x LD (3)

Em que:
SB = Desvio padrdo do ruido da linha base;

b = Coeficiente angular da curva de calibragao.
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A Tabela 2 mostra os pardmetros analiticos como a faixa linear, a inclina¢do da reta

(slope), o coeficiente de correlagdo linear (R) e os limites de deteccdo e quantificacdo.

Tabela 2- Caracteristicas referentes a andlise das faixas lineares para a CHX no sistema BIA,

obtidos no GCE e suas modificagoes.

Eletrodo Faixa linear  Sensibilidade R LD LQ
(umol L")  (nA L pmol L) (umol L")  (umol L)

GCE Limpo 0,3-25 0,4166 0,9994 0,21 0,69

GCE/Alumina 0,3-100 0,3393 0,9991 0,07 0,24

GCE/LD-MWCNT 0,3-50 0,4231 0,9986 0,14 0,47
funcionalizado

GCE/LD-MWCNT nao 0,3-50 0,4651 0,9985 0,13 0,43
funcionalizado

GCE/SD-MWCNT 0,3 -250 0,3484 0,9972 0,09 0,30
funcionalizado

GCE/SD-MWCNT nao 0,3 -350 0,6211 0,9975 0,05 0,17
funcionalizado

Fonte: A autora.

Os amperogramas do estudo da faixa linear mostram que houve um aumento de
corrente para as modificagdes com os CNTs e também com a alumina. E notavel que as
modificagdes para os CNTs ndo funcionalizados, obtiveram melhores resultados, quando
comparado aos CNTs funcionalizados e que o nanotubo SD-MWCNT obteve melhores
resultados em relacio ao LD-MWCNT. Os melhores resultados para os nanotubos SD-
MWCNT estao relacionados ao seu menor didmetro (6-9 nm) em relagcdo ao nanotubos LD-
MWCNT de maior didmetro (110-170 nm) e também devido a maior quantidade de defeitos
estruturais presentes em sua superficie, como mostrado na literatura (CARDOSO et al., 2015).

J4 os melhores resultados obtidos para os nanotubos ndo funcionalizados podem ser
explicados devido a presenca de impurezas metalicas nos CNTs ndo funcionalizados como foi
abordado anteriormente. Essa relagdo foi estudada em trabalho anterior por (STEFANO et al.,
2017), no qual os nanotubos SD-MWCNTs funcionalizados e ndo funcionalizados foram
avaliados frente a diferentes moléculas. Esse trabalho mostrou que o aumento da sensibilidade

estava associado a presenca de metais (Fe: 2,11 mg/g, Co: 1,15 mg/g e Mo: 0,261 mg/g) na
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superficie dos nanotubos e que o processo de funcionalizacdo realizado por meio de
tratamento acido € capaz de remover essas impurezas metalicas dos nanotubos. Apos o
processo de funcionalizacdo a concentragdo dos metais diminui drasticamente (Fe: 0,0097
mg/g, Co: <0,002 mg/g e Mo: <0,002 mg/g) justificando assim a diminuicdo da
detectabilidade das diferentes moléculas analisadas. Por esse mesmo motivo, neste trabalho
também ¢ observado que os nanotubos funcionalizados diminuem o sinal de resposta para o
analito em questao.

No entanto, para o nanotubo LD-MWCNT os resultados obtidos antes e depois do
processo de funcionalizagdo foram similares, o que contradiz com os resultados obtidos por
(STEFANO et al., 2017), utilizando o nanotubo SD-MWCNT. Alguns resultados obtidos pelo
grupo de pesquisa (ainda ndo publicados) mostram que os mesmos metais presentes no SD-
MWCNT também estao presentes no LD-MWCNT (Fe: 2,75 mg/g, Co: 1,52 mg/g e Mo: 0,47
mg/g) e que a remogao das impurezas metélicas para este nanotubo também se mostrou eficaz
(Fe: 0,04 mg/g, Co: <0,002 mg/g e Mo: <0,002 mg/g). Porém os efeitos de remocao dos
metais ndo resultaram em mudancas significativas em se tratando da aquisi¢do dos sinais
analiticos, sendo assim esses resultados nao eram esperados, e demandam de mais testes para
serem explicados.

A medida que a concentragio aumenta, foi possivel observar a queda de resposta
analitica por efeito da adsor¢do, resultante do tamanho da molécula de CHX que possui uma
massa molecular elevada podendo ser facilmente adsorvida na superficie do eletrodo. Um
estudo que avalia a modificagdo com alumina, também apresentou resultados similares
aqueles obtidos com GCE modificado por MWCNT através do aumento da corrente e foi
observado também uma ampla faixa linear em ambos eletrodos (LIMA, et al., 2018).

As curvas de calibragdo apresentaram um bom coeficiente de correlagao linear, os
coeficientes angulares também apresentaram resultados aproximados. As modificagdes
apresentaram uma ampla faixa linear exceto o eletrodo limpo e também o GCE modificado
com o nanotubo LD funcionalizado e ndo funcionalizado em consequéncia da adsor¢do da
CHX na superficie do eletrodo.

Foi possivel verificar também baixos limites de deteccdo e quantificagdo para as
modificagdes. A modificagdo com alumina proporcionou um aumento nas correntes de
oxidacdo e as respostas foram melhores em relagdo ao eletrodo limpo com baixos limites de
deteccdo e uma ampla faixa linear. Isso mostra que as propriedades da alumina ocasionam um
aumento de sensibilidade do eletrodo para deteccdo da CHX (LIMA et al., 2018). Assim, a

clorexidina pode ser determinada com maior precisao através dos métodos.
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5. CONCLUSAO

Pode-se concluir com este trabalho, que as modificacdes com os nanotubos de carbono
de diferentes didmetros e a modificagdo com alumina foram eficazes em relagdo ao eletrodo
limpo, sendo que foi possivel obter picos mais definidos e mais intensos, menores efeitos de
adsorcdo, maior sensibilidade, maior estabilidade na corrente detectada e uma ampla faixa
linear. A simplicidade dos métodos, a rapidez e o baixo custo tanto em relacdo aos
equipamentos quanto ao consumo de reagentes, leva a uma reducao dos custos das analises
pois esses métodos requerem um pequeno consumo de reagentes € amostras. Sendo assim, as
modificagdes com os nanotubos de carbono e a modificacdo com alumina, foi possivel obter
resultados mais satisfatorios frente ao eletrodo limpo, com baixos desvios, ampla faixa linear,

sendo sensivel na determinacao da clorexidina.
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