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RESUMO

O uso de modificadores em eletrodos de pasta de carbono (EPC) vem crescendo a
cada ano, devido a possibilidade de melhorar o desempenho do eletrodo em relacéo
a determinacdo seletiva de diversos analitos. O objetivo deste trabalho é o
desenvolvimento de eletrodos modificados com um material hibrido baseado em
carbon dots e 6xido de grafeno reduzido (CD-OGr), que possua um baixo custo de
preparacao, alta sensibilidade e rapida resposta para deteccao de hidroxicloroquina.
O o6xido de grafeno (OG) foi sintetizado pelo método de Hummers modificado, em
condi¢des brandas, e reduzido com &cido L-ascérbico para obtencédo do 6xido de
grafeno reduzido (OGr), em seguida os carbon dots foram sintetizados in situ, em
matriz de OGr, utilizando como precursores ureia e glicose, por rota hidrotermal a
180 °C por 5 horas. O material hibrido obtido foi caracterizado usando microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia de emissao fluorescente (PL), de
absorcdo molecular na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), espetroscopia Raman
e vibracional na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) além
de difratometria de raios x (DRX). Apds as caracterizagcdes do CD-OGr o eletrodo
de pasta de carbono modificado (ECO) foi aplicado na determinacdo voltamétrica
de hidroxicloroguina em comprimidos comerciais e urina sintética. Os parametros
como meio eletrolitico, composi¢do do ECO e parametros da técnica de voltametria
de pulso diferencial, foram otimizados e a caracterizacao eletroquimica mostrou que
o eletrodo ECO apresentou maior sensibilidade na determinacdo de
hidroxicloroquina que o EPC. As otimizag6es dos parametros do meio eletrolitico e
da técnica de VPD resultaram em um ganho de corrente expressivo para o sinal
analitico da HCQ. Com o desenvolvimento da curva analitica obteve-se os limites
de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) de 2,40 pmol-L? e 7,99 pmol-LY,
respectivamente, em um intervalo de resposta linear de 19,90 a 138 pmol-L! e a
precisdo do método desenvolvido mostrou resultados satisfatorios de repetibilidade
e reprodutibilidade, apresentando recuperagbes de 101,55 a 106,83 %,
possibilitando o uso do ECO como sensor eletroquimico para a determinacdo de

hidroxicloroquina.
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ABSTRACT

The use of modifiers in carbon paste electrodes (CPE) has been growing every year
due to the possibility of improving the performance of the electrode in relation to the
selective determination of several analytes. The objective of this work is the
development of modified electrodes with a hybrid material based on carbon dots and
reduced graphene oxide (CD-rGO), which has a low cost of preparation, high
sensitivity, and fast response for the determination of hydroxychloroquine. Graphene
oxide (GO) was synthesized by the modified Hummer's method under mild
conditions and reduced with L-ascorbic acid to obtain reduced graphene oxide
(rGO), then the carbon dots were synthesized in situ, on rGO matrix, using urea and
glucose as precursors, by a hydrothermal route at 180 °C for 5 hours. The hybrid
material obtained was characterized using scanning electron microscopy (SEM),
fluorescence emission spectroscopy (PL), molecular absorption in the ultraviolet-
visible region (UV-Vis), Raman and vibrational spectroscopy in the Fourier-transform
infrared spectroscopy (FTIR), and x-ray diffractometry (XRD). After the
characterizations of CD-rGO, the modified carbon paste electrode (ECO) was
applied to the voltammetric determination of commercial hydroxychloroquine tablets
and synthetic urine. Parameters such as electrolyte medium, ECO composition,
and parameters of differential pulse voltammetry technique were optimized and the
electrochemical characterization showed that the ECO electrode has higher
sensitivity in the hydroxychloroquine determination than CPE. The optimizations of
the parameters of the electrolyte medium and the VPD technique resulted in a
significant current gain for the analytical signal of HCQ. With the development of the
analytical curve, the limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) of 2.40
pmol-L-* and 7.99 pmol-L, respectively, were obtained in a linear response range
of 19.90 to 138 pmol-L? and the precision of the developed method showed
satisfactory results of repeatability and reproducibility, presenting recoveries
between 101.55 and 106.83 %, enabling the use of the ECO as an electrochemical

sensor for hydroxychloroquine determination.

Keywords: Graphene; Carbon dots; Hydroxychloroquine; Covid-19.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hidroxicloroquina

Em decorréncia da pandemia de covid-19, decretada em marco do ano de
2020 no Brasil, causada pelo corona virus (SARS-CoV-2), milhBes de pessoas
foram acometidas pela doengca em todo o mundo [1]. A hidroxicloroquina (HCQ) foi
indicada para o tratamento da covid-19, chegando a ter seu uso autorizado em
alguns paises, por autoridades governamentais, causando uma procura em massa
pelo medicamento, assim como a automedicacdo por parte da populacdo. Mas
estudos posteriores em pacientes hospitalizados, recomendados pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS), concluiram que a HCQ, dentre outros medicamentos, tem

pouco ou nenhum efeito no combate a covid-19 [2,3].

O Brasil foi chamado de celeiro de covid-19, logo apos ultrapassar o numero
de 22 milhdes de pessoas infectadas por pelo menos uma das cinco variantes do
SARS-CoV-2 (alpha, beta, gamma, delta e 6micron), alcan¢ando a infeliz marca de
mais de 611 mil vitimas fatais, associadas a covid-19 [4,5]. Apés vinte e seis meses
do inicio da pandemia, apesar das recomendacdes dos 6rgados competentes na area
da saude, o governo brasileiro, na pessoa do atual presidente da republica, ainda
insiste no uso de medicamentos sem eficacia comprovada, como um tratamento
precoce de uma doencga cuja a Unica solucdo que se mostrou eficaz € composta por
vacina, distanciamento social, uso de mascara protetora e higienizacdo das maos
[6-8].

A HCQ é um farmaco pertencente a classe das 4-aminoquinolinas, derivada
da cloroquina (CQ), que apresenta grande atividade biolégica, sendo utilizada como
medicamento antimalarico, no tratamento de lUpus eritematoso, artrite reumatoide
e outras doencas inflamatorias e de pele. Na Figura 1 estdo representadas as
moléculas da HCQ e da CQ.



Figura 1: Estrutura quimica da hidroxicloroquina e cloroquina. Fonte: Autoria

propria.
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Os efeitos colaterais da HCQ no organismo humano podem estar associados
a toxicidade na retina, ao desenvolvimento de anemia, a trombocitopenia ou
leucopenia, bem como a distarbios de eletrélitos séricos e/ou disfuncdo hepatica e
renal e até mesmo a morte de pacientes [3,9,10]. A HCQ é metabolizada
principalmente em N-desetil-hidroxicloroquina e apresentando tempo de meia-vida,
consideravelmente longo, variando de 30 a 60 dias e aproximadamente 20-25% da

dose ingerida é eliminada como medicamento inalterado pela urina [11].

A HCQ é um composto eletroquimicamente ativo e pode ter sua concentracdo
determinada por métodos eletroquimicos, que levam vantagens sobre as técnicas
cromatograficas nas quais as amostras precisam de pré-tratamentos complexos,
envolvendo um grande consumo de reagentes e tempo de analise relativamente
longo, além de geracédo de uma maior quantidade de residuos [10,12,13]. Na Figura
2 esta apresentado o mecanismo de oxidacdo da HCQ, envolvendo dois protons e

dois elétrons, proposto por Ghoreishi et al. [12].

Figura 2: Mecanismo de oxidacao da hidroxicloroquina. Fonte: Adaptado de [12]
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1.2 Métodos eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos se baseiam em rea¢fes de oxidagéo e reducao,
propriedades elétricas como diferenca de potencial (DDP) e intensidade de corrente
elétrica (I), além de outras propriedades provenientes de interacdes entre as
espécies quimicas e os sensores eletroquimicos [14,15]. Pode-se ter informacdes
como concentragdes de analitos, velocidade de transferéncia de carga e/ou massa,
quantidade de carga envolvida em determinada reacdo, entre outras variaveis,
como resposta de um sistema que sofre perturbacées em uma célula eletroquimica
devido a DDP aplicada [16]. A Figura 3 apresenta os métodos eletroanaliticos mais

comuns.

Figura 3: Fluxograma dos métodos eletroanaliticos mais comuns. O parametro
medido aparece entre parénteses. (I ou i = corrente, E = potencial, R = resisténcia,
G = condutancia, Q = quantidade de carga, t = tempo, vol = volume de solucgéo-

padrdo, m = massa de uma espécie eletrodepositada). Fonte: [17]
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Devido ao seu amplo espectro de aplicagdo e por apresentarem alta
sensibilidade, baixo custo, além de seletividade, especificidade e baixos limites de
deteccdo, esses métodos podem ser empregados na identificacdo e quantificacdo
de espécies quimicas, seja ha area de monitoramento ambiental, saude, controle
de qualidade de produtos e processos industriais, farmacos, pesticidas e outras
areas [15,17,18].

Dentre os métodos eletroanaliticos citados na Figura 3, as técnicas
voltamétricas sdo bastante utilizadas em estudos e investigacdes de analitos para
o desenvolvimento de sensores eletroquimicos. As técnicas voltamétricas mais
comuns sdo as voltametrias de pulso diferencial (VPD), ciclica (VC), de onda
guadrada (VOQ) e de varredura linear (VVL), que possuem perfis de acordo com a

forma dos sinais de excitagéo aplicados (Figura 4) [17].



Figura 4: Classificacdo dos métodos voltamétricos e seus respectivos sinais de

excitag@o e voltamogramas caracteristicos. Fonte: Adaptado de [17].
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Nos estudos voltamétricos, um arranjo experimental comumente utilizado
pode ser representado pela Figura 5, onde uma célula eletroquimica € composta
por trés eletrodos: eletrodo de referéncia (ER), eletrodo de trabalho (ET) e eletrodo
auxiliar ou contra-eletrodo (CE) que geralmente € constituido de material inerte,
como fio de platina [15,17,19,20].



Figura 5: Representagcdo de uma cela eletroquimica contendo trés eletrodos.
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A funcéo do eletrodo de referéncia, representado na Figura 5, é fornecer um

potencial estavel e reprodutivel, que se deve a composicao de ambas as formas do
par redox do ER, independente da composi¢cdo da amostra, e € comparado com o
potencial do ET. Usualmente € utilizado como ER o par redox prata/cloreto de prata
(Ag/AgCl) ou mercurio/cloreto de mercurio (Hg/Hg2Cl2) [21]. As reacdes de interesse
ocorrem no eletrodo de trabalho promovidas pela aplicacdo de um dado potencial
para determinar as concentragdes dos analitos. Dessa forma é realizada a medida
da corrente gerada por essas reagbes de oxidagdo e reducdo na interface do

eletrodo de trabalho com a solucédo em questéo [14,16,20,22].

A Figura 6 representa, de maneira geral, as reacdes que podem ocorrer na
superficie do eletrodo, como transferéncia da espécie investigada para a regido de
interface eletrodo-solucdo, transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo e
reacdes, como por exemplo, protonacdo, dimerizacdo, decomposi¢cdo, adsorcao,
dessorcéo [20,23].



Figura 6: Representacdo esquematica das etapas de uma medida voltamétrica.
Fonte: Adaptado de [15].
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Na Figura 6 a espécie reduzida (R) ou oxidada (O), através de transporte de
massa, vai do seio da solugéo até a superficie do eletrodo de trabalho onde ocorrem
as reacdes de oxidacdo/reducdo. Observa-se que, para que ocorra a deteccao
eletroquimica € necessario que haja transporte de massa de forma continua até a
superficie do eletrodo, para que a concentracdo do analito ndo seja diminuida
rapidamente na regido de interface, prejudicando a relagdo com a concentragcao no
seio da solugéo [20,24]. O transporte de massa pode ocorrer na forma de difuséo,
migracao e convecgao, sendo que estes dois Ultimos devem ser minimizados porque
ndo ha como separar a corrente de difusdo da corrente devida a migracédo da
espécie em analise. Na Figura 7 encontra-se uma ilustracéo dos tipos de transporte

de massa.



Figura 7: Representagcdo dos tipos de transporte de massa de espécies quimicas

eletroativas em uma analise voltamétrica. Fonte: [25]
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A representacdo da Figura 7 ilustra que a difusdo € a movimentacéo
espontanea do analito devido a formacao de gradiente de concentracao, e se torna
o principal movimento estabelecido. A migracéo, que é movimento de ions causado
pela atracdo ou repulsdo entre as espécies ibnicas e o ET em solugdo, e impede a
formacao de um gradiente de cargas quando a concentracéo do eletrélito de suporte
€ de 50 a 100 vezes maior que a concentracao do analito [15,20]. A convecg¢ao que
€ a movimentacdo das espécies em decorréncia de perturbacdo mecanica do fluxo
da solucdo, deve ser minimizada desligando a agitagdo mecéanica e/ou

borbulhamento de géas na solugao [16,20,23].

Em determinagdes voltamétricas podem ser empregados os mais variados
tipos de eletros de trabalho, como por exemplo, eletrodos metalicos, de carbono
vitreo, impressos, eletrodos de pasta de carbono e outros. Para melhorar o
desempenho analitico dos ET, usualmente sdo realizadas modificagbes em sua
interface reacional, buscando assegurar a manutencdo e a melhoria das
propriedades de interesse (transferéncia de carga facilitada, seletividade,

sensibilidade, etc.), minimizando as propriedades nao desejadas (alta contribuicao



da corrente capacitiva e de fundo, pequena janela de potencial, dentre outras) [25].
Neste trabalho, utilizaremos eletrodos de pasta de carbono modificado com um
material hibrido, contendo carbon dots e 6xido de grafeno reduzido.

1.3 Eletrodos modificados

Os eletrodos de trabalho podem ter sua superficie intencionalmente alterada
por processos de adsorcéo, filmes finos ou por ligacbes com espécies quimicas
especificas, e como consequéncia dessa modificacdo, ocorrem a inibicao de alguns
processos e a melhora de outros como por exemplo a seletividade, que é de grande
importdncia na determinacdo de compostos de interesse utilizando técnicas
eletroanaliticas [23,26]. Entre os eletrodos mais utilizados para modificacédo
encontram-se o eletrodo de carbono vitreo (ECV), o eletrodo impresso (El) e o
eletrodo de pasta de carbono (EPC). Os ECV podem ser obtidos através da pirélise
de um polimero, comumente aromético. As modificacdes nesses eletrodos se déo
em sua superficie, usualmente fazendo deposicdo por gotejamento do agente
modificante seguida de evaporacdo, originando um material com excelente

condutividade elétrica [27].

Os eletrodos impressos sdo preparados com tintas a base de carbono, como
um filme condutor que é depositado sobre um Unico suporte inerte geralmente é
utilizado ceramica ou polimeros como PVC, em um arranjo semelhante ao do

sistema convencional de trés eletrodos (ER, CE e ET) [28].

Os eletrodos de pasta de carbono séo obtidos a partir da mistura de grafite em
p6é com um composto aglutinante e ndo condutor, a exemplo de parafina ou 6leo
mineral, usualmente na proporc¢ao 7:3 (%m/m) de sélido e liquido, respectivamente.
O EPC é um eletrodo atrativo devido as suas caracteristicas eletroquimicas, como
corrente de fundo e resisténcia 6hmica baixas, custo de preparacdo reduzido e
simplicidade para renovacédo da superficie [29]. As nanoparticulas de carbono
(NPC) tém ganhado destaque, sendo utilizadas em eletrodos de pasta de carbono
modificados ou eletrodos quimicamente modificados (EQM) para aplicacdes
eletroanaliticas como deteccdo de metais [30], horménios [31,32] e farmacos
[29,33], dentre outros.
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Além disso, os carbon dots tém sido aplicados como modificantes de eletrodos
em estudos voltamétricos, com o intuito de melhorar o desempenho no processo de
transferéncia de elétrons, na interface de deteccdo entre a solugdo contendo o

analito e o eletrodo, promovendo reacdes de oxidacao e reducéao [34].

1.4 Carbon dots

Os carbon dots (CD) foram descobertos por Xu et al. em 2004 [35], atraves
de experimentos com eletroforese utilizando fragmentos de nanotubos de carbono.
Os CD sao nanoparticulas com tamanho entre 2 - 10 nm [36-39] e podem ser
sintetizados por rotas chamadas de top-down (quando s&o obtidos a partir de macro
precursores, utilizando como fontes de carbono, por exemplo, bastdes de grafite,
carvao ativado, borra de café, fibra de carbono, etc.) ou bottom-up, onde séo
utilizadas particulas menores para se obter os nucleos de carbono (utilizando &cido
citrico, melamina, uréia e outros) [39-41].

Diversas areas da ciéncia, tiveram sua atencao voltada para aplicacdes dos
CD e é possivel observar através do niumero crescente de publicacdes relacionadas
com o termo “carbon dots”, utilizando o site de busca de peridédicos da Web of
Science. Realizou-se uma busca, pesquisando-se nos titulos dos artigos e
selecionando “All databases” (todas as bases de dados), restringindo o tipo de
documento a apenas “articles”. Os resultados dessa busca estao exibidos na Figura
8.
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Figura 8: Quantidade de artigos encontrados em busca pelo termo “carbon dots” na
base de dados da Web of Science, em 20 de dezembro de 2021.
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O aumento no interesse denotado pela Figura 8 pode estar relacionado as
propriedades como resisténcia a fotodegradacdo, emissdo de luminescéncia
ajustavel (dependendo dentre outros fatores do solvente e de heteroatomos
dopantes), rotas de sintese relativamente simples, baixo custo de preparacao, baixa
citotoxicidade e excelente biocompatibilidade, que fazem dos CD uma alternativa
promissora para substituir os quantum dots (QD), que possuem sintese com custo
relativamente mais alto e utiliza ions metdlicos toxicos [36,37,42,43]. Dessa forma,
os CD tém um largo campo de aplicacbes, como por exemplo, marcadores em
bioimagem celular, modificantes em sensores eletroquimicos, optrénica, catélise,
fotocatalise, diodos emissores de luz, células solares e drug delivery [36—38,44-51].
A reducdo na quantidade de artigos para os anos de 2020 e 2021 que

provavelmente se deve a pandemia do Covid-19.

Muitos dos artigos relacionados aos carbon dots foram aplicados em
sensores eletroquimicos, para analises voltamétricas como o trabalho publicado por
por Li et al. [52], para detecc¢ao de nitrito empregando VPD, exibindo uma faixa linear
de deteccéo de 0,70 a 8.000,00 umol-L* e limite de detecgéo de 0,23 umol-L*. Wei
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et al. [53] aplicaram os CD como modificante, em eletrodo de carbono vitreo para
deteccdo de hidrazina, obtendo uma faixa linear de deteccdo de 0,99 a 5.903,00

umol-L1 e limite de detecgdo de 0,024 ymol-L™.

15 Oxido de grafeno (OG) e 6xido de grafeno reduzido (OGr)

Assim como os carbon dots, o grafeno e seus derivados também sé&o
nanoparticulas e possuem algumas propriedades que atraem a atencdo dos
pesquisadores, como alta resisténcia mecanica e conducdo de eletricidade
semelhante aos metais, devido aos seus elétrons que se encontram em um sistema
n-conjugado facilitando a mobilidade eletrbnica, além de possuir grande area

superficial e espessura monoatémica [54,55].

Na literatura podem ser encontrados trabalhos envolvendo os derivados do
grafeno, como o realizado por Phukan [56], com o6xido de grafeno reduzido no
estudo das propriedades de semicondutores e no trabalho de Shao [57] é possivel
conhecer estudos eletroquimicos de sensores baseados em derivados de grafeno,
atuando como biossensores para deteccédo de hormonios. Dentre outras aplicacoes
do OGr temos também o uso como modificante em sensores para determinagcdes
eletroquimicas de horménios e metais [56,58], podendo também ser aplicados como
estabilizador de emulsdes devido a sua caracteristica anfifilica, com uma rede
hidrofébica hexagonal de carbonos e grupos oxigenados em partes do plano basal

e nas bordas, que podem fazer ligacdes de hidrogénio com a agua (hidrofilicos) [31].

Na obtencao do 6xido de grafeno podem ser empregados alguns métodos de
sintese, como exfoliagdo mecanica, deposicdo quimica na fase vapor (DQV), DQV
por plasma, crescimento epitaxial sobre superficies eletricamente isolantes, ou
sinteses quimicas. Utilizando sintese quimica temos o método de Brodie que utiliza
acido nitrico fumegante (HNOs) e clorato de potassio (KCIOs), o método de
Staudenmaier que faz uso de acido sulfarico (H2SOa4) e acido nitrico com o clorato
de potassio como oxidante. Além destes, existe o0 método de Hummers, que
consiste na oxidacdo do grafite utilizando o permanganato de potassio e como

agente intercalador o nitrato de sédio (NaNOs), em acido sulfarico concentrado [55].

Hummers [59] desenvolveu um método que utilizava uma grande quantidade

de reagentes, havendo como consequéncia uma geragao de residuos muito grande,
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0 que mostrou a necessidade de melhoria na rota sintética levando as mudancas
nas propor¢cdes dos reagentes, chegando até a substituicdo ou adi¢cdo de outros
reagentes, sendo chamado entdo de método de Hummers modificado [60—63].

Dessa forma, utilizando-se dos métodos de sintese quimica, teremos grupos
oxigenados no plano basal e nas bordas do oxido de grafeno, que sofrem reducéo
apos tratamento com acido L-ascorbico, apresentando como produto final o éxido
de grafeno reduzido que contém defeitos na superficie causados pela diminuicdo
da quantidade de carbonos hibridizados sp?, e uma quantidade menor de grupos
oxigenados [64]. De modo geral, no OGr, hd& um aumento de carbonos sp? em
relacdo ao OG, devido ao restabelecimento da rede 1r-conjugada, conforme Figura
9.
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Figura 9: Representacdo das estruturas do grafite, grafeno, 6xido de grafeno e
oxido grafeno reduzido obtidos por A) Oxidacgéo e intercalagcédo; B) Redugdo com
acido L-ascorbico; C) Folha de grafeno sem defeitos (pristine). Fonte: Autoria

propria.
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Diante do exposto, percebe-se que diversos autores utilizam em seus
trabalhos materiais derivados do 6xido de grafeno assim como materiais hibridos,

contendo outras espécies quimicas como por exemplo os carbon dots.

1.6 Material hibrido carbon dots/6xido de grafeno reduzido (CD-OGr)

Os carbon dots também estdo presentes em estudos envolvendo materiais
hibridos, que sdo compostos sintetizados com o intuito de se aproveitar as melhores
caracteristicas de cada um dos constituintes, como por exemplo a grande area

superficial dos derivados de grafeno associada aos grupos funcionais presentes na
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superficie dos CD, que podem contribuir para uma melhor interacdo dos analitos,
obtendo assim um material com propriedades Unicas [31]. Para a sintese destes
compostos sdo utilizadas rotas sintéticas que envolvem etapas ex situ e in situ. No
primeiro caso, 0s precursores sao previamente tratados e depois sado colocados
juntos, em um reator para se obter o composto desejado. No segundo caso, um dos
compostos é sintetizado no mesmo reator onde j4 se encontra o outro, conforme

exemplificado na Figura 10 [39].

Figura 10: Fluxograma representativo de rotas de sintese ex situ (em vermelho) e

in situ (em azul). Fonte: Autoria prépria.
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O método de sintese in situ € uma abordagem relativamente simples e

eficiente no preparo de nanoparticulas que podem crescer na matriz escolhida, com
as vantagens de evitar a aglomeracdo de particulas e de manter uma boa
distribuicdo espacial na matriz. A desvantagem desse método € que 0s precursores

gue nao reagirem podem influenciar nas propriedades do material final [65]. Em
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2016, Niu et al. [66] promoveram a formagdo de carbon dots na superficie das
folhas de Oxido de grafeno, para realizar estudos sobre eletrocatalisador néo
metélico para rea¢fes de reducao de oxigénio. Vijeshe et al. [58] também realizaram
estudos das propriedades o6pticas de nanofolhas de carbono, com carbon dots
ligados a sua superficie e observaram que o material hibrido CD-OG exibiu um bom
desempenho Optico ndo linear, assim como observara que a forte fluorescéncia da
amostra faz com que o CD-OG seja um potencial candidato a aplicacdes de

Bioimagem e diodos emissores de luz.

1.7 Determinacéo voltamétrica da HCQ

Estudos realizados sobre a HCQ, a exemplo de Arguelho et al. [67] que
utilizaram eletrodo de carbono vitreo para a determinacdo de HCQ por VPD, com

reposta linear de 20,0 a 500,0 umol-L* e limite de deteccéo de 11,2 pmol-L1. +

Deroco et al. [68] realizaram determinacdo de HCQ em farmacos e urina
sintética, usando um eletrodo de diamante dopado com boro. Utilizando a técnica
de voltametria ciclica constaram que a oxidacdo da HCQ é um processo controlado
por difuséo e envolve apenas um elétron, com reposta linear de 0,1 a 1,9 umol-L*
e limite de deteccdo de 0,06 umol-L-t. Em uma publicacdo do grupo de sensores
eletroquimicos e nanomateriais (GPSENnM), Silva et al. [10] utilizaram nanofolhas de
nitreto de carbono para modificar eletrodos de pasta de carbono e realizar a
determinacdo de HCQ também em comprimidos comerciais e urina sintética, no
intervalo de resposta linear de 10,0 nmol-L* a 6,92 ymol-L* e obtiveram um LOD
de 0,16 nmol-L* e LOQ de 0,52 nmol-L.

O monitoramento da HCQ torna-se de fundamental importancia visto que seu
uso indiscriminado pode causar riscos a saude humana. Desta forma, este trabalho
propde o desenvolvimento e aplicacdo de eletrodos baseados em carbon dots -
suportados em Oxido de grafeno reduzido para a deteccdo de HCQ em amostras de

urina sintética e formulagdes farmacéuticas.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver um eletrodo modificado a partir do material hibrido carbon

dots/6xido de grafeno reduzido (ECO) para aplicacdo na determinacdo de

hidroxicloroquina em fluidos biolégicos e formula¢des farmacéuticas.

2.2

3

3.1

Objetivos Especificos

Sintetizar o o6xido de grafeno reduzido utilizando método de Hummers
modificado e o material hibrido carbon dots/6xido de grafeno reduzido utilizando
metodologia in situ;

Caracterizar as propriedades estruturais, morfolégicas, espectroscépicas e
eletroquimicas dos materiais sintetizados;

Aplicar o material hibrido sintetizado, como modificante em eletrodos de pasta
de carbono e verificar a resposta analitica do eletrodo modificado frente a
deteccao de hidroxicloroquina;

Otimizar os parametros do sistema de andlise e validar a sensibilidade e
seletividade do ECO;

Aplicar o sensor desenvolvido na determinagdo de HCQ em amostras bioldgicas

e formulagdes farmacéuticas.

MATERIAIS E METODOS

Reagentes

Para o desenvolvimento da etapa experimental da pesquisa foram utilizados

reagentes de grau de pureza analitica listados na Tabela 1.
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Tabela 1: Reagentes utilizados na parte experimental deste estudo.

) _ Grau de
Reagente Formula molecular Fabricante
pureza (%)
Acido Acético CH;COOH Vetec 99,70
Acido L-ascérbico CsHgOs Impex 99,00
Acido Bérico H3BO3 Reagen 99,90
Acido cloridrico HCI Neon Quimica 37,00
Acido orto-fosférico H3sPOa Synth 85,00
Acido sulftrico H2S04 Neon Quimica 98,00
Agua ultrapura H20 - -
Cloreto de aménio NHa4Cl Dinamica 99,50
Cloreto de célcio CaClz Dinamica 99,00
Cloreto de potéassio KCI Dinamica 99,50
Cloreto de sédio NaCl Vetec 99,00
Ferricianeto de
o KsFe(CN)s J. T. Baker 99,50
potassio
Ferrocianeto de
o KaFe(CN)6.3H20 Carlos Elba 99,00
potassio
Fosfato de potassio
o _ KH2PO4 Synth P.A.
monobasico anidro
Fosfato de sédio _
o . Naz2HPOa4 Neon Quimica P.A.
dibasico anidro
Fosfato de sédio
o _ NaH2POa4 Synth P.A.
monobasico anidro
Glicose CeH1206 Alphatec 99,97
Grafite em po C Sigma-Aldrich 99,90
Hidréxido de sédio NaOH Impex 99,00
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Permanganato de

o KMnOa4 Sigma-Aldrich 97,00
potassio
Peroxido de ,
. . H202 Neon Quimica 35,00
hidrogénio
Sulfato de
] _ ) C18H26CIN3O - H2SO4 Supelco = 95,00
Hidroxicloroquina
Sulfato de sédio Na2S0a4 Dinamica 99,00
Ureia (NH2)2CO Vetec 99,98

3.2 Sintese do 6xido de grafeno reduzido (OGr)

Para obtencao do OGr, foi utilizado o método de Hummers modificado [59].
Foram adicionados em um béquer 6,00 g de grafite em p6 em 100,0 mL de acido
sulfarico (98,0%), sob agitacao durante 1 h. Apés esta etapa, o béquer foi mantido
em refrigerador por 1 h, em seguida o recipiente foi retirado da refrigeracao e, sob
agitacao constante, foram lentamente adicionados 18,00 g de permanganato de
potassio, e a temperatura do sistema foi mantida abaixo de 25 °C. Em seguida, 0
sistema foi aquecido e mantido & 40 °C por 30 minutos. Foram adicionados 250,00
mL de agua destilada previamente aquecida a 90 °C e a agitacdo foi continuada
durante 20 minutos. Na sequéncia, foi adicionada &agua ultrapura gelada até
completar o volume do béquer para 900,0 mL, adicionado em seguida 50,0 mL de
perdxido de hidrogénio a 30,00%, deixado o sistema em repouso e, apés 12 h, foi
utilizado 1,0 L de solucdo de &cido cloridrico (5,00%), para realizar lavagens do
precipitado obtido, seguidas de centrifugacdo a 4.000 rpm. Logo apés, foram
realizadas lavagens com agua destilada, centrifugando a cada etapa, até o
sobrenadante ficar em pH 7,0. O precipitado foi colocado em um banho ultrassénico
de 40 kHz durante 1 hora. Apds esta etapa, o material foi centrifugado, seco em

estufa a 80 °C por 12 h e armazenado para uso posterior.

Para a obtencdo do oxido de grafeno reduzido (OGr) o 6xido de grafeno
obtido foi colocado em um erlenmeyer de 1,0 L contendo 200,0 mL de uma solugao
20,00 g L de &cido L-ascérbico (AA) e mantido sob agitacdo, a temperatura

ambiente por 48 horas. Em seguida o material foi filtrado, lavado com agua destilada
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e colocado para secar em estufa a 80 °C por 12 horas. A Figura 11 exibe um

fluxograma da rota de sintese utilizada na obtencéo do OGr.

Figura 11: Rota sintética para obtencdo de 6xido de grafeno reduzido. Fonte:

Autoria propria.
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3.3 Sintese in situ do material hibrido carbon dots suportados em 6xido

de grafeno reduzido (CD-OGr)

O material hibrido, carbon dots em matriz de OGr, foi obtido através da
modificacdo do método reportado por Niu et al. [66]. Para isso, foram adicionados
em um béquer 2,00 g de ureia, 1,00 g de glicose, 1,00 g de OGr e 10,00 mL de agua
ultrapura. O sistema foi mantido sob agitacdo durante 30 minutos a temperatura
ambiente e posteriormente foi transferido para um reator de teflon com “camisa” de
aco inox, o qual foi submetido a estufa por 5 horas a 180 °C. Apdés esse periodo, o
reator foi retirado da estufa e resfriado a temperatura ambiente. Ao abrir o reator
observou-se um liquido de cor marrom e um corpo de fundo de cor preta. O material
coletado foi centrifugado a 4.000 rpm por 15 minutos, filtrado a vacuo sendo

coletada a parte liquida e reservada para caracterizacdes. A parte retida no filtro foi
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lavada quatro vezes com agua destilada, em seguida, foi colocado em vidro de
relégio e levado a estufa para secagem a 80 °C durante 12 h, conforme fluxograma
da Figura 12.

Figura 12: Rota de sintese do material hibrido carbon dots in situ em matriz de 6xido

de grafeno reduzido. Fonte: Autoria propria.
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3.4 Preparo de solucdes

3.4.1 Solucdes eletroliticas

Para o desenvolvimento das analises eletroquimicas, solucdes eletroliticas e
solugcbes-estoque do analito foram preparadas, seguindo os procedimentos a

sequir.

Solucéo de Ferrocianeto de potassio/Ferricianeto de potassio:

Foram dissolvidos 0,0329 g de ferricianeto de potassio, 0,0422 g de
ferrocianeto de potassio e 7,4552 g de cloreto de potassio em 100,00 mL de agua

ultrapura, obtida de um sistema Mili-Q.
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Solucdo tampéo B-R (Britton-Robinson) (for¢a ibnica (u) = 0,50 mol-L1)

Foi realizada a adicdo de 4,35 mL de acido acético, 5,05 mL de acido orto-
fosférico, 4,6400 g de &cido bérico em um baldo com afericdo de 500,00 mL. O
volume foi completado com agua ultrapura até o menisco. O pH foi ajustado a 8,0

utilizando uma solugdo de NaOH 3,00 mol-L™.

Solucao tampéo Fosfato (pH 8,0 e u = 0,20 mol-L1)

Para o preparo do tampéo fosfato, foram adicionadas 0,0800 g de fosfato de
sédio dibasico, 0,0400 g de fosfato de sédio monobasico e 1,0500 g de cloreto de
sédio em um baldo volumétrico com afericdo de 100,00 mL, dissolvidas em agua
ultrapura e o volume foi completado, at¢é o menisco. O pH foi ajustado a 8,0,
utilizando uma solucéo de hidréxido de sédio 3,00 mol-L™.

Preparo da urina sintética

Para o preparo da amostra de urina sintética foram dissolvidos 0,1460 g de
NacCl, 0,0800 g de KClI, 0,0540 g de CaCl2-2H20, 0,0500 g de NH4Cl, 0,0700 g de
KH2PO4, 1,25 g de ureia e 0,1120 g de Na2SO4 em agua ultrapura em um baldo

volumétrico com afericdo de 50,00 mL.

Preparo da solucao contendo formulacao farmacéutica

Para a andlise da formulagdo farmacéutica, trés comprimidos comerciais
contendo 400 mg de HCQ foram pesados e macerados utilizando pistilo e almofariz
de 4gata. Em seqguida, foram transferidos para um baldo volumétrico com volume
de afericdo de 100,00 mL e preenchidos até 0 menisco com agua ultrapura. A
solucéo foi submetida a um banho de ultrassom por 10 min para homogeneizacao

completa.
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3.5 Preparacéo dos eletrodos de trabalho

Os eletrodos de trabalho foram preparados através da homogeneizacao
manual dos seus componentes com auxilio de almofariz e pistilo de 4gata, durante
20 minutos. Para o eletrodo de pasta de carbono sem modificacdo (EPC) foi
preparada uma mistura composta por 130,00 mg de grafite em pé e 70,00 mg de
6leo mineral, na proporcéo 65:35 (%m/m). No preparo do eletrodo de pasta de
carbono modificado com o material hibrido carbon dots/6xido de grafeno reduzido
(ECO), foram utilizados inicialmente, 120,00 mg de grafite em p6, 10,00 mg de CD-
OGr e 70,00 mg de 6leo mineral na proporcdo 60:05:35 (%m/m/m),
respectivamente. As pastas de carbono preparadas foram empacotadas,
separadamente, em tubos de polipropileno, e como contato elétrico foi utilizado um
fio de cobre com didmetro da secao transversal de 3 mm. e area geométrica de
17,65 + 0,17 mm?. A Figura 13 mostra uma representacdo de um eletrodo de

trabalho obtido manualmente.

Figura 13: Representagdo de um eletrodo de trabalho preparado manualmente.
Fonte: Autoria propria.
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3.6 Técnicas de caracteriza¢gdes dos materiais sintetizados

3.6.1 Espectroscopia de absorcdo molecular na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis)

As medidas de absor¢do molecular na regido do UV-Vis foram realizadas
através de um espectrofotometro Cary 100 Scan de duplo feixe, na regido de 200-
800 nm, utilizando cubeta de quartzo com caminho éptico de 1,0 cm e agua

destilada como solucao de referéncia (analise do branco).

3.6.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos entre
4000 e 400 cm para os materiais CD, OG, OGr e CD-OGr que foram analisados
em um espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier da
Shimadzu, modelo IR Prestige-21, utilizado o brometo de potassio (KBr) como
agente dispersante, no Nucleo de Energias Renovaveis e Eficiéncia Energética de
Sergipe (NEREES).

3.6.3 Espectroscopia de emissao fluorescente na regido do ultravioleta-
visivel (PL)

Os espectros de emissdo foram obtidos no Centro de Laboratorios de
Quimica Multiusuarios (CLQM), utilizando um equipamento JASCO modelo FP-
8600, na regiao de 360-700 nm com excitacdo das amostras nos comprimentos de
onda 367, 387, 407 e 427 nm. A medida foi realizada em uma aliquota do
sobrenadante coletado na filtracdo apds a sintese do CD-OGr. Para evitar que
eventuais residuos, que tivessem passado pela primeira filtracdo com papel de filtro,
interferissem na medida, a amostra foi filtrada utilizado um filtro de seringa de 0,22
pm. Foram coletados 50,0 pL e transferidos para uma cubeta de quartzo, com
caminho o6ptico de 1,00 cm e em seguida foram adicionados 4,0 mL de agua

destilada.
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3.6.4 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos através do equipamento Bruker OPTIK
GmbH, modelo Senterra, utilizando para o grafite as seguintes condi¢des: laser de
comprimento de onda = 785 nm, poténcia = 50 mW, tempo de integracdo = 150s e
intervalo de medicdo de 88 a 3540 cm. Para o OG, OGr, CD e CD-OGr foram
utilizadas as condi¢des: laser de comprimento de onda = 633 nm, poténcia = 20
mW, tempo de integracédo = 150s e intervalo de medicéo de 60 a 3500 cm™2.

3.6.5 Difragéo de Raios X (DRX)

Para a caracterizacdo do OG, OGr e CD-OGr por DRX, foi utilizado o
difratdmetro de raios X da marca Rigaku RINT PC DMAX Ultima+, no Departamento
de Fisica da Universidade Federal de Sergipe - Campus Itabaiana. Este
equipamento foi operado com radiacdo Cu Ka (0,15 nm) e 26 variando de 8 a 70 ©,
com o passo da medida de 0,026 graus e o tempo de aquisicdo de 70 segundos e

velocidade de varredura de 5 graus/min.

3.6.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Através da microscopia eletrbnica de varredura, realizada no Centro de
Laboratérios de Quimica Multiusuarios (CLQM), analisou-se a morfologia do OG,
OGr e CD-OGr. As amostras foram metalizadas com prata, para obter uma maior
resolucdo da morfologia da superficie, utilizando uma metalizadora Kurt J. Lesker,
modelo 108. As imagens de MEV foram obtidas por um microscopio HITACHI,
modelo TM 3000, no Centro de Laboratorios de Quimica Multiusuarios (CLQM-
UFS). O equipamento foi operado sob vacuo e com aceleracéo do feixe de elétrons
de 15 kV.

3.6.7 Microscopia Eletrénica de Transmisséao (MET)

Realizou-se as analises de microscopia eletrénica de transmissao no Centro
Multiusuario de Nanotecnologia da Universidade Federal do Sergipe (CM-NANO-
UFS). Foi utilizado um microscépio JEOL, modelo JEM 1400Plus, operado em 120

kV. As amostras foram dispersas em alcool isopropilico e submetidas a um banho
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de ultrassom por 10 minutos. Em seguida 5,00 pyL das dispersdes foram gotejadas
sobre telas de cobre recobertas com filme de carbono e disponibilizadas para

andalise.

3.6.8 Procedimentos eletroquimicos

Para realizar o estudo do comportamento eletroquimico dos eletrodos de
trabalho foi utilizado um potenciostato/galvanostato Metrohm Autolab, modelo
PGSTAT100N. Foi utilizada uma célula eletroquimica de 15,00 mL composta por
trés eletrodos: o EPC ou ECO atuando como eletrodo de trabalho, o eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl saturado com 3,00 mol-L* de KCI e um fio de platina como

contra eletrodo, na qual as andlises voltamétricas foram realizadas.

Para a determinacdo da area efetiva do eletrodo de pasta de carbono e do
eletrodo de pasta de carbono modificada com CD-OGr, foi utilizada uma solucéo de
cloreto de potassio (1,00 mol-Lt), contento 1,00 mmolL?! de
ferricianeto/ferrocianeto de potassio, e empregada a técnica de voltametria ciclica
em diferentes velocidades de varredura 10, 20, 50, 100, 200 e 300 mV s™! no sistema

previamente reportado.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espectroscopia de absorgdo molecular na regido ultravioleta-visivel
(UV-Vis)

A técnica do UV-Vis baseia-se na medida da absorcdo da radiacdo
eletromagnética, nas regibes visivel e ultravioleta do espectro, medindo a
quantidade de luz absorvida pela amostra, devido as transi¢cdes eletrénicas do
estado fundamental para o estado excitado [69]. Na Figura 14 encontram-se 0s

espectros dos materiais sintetizados.
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Figura 14: Espectros de absorcdo molecular na regido UV-visivel obtidos em
suspensdes aquosas de OG, OGr, CD-OGr (1,0 mg mL?) e CD. Gréfico inserido:
Ampliagédo do espectro de absorgéo do OGr.
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Os espectros de absor¢cao molecular exibidos na Figura 14 mostram dados
referentes as transi¢des eletrbnicas -1 em 229 nm, atribuidas a ligagdes C-C e
C=C, de regides hibridas sp? de carater aromatico para o OG. As bandas
observadas em 292 nm para o CD, 300 nm para o OG, 286 nm para o OGr e 289
nm para o CD-OGr, podem ser atribuidas a transicdo n-11*, caracteristicas de ligagcao
C=0 de grupos funcionais presentes nesses materiais [58,70]. No grafico inserido
na Figura 14, é possivel observar a presenca de uma banda referente a transicao
eletrénica n-1m* para o0 OGr em 286 nm e um ombro em 229 nm referente a transigéo

T-1m* de carbono sp?2.

4.2 Espectroscopiavibracional naregiéo do infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

Na espectroscopia vibracional na regido do infravermelho quando as

moléculas absorvem radiacdo, sdo excitadas para atingir um estado de maior
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energia, que corresponde a alteracdes energéticas da ordem de 8 a 40 kJ/mol. A
radiacdo nessa faixa de energia engloba frequéncias vibracionais de estiramento e
deformacédo das ligacdes na maioria das moléculas mais covalentes, ndo possuindo
energia suficiente para promover transicoes eletrénicas [71,72]. Na Figura 15 estao

apresentados 0s espectros vibracionais na regido do infravermelho.

Figura 15: Espectros vibracionais na regido do infravermelho do CD, grafite, OG,
OGr e CD-OGr, utilizando KBr como agente dispersante.

CD-OGr,
had : |

OGr |

Grafite 3

Transmitancia (u. a.)

CD§

A

oHf | NH i . ien
(3441)'  (3195) ! : (1398):
: : i , ' I
3000 2000 1000

NGimero de onda (cm™)

Os espectros exibidos na Figura 15 podem confirmar a obtencéo do OG pelo
método de Hummers modificado, através da presenca de bandas caracteristicas de
grupos oxigenados como -OH em 3441 cm?, atribuida a estiramentos do grupo
hidroxila de fendis e alcoois, o estiramento simétrico C=0 em 1643 cm! atribuida
ao grupamento carboxila, C-O-C em 1088 cm™ atribuidas a grupos epoéxi e o
estiramento H-O em 957 cm™. Foi observado no grafico do OGr a diminuicdo da
intensidade das bandas atribuidas aos grupos OH, diminuicdo na intensidade da
absorcéo atribuida ao estiramento da ligacdo C=0 e um aumento significativo na

intensidade da banda atribuida aos grupos epoxi, que pode ter relacdo com a etapa
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de reducéo da sintese [73]. No espectro do CD percebe-se bandas em 3441 e 3195
cm™ atribuidas aos estiramentos das ligagdes O-H e N-H, respectivamente, assim
como a banda em 1398 cm referente ao estiramento da ligagdo C-N, ratificando a

dopagem dos carbon dots com nitrogénio proveniente da ureia [74].

Na Figura 16 observa-se o espectro infravermelho do material CD-OGr para

uma melhor visualizagéo das bandas.

Figura 16: Espectro vibracional na regido do IV para o CD-OGr, utilizando KBr como

agente dispersante.
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As bandas em 3446 e 3156 cm do material hibrido (CD-OGr), na Figura 16,
podem ser atribuidas aos estiramentos vibracionais das ligacdes O-H e N-H,
respectivamente. Observa-se também bandas atribuidas as vibragbes das ligacdes
C=C em 1554 cm, C-N em 1398 cm e C-O de alcoois em 1030 cm™ [70,74,75].
A reducao dos grupos oxigenados reforca a auséncia ou diminuicdo do carater
hidrofilico do CD-OGr [58]. A Tabela 2 apresenta um resumo das atribuicfes para

as bandas caracteristicas obtidas dos materiais sintetizados.
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Tabela 2: Atribui¢cdes das bandas dos grupos funcionais nos espectros de FTIR dos
materiais sintetizados CD, OG, OGr, CD-OGr.

L Grupos Numero de onda (cm™)
Atribuicéo SO0 .
funcionais [75] [76] [66] [56] Experimental
VO-H Alcool 3400 3417 3300 3400 3441
VN-H Amina 3200 3200 3156
vc=0 Carboxila 1700 1727 1605 1717 1643
VC-0-C Eter - 1040 1000 1190 1088
8 o Alcool - 958 1212 - 957
dcN Amina 1390 - 1400 - 1398

Deformacédo angular fora do plano (9); estiramento (v).

Os dados experimentais apresentados na Tabela 2 corroboram com a
literatura confirmando a reducdo do 6xido de grafeno e a obtencdo do material
hibrido CD-OGr, no qual pode-se evidenciar a formacdo dos carbon dots na
superficie do OGr [77].

4.3 Espectroscopia de emissao fluorescente naregido do ultravioleta-visivel
(PL)

Na espectrometria de emisséao fluorescente o elétron da camada de valéncia
interage com o féton e € excitado para um estado de maior energia. Ao retornar
para o seu estado fundamental, o elétron emite a energia recebida pelo féton, na
forma de luz a qual é captada pelo detector do espectrofotdbmetro e convertida em
dados que correlacionam a intensidade de emissao com o comprimento de onda
[78].

As medidas de espectroscopia de emissdo foram realizadas utilizando o
material filtrado, coletado na lavagem do material hibrido CD-OGr (ver item 3.6.3),

atraveés da excitacado em diferentes comprimentos de onda, conforme a Figura 17.



31

Figura 17: a) Espectros de emissao fluorescente em diferentes comprimentos de
onda de excitacdo, do material filtrado coletado na lavagem da sintese do material
hibrido CD-OGr; b) Imagens da dispersdo de CD em (1) e 4gua destilada em (2)

sob luz ambiente e luz UV 365 nm.
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Na Figura 17a observa-se que intensidade da fluorescéncia atingiu seu
maximo para a excitagdo em 367 nm, reduzindo significativamente com a mudanca
de excitacdo para um comprimento de onda de maior energia. Pode-se observar

gue os bandas de emissdo dos CD sao dependentes do comprimento de onda da
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excitacdo. Essa propriedade pode ser atribuida aos diferentes tamanhos das
particulas e a complexidade dos estados de superficie excitada dos CD [44,78,79].
Com base nestas caracteristicas, os CD podem ser aplicados em bioimagem ou

utilizado com sensor fluorimétrico dentre outras aplicacoes.

4.4 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma ferramenta rapida, ndo destrutiva e de alta
resolucao, utilizada para a caracterizacao de estrutura da rede e das propriedades
eletrbnicas, Opticas e de fonon dos materiais. A banda G, apresentada em espectros
Raman, € o modo primario de grafeno e grafite, e representa a configuracdo planar
de carbonos sp? que constitui o grafeno. A banda D esta relacionada ao grau de
desordem ou de defeito na estrutura de carbonos. A banda 2D é resultante do
entrelacamento do processo vibracional de dois fénons e ndo necessariamente esta
a defeitos na estrutura grafitica. Esta banda também pode ser utilizada para
determinar a quantidade de camadas de grafeno, dependendo ndo s6 da posicdo
da banda, mas também do seu formato. Em grafeno monocamada, a banda 2D é
constituida apenas por um pico simétrico com largura de aproximadamente 30 cm-
1 [80,81]. Na Figura 18 observa-se os espectros raman do grafite, OG, OGr e CD-
OGr.
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Figura 18: Espectros Raman do grafite, OG, OGr e CD-OGr.
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Nos espectros Raman do OGr e do grafite (Figura 18) foram observadas a
presenca das bandas 2D em 2623 cm™ e 2634 cm respectivamente, que podem
ser atribuidas a quantidade e forma das camadas. No OG observamos apenas as
bandas D (1325 cm™?) e G (1593 cm™).

A razao Ip/lc foi estimada como 0,34; 0,98; 1,02 e 1,12 para o grafite, OG,
OGr e CD-0OGr, respectivamente. Essa razéo reflete a presenca de defeitos na
estrutura do nanomaterial e esta relacionada a proporcdo de carbono sp3 / sp2.
Quanto maior essa razdo, maior € a presenca de defeitos como buracos no plano
basal, vacancias permanentes e extensao da reorganizacdo da estrutura grafitica
[56,70,77,80].

Habte e Ayele [82] modificaram rotas de sintese, variando parametros como
tempo de reacéo, temperatura e concentracao de reagentes para avaliar o grau de
oxidac&o na obtencao do OG, a partir do grafite em p0, seguida de reducao quimica
com &cido L-ascorbico. Em seu trabalho observa-se os efeitos das mudancgas nas
proporcdes dos reagentes, frente aos niveis de oxidacdo do grafite e reducdo do

OG, onde foi percebido que para a sintese do OGr o melhor resultado obtido foi
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utilizando grafite e permanganato na proporcdo 1:9 em meio &cido (&cido
sulfarico/acido fosférico — 9:1 em volume), porém é necessario um tempo de reacao
de 12h. Faria et al. [83] estudaram o efeito do tempo de oxidacdo (de 4 h a 10 dias)
na sintese de OG e OGr e observaram que aumentando o tempo da etapa de
oxidacdo em até sete dias, é possivel obter folhas de OG com poucas camadas ou

monocamadas.

No trabalho de Niu et al. [66] foi estudada a sintese de 6xido de grafeno
decorado com carbon dots dopados com nitrogénio, como eletrocatalisador sem
metal para a reacdo de reducdo de oxigénio. Observou-se que o material hibrido
obtido (N-CD/OG) exibiu excelente atividade eletrocatalitica, para as reacdes de
reducdo de oxigénio estudadas, quando comparado ao desempenho dos materiais
separados (N-CD e OG) ou da mistura destes materiais, devido aos defeitos na
estrutura grafitica e ao efeito sinérgico dos N-carbon dots incorporados nas

camadas do OG.

Com base nesses trabalhos e nas caracteriza¢des realizadas neste estudo,
temos evidéncias da obtencdo do material hibrido CD-OGr que sera utilizado na

modificacdo dos eletrodos de pasta de carbono para determinacao de HCQ.

4.5 Difracéo de Raios X (DRX)

Nesta técnica um feixe de raios X incide sobre o material a ser estudado e
interage com a estrutura atdbmica da amostra. Como resultado, o feixe é difratado
pelos seus atomos em varias direcdes e carregam informacdes sobre a estrutura
atbmica, que sdo de grande importancia para sua caracterizacdo. Os raios
difratados que chegam ao detetor sdo convertidos em dados que podem ser
interpretados e tratados. Na Figura 19 estéo apresentados os difratogramas obtidos
para o OG, OGr e CD-OGr.
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Figura 19: Difratogramas de raios X do OG, OGr e CD-OGr

Intensidade (u. a.)

26 (grau)

Na Figura 18 é possivel observar o pico de difracdo do OG em 26 = 11,39 ©,
correspondente ao plano (001) e esté relacionado a uma distancia entre camadas
de 0,76 nm, semelhante ao encontrado na literatura [70,77] e calculada utilizando a
Lei de Bragg, exibida na Equagéo 1:

n\ = 2d-senb (Equacéao 1)
Onde:
n = ordem de reflexao;
A = comprimento de onda;
d = distancia interplanar;

6 = angulo de reflexao.

Nos difratogramas do OGr e do CD-OGr os picos em 20 = 26,68 ° e 20 =

26,66 °, respectivamente, semelhante aos resultados encontrados na literatura
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[31,84]. Esses picos sdo atribuidos ao plano (002) do éxido de grafeno reduzido e
ambos possuem uma distancia interplanar de cerca de 0,33 nm, que se apresenta
menor que a distancia calculada para o OG (0,76 nm), devido a diminuicdo dos
grupos oxigenados em decorréncia do processo de reducdo quimica do método de
sintese de Hummers [56]. O alargamento do pico em 20 = 26,68 ° indica a

incorporagao dos carbon dots na estrutura do OGr.

4.6 Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletronica de varredura é uma técnica de obtencdo de imagens
da estrutura e morfologia dos materiais. Um feixe de elétrons de alta energia é
incidido sobre a amostra e, ao entrar em contato com a superficie do material, ird
interagir com os atomos da camada mais externa, ao passo que as interacdes
geradas sdo captadas por detectores acoplados ao equipamento e 0s sinais
recebidos serdo traduzidos em imagens na tela do computador, possibilitando a

visualizacao e estudo de particulas em escala nanométrica.

Para analisar as caracteristicas morfologicas das amostras de OG, OGr e CD-
OGr foram realizadas andlises de MEV e as imagens obtidas com ampliacéo de
6000 vezes estao exibidas na Figura 20.
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Figura 20: Imagens obtida por MEV do grafite, a) OG, b) OGr e c) CD-OGr com
ampliacdo de 6000 vezes, utilizando aceleracéo do feixe de elétrons de 15 kV, sob

Vacuo.

N D42 x6.0k 10 um

N D51 x6.0k 10um

D4.0

x6.0k 10 um

Observa-se na Figura 20a que o OG apresenta uma estrutura semelhante a
uma folha de papel amassada, que pode ter sido causada pelo processo de
oxidagcao do grafite. Na Figura 20b, o OGr apresenta uma maior corrugacao das
folhas, provavelmente causado pela diminui¢cdo dos grupos oxigenados, atraveés da
redugcdo com o &cido L-ascorbico. A aparéncia granular e ainda mais enrugada do
CD-OGr (Figura 20c) pode ser consequéncia da insercdo dos carbon dots, bem

como do processo de sintese hidrotermal in situ.

4.7 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

O microscopio eletrénico de transmissao utiliza um feixe de elétrons incidido
nas amostras para obtencao de imagens. Na imagem de campo claro, as regides

claras indicam que todos os elétrons foram transmitidos através da amostra,
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enguanto as regidées mais escuras denotam que uma parte dos elétrons ndo foram
capazes de passar pela amostra. Isso nhormalmente leva a um fundo claro com um
objeto escuro. O contraste do objeto em relagcdo ao fundo € influenciado por fatores
como a espessura do objeto e 0 numero de massa ou numero atdmico dos
elementos constituintes da amostra. Conforme a espessura ou 0 nimero de massa
aumenta, a amostra fica mais escura na imagem [85]. Na Figura 21 encontram-se
os resultados das analises para o0 OG e OGr obtidos por microscopia eletrénica de

transmissao.

Figura 21: Imagens de MET dos materiais a) OG e b) OGr com ampliacao de 10.000

vezes.

05pum

Na Figura 21a e Figura 21b observa-se materiais constituidos de folhas finas,
evidenciado por manchas escuras indicando sobreposicdes destas folhas. Na

Figura 21b é possivel observar que as folhas de OGr apresentam-se mais rugosas.

5 Caracterizacao eletroquimica dos eletrodos

A caracterizagdo do comportamento eletroquimico para os eletrodos EPC e
ECO foram realizadas por voltametria ciclica em solu¢do 1,00 mol-L* de KCI
contendo 1,00 mmol-L? de [Fe(CN)e]*/*, que apresenta picos de oxidacdo e
redugé@o bem definidos. As analises foram realizadas nas velocidades de varredura
de 10, 20, 50, 100, 200 e 300 mV s*. Na Figura 22 estdo apresentados 0s

voltamogramas ciclicos obtidos.



Figura 22: Voltamogramas ciclicos em solugdo 1,0 mol-L* de KCI contendo 1,0

mmol-L* de [Fe(CN)s]*’*, empregando os eletrodos a) EPC e b) ECO em diferentes

velocidades de varredura.
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Na Figura 22 observa-se os picos de oxidacao referentes a Fe(ll)/Fe(lll) e os

potenciais de pico anddico aparecem em torno de +0,3 a +0,4 V (vs. Ag/AgCl). Os

picos de reducéo sao de Fe(ll)/Fe(lll), com potencial de pico catodico presentes em

aproximadamente +0,2 V (vs. Ag/AgCl). Observa-se um alargamento dos picos de

oxidagéao e reducéo, para o ECO maior que para o EPC, que pode estar associado

ao efeito da corrente capacitiva, estando mais intensa que a corrente faradaica. A

relacdo linear apresentada para o EPC e 0 ECO, entre a variacdo da raiz quadrada

da velocidade de varredura e a intensidade de corrente dos picos anddicos (lpa) €

catodicos (Ipc), € comportamento tipico de processos eletroquimicos controlados por
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difusédo [86]. O ECO frente ao EPC apresentou valores superiores de Ipa € lpc, que
sugere uma interagdo mais efetiva entre eletrodo-analito, influenciada pela

presenca do hibrido de carbon dots/6xido de grafeno reduzido na pasta de carbono.

A area superficial € um parametro de suma importancia para analises
eletroquimicas, pois uma area superficial maior pode aumentar a sensibilidade do
eletrodo. A equacao de Randles-Seveik (Equacéo 2), permite calcular a area efetiva
dos eletrodos EPC e ECO. Na reacdo do par redox de [Fe(CN)s]*’*, apenas um
elétron participa do processo e o coeficiente difusional (D) é bem estabelecido e
igual a 7,6 10° cm? s [15]. Na Equacdo 3 esta representada a reagdo do par

oxidac&o-reducao para o [Fe(CN)e]3/4-.

lpa = 2,69-10°-n%2-ADY/2-Cp?/2 (Equacéao 2)
[Fe(CN)¢]3™ + 1e™ = [Fe(CN)g]*™ (Equacéo 3)

lpa = corrente de pico anddica (A)

n = numero de elétrons envolvidos na reacao

A = area efetiva do eletrodo (cm?)

D = coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (cm?-s™)
C = concentracéo da espécie eletroativa (mol-cm-3)

v = velocidade varredura (V-s?)

As areas efetivas calculadas para o EPC e o ECO foram de 0,21 cm? e 0,29
cm?, respectivamente. Observa-se um aumento na area efetiva do ECO em relagdo
ao EPC, que indica que o material hibrido influencia positivamente na interacdo do
eletrodo com o analito, de modo a promover o aumento da area superficial do

eletrodo, o que traz uma melhora no desempenho de detecc¢éo do analito.

5.1 Deteccao voltamétrica de HCQ

As analises realizadas tiveram o objetivo de avaliar o comportamento do EPC
e do ECO contendo 5% do material hibrido CD-OGr na presenca da
hidroxicloroquina (HCQ). Para a obtencéo dos voltamogramas de pulso diferencial
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anaodico, foram realizadas pré-concentracdes e varreduras em uma mesma cela
eletroquimica, contendo apenas 10 mL do eletrdlito suporte (branco), seguida da
adicdo de uma aliquota da solucdo estoque de HCQ 0,5 mmol-L, com posterior
leitura voltamétrica apdés a etapa de pré-concentracdo. As varreduras foram

realizadas em triplicata (n = 3). Os dados obtidos estédo exibidos na Figura 23.

Figura 23: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos na presenca de 0,5 umol-L-
1 de HCQ utilizando o ECO. Parametros experimentais: Tampdo B-R (pH 8,0);
tempo de pré-concentracdo = 180,0 s; velocidade de varredura 10,0 mV-s;

amplitude de pulso de 50,0 mV; tempo de pulso 50,0 ms.
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Na Figura 23 observou-se a presenca de um pico anddico nos voltamogramas
antes da adicao do analito, ou seja, na analise voltamétrica realizada com a solugéo
do branco, quando utilizado o ECO, na regido de potencial em torno de +0,62 V (vs.
Ag/AgCl). A presenca de tal sinal sugere uma possivel oxidacdo da espécie
presente como modificante do eletrodo (CD-OGr). O voltamograma em azul (ECO)
mostrou-se bem superior em relagcdo ao EPC, com uma intensidade de sinal de
aproximadamente cem vezes maior e pico de corrente anddica em + 0,65 V (vs.
Ag/AgCl).
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Na etapa seguinte do estudo voltamétrico do ECO serdo realizadas
otimizacbes de eletrdélito, pH, composi¢cédo do eletrodo e parametros da técnica de
voltametria de pulso diferencial, com o objetivo de se obter um aumento de

sensibilidade na deteccédo do HCQ utilizando o eletrodo modificado.

5.2 Influéncia do meio

5.2.1 Eletrdlito suporte

O meio eletrolitico tem influéncia direta em parametros como condutividade
elétrica, regido de pH e forca i6nica da solucdo. Dessa forma, foram avaliadas a
influéncia das variaveis como eletrélito de suporte e pH, com o objetivo de se obter
parametros otimizados, melhorando dessa forma a resposta eletroquimica do
eletrodo modificado em relacdo ao analito. Khoobi et al. [87] e Goreishi et al. [12]
reportaram em seus trabalhos o uso de solucdes tampéo B-R e tampéao fosfato,
respectivamente, em pH 8,0 no estudo voltamétrico da HCQ. Neste trabalho foram
utilizadas solu¢des tampao B-R, fosfato e o tampéao borato, ambos em pH 8,0 para

o estudo da influéncia do eletrélito suporte, na determinacdo de HCQ (Figura 24).
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Figura 24: Voltamogramas de pulso diferencial anédico do ECO na presenca de
0,5 umol-L** de HCQ em tampéo BR, fosfato e borato. Parametros experimentais:
teor de modificante = 5,0%; pH 8,0; tempo de pré-concentracédo = 180,0 s; v =10,0

mV s1; amplitude de pulso de 50,0 mV; tempo de pulso 50,0 ms.
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Na Figura 24, observa-se o deslocamento do sinal analitico para o tampéao
borato e uma intensidade de corrente de pico anédico menor que 0s outros dois
tampdes. A diferenca de intensidade de corrente entre os tampdes B-R e fosfato
nao foram significativas, mesmo levando-se em consideracao suas forcas ionicas
(0,50 e 0,20 mol-L?1, respectivamente). O tampéo B-R foi escolhido por permitir uma

faixa maior de analise (2,0 — 12,0) para a realizacao do estudo de pH.

A avaliagdo dos parametros otimizados considera a magnitude do sinal de
corrente obtida (lpa) € 0 alargamento e/ou deformacdo dos picos, caracterizados
pela largura de pico a meia altura (Wuw2). Este ultimo parametro foi levado em
consideracao uma vez que o alargamento dos sinais de corrente pode interferir na

seletividade do método e inviabilizar uma eventual analise simultanea.
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5.2.2 Influéncia do pH

O pH da solucao tem influéncia nas caracteristicas dos materiais utilizados
para a modificacdo de eletrodos e afeta diretamente os processos envolvidos nas
reacoes eletroquimicas, que podem ocorrer por diversos mecanismos de acordo
com a espécie presente majoritariamente em cada valor de pH [88]. Na Figura 25

esta apresentada a distribuicdo de espécies da HCQ com a variagdo do pH.

Figura 25: Gréfico de distribuicdo das espécies da hidroxicloroquina com a variacao
de pH. Fonte: Disponivel em: <https://chemicalize.com>. Acessado em 07/01/2021.
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Pode -se observar na Figura 25, que a HCQ apresenta em maior porcentagem
de uma espécie com dois nitrogénios protonados, na regido de pH acido, sendo um
do anel aminoquinolinico e outro do grupo amino terciario. Observa-se também, que

a partir do pH 6,0 h& o surgimento de duas espécies, sendo uma monoprotonada,
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no nitrogénio do grupo amino terciario, predominante em pH 8,0 e a segunda em

pH alcalino acima de 10,0, na forma neutra.

ApoOs a analise das espécies de HCQ foi utilizado tamp&o B-R no intervalo de

pH 6,0 a 11,0, como exibido na Figura 26a.

Figura 26: (a) Voltamogramas de pulso diferencial anddico na presenca de
0,5 pmol-L't de HCQ em tampé&o B-R para diferentes valores de pH, utilizando o

ECO; (b) variagéo da Ip e de W12, em funcdo do pH; condi¢cdes do experimento:

5,0% do teor de modificante, pré-concentragdo 180,0 s, v = 10,0 mV s!; amplitude

de pulso de 50,0 mV; tempo de pulso 50,0 ms.
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Na Figura 26a foi observado uma tendéncia de aumento no sinal analitico
conforme se aumenta o pH, com um desvio dessa tendéncia no pH 8,0, indicando
uma possivel influéncia do pKa (7,28) do nitrogénio do anel aminoquinolinico, como
mostrado na Figura 26b, onde se encontram dados dos picos de intensidade e

largura & meia-altura dos respectivos picos.

Referente aos resultados obtidos no estudo da influéncia do pH, a relagéo

entre o sinal analitico do branco, o sinal da HCQ obtido e levando-se em
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consideracdo a largura a meia-altura dos voltamogramas, o pH 8,00 mostrou-se
melhor para dar continuidade aos estudos das otimiza¢cdes para determinagédo da
HCQ, tendo em vista que as varreduras realizadas em pH acima de 8,00

apresentaram um maior alargamento dos voltamogramas.

5.3 Influéncia do teor do modificante

Um ganho significativo em seletividade e sensibilidade pode ser conseguido
mediante a utilizacdo de um agente modificante. Neste sentido realizou-se o estudo
do teor de CD-OGr no ECO, mantendo fixa a propor¢do em massa 6,5:3,5 (m/m).
Para respeitar a propor¢cdo de composicédo do eletrodo, as variagcdes no teor do
modificante foram realizadas na porcédo referente ao sélido (grafite em po),
mantendo a quantidade do liquido (6leo mineral) constante. Os voltamogramas
apresentados na Figura 27a, foram obtidos empregando modificacées nos eletrodos
nas proporcodes de 2,5%, 5,0%, 10,0% e 20,0% do material hibrido (CD-OGr).

Figura 27: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para deteccdo de
0,5 pmol-L* de HCQ em funcdo do teor de modificante no ECO. Condicdes

experimentais: pH 8,0; tempo de pré-concentragdo = 180,0 s, v = 10,0 mV s¥;

amplitude de pulso de 50,0 mV; tempo de pulso 50,0 ms.
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Foi observado um aumento significativo na intensidade do sinal analitico com
o incremento da proporgéo do modificante, conforme apresentado na Figura 27a,
indicando que a presenca do hibrido aumenta a sensibilidade na detecgéo da HCQ.
Apesar do deslocamento do pico anodico para potenciais mais positivos, a
modificacdo com 10,0% de CD-OGr foi escolhida para dar prosseguimento ao

estudo por apresentar uma melhor relacao sinal-Wui2 (Figura 27b).

5.4 Influéncia do tempo de pré-concentracao

O estudo da influéncia do tempo de pré-concentracéo se torna imprescindivel
para determinar o tempo necessario para que a HCQ seja adsorvida (quimica e/ou
fisicamente) e acumulada na superficie do eletrodo de trabalho. A pré-concentracao
envolve uma etapa de acumulacdo seguida de uma etapa de detecc¢éo, na qual o
material acumulado é faradaicamente oxidado ou reduzido, antes de iniciar a analise
voltamétrica, e assim obter uma boa resposta analitica [89]. Para esta etapa foi
estudado o comportamento do ECO na deteccdo da HCQ, em funcé&o do tempo (0

a 900 s), como apresentado na Figura 28a.
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Figura 28: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para detecgcédo de
0,5 umol-L** de HCQ em funcéo do tempo de pré-concentracéo, utilizando o ECO.

CondicGes experimentais: pH 8,0; teor de modificador = 10,0 %, v = 10,0 mV s;

amplitude de pulso de 50,0 mV; tempo de pulso 50,0 ms.
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Na Figura 28a foi possivel observar o deslocamento do sinal analitico para
potenciais mais positivos, com o aumento do tempo de pré-concentracdo. Nao foi
possivel observar a saturacdo da superficie do eletrodo, no intervalo de tempo
estudado, uma vez que ndo houve reducdo na corrente de pico anddico (Figura
28b). Esse comportamento pode estar diretamente relacionado a grande é&rea
superficial do CD-OGr. O tempo de 300,0 s foi escolhido para dar continuidade ao
trabalho, porque tempos de pré-concentracdo mais altos ndo apresentaram
vantagens em relacdo a resolucdo dos picos de corrente obtidos, além do
desenvolvimento do método se tornar dispendioso com 0 uso de maiores tempos

de pré-concentragéo.

5.5 Influéncia da amplitude de pulso

A amplitude de pulso é caracterizada pela intensidade de potencial elétrico
aplicada a cada pulso. O aumento dessa intensidade de potencial pode promover
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uma maior energia na superficie do eletrodo, gerando uma maior intensidade do
processo faradaico, provocando também um alargamento dos picos, que €
associado a baixas resolugdes, devido a contribuicdo da corrente capacitiva, que
pode afetar a sensibilidade das medidas. A avaliacdo da intensidade de corrente e
da largura de potencial de pico devem ser consideradas na escolha da amplitude
de pulso. A Figura 29a apresenta as respostas eletroquimicas obtidas de acordo
com a variagcdo da amplitude do pulso aplicada através da técnica de VPD, com
intervalo de 1,0 a 150,0 mV.

Figura 29: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para detec¢éo de 0,5 pmol-L-

1 de HCQ em funcdo da amplitude de pulso, utilizando o ECO. Condigdes

experimentais: pH 8,0; teor de modificante = 10,0 %, v = 10,0 mV s, tempo de pré-

concentracdo = 300,0 s; tempo de pulso 50,0 ms.

a) b)
70 70
— 150 mV
| =125 mVv - 040
60 7 s 100 MV 60

]
"
75 mV | % }/ 74 L 0,38
50 - 50 mV 50 4 \%/ \I/
] 25 mV J - 0,36
m— 15 mV 1
40 — 5 mV 40 0,34

< 1 — 1 mV < / >
= w > : 032 -
_o _a 30 ) ;
20 20 4 - 0,30
- 0,28
10 1 10 A .
e
Ve - 0,26
0 - o4 «"
T T T T T T T T T T T T — T T — 1 LI LI — 0,24
02 04 06 08 10 12 0 25 50 75 100 125 150
E (V) vs Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L™ Amplitude de pulso (mV)

Os resultados na Figura 29 mostraram que 75,0 mV foi o valor de amplitude
de pulso que mais contribuiu para um melhor perfil do sinal eletroquimico da HCQ,
com intensidade significativa de corrente de pico, levando-se em consideracéo a

largura a meia-altura, ndo afetando significativamente a resolugdo da medida.
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5.6 Influéncia do tempo de pulso

O tempo de pulso também é um parametro diretamente relacionado com a
contribuicdo da corrente faradaica, que é a corrente de interesse, sendo medido
uma vez antes da aplicacdo do pulso e outra ao final do pulso. O tempo de cada
medida € dependente deste parametro, influenciando diretamente na frequéncia
analitica. Os voltamogramas obtidos no estudo da influéncia do tempo de pulso
estdo apresentados na Figura 30.

Figura 30: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para deteccdo de

0,5 pmol-L** de HCQ em funcéo do tempo de pulso, utilizando o ECO. Condi¢ées

experimentais: pH 8,0; teor de modificante = 10,0 %; v = 10,0 mV s'%; tempo de pré-

concentracdo = 300,0 s; amplitude de pulso = 75,0 mV.
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Na Figura 30a é possivel observar um aumento do Ip para um aumento do
tempo de pulso, seguido de uma estabilizacdo e reducéo significativa da corrente
de pico anddico para 20,0 e 30,0 ms, respectivamente. Os dados apresentados na
Figura 30b, mostram que para tempos de pulsos abaixo de 10,00 ms ocorre o
alargamento significativo do sinal eletroquimico, que se torna mais evidente quando
utilizado 2,5 ms, assim como também ocorre uma diminuig&o no sinal analitico. Para

os tempos de 10,0 e 20,0 ms n&do ha uma variagéo significativa na intensidade da
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corrente de pico anddico, mas temos a diminui¢cao da largura & meia altura a medida

em que se aumenta o tempo de pulso.

O tempo de pulso de 20,0 ms foi escolhido para continuidade dos estudos por

apresentar boa relacdo entre a resposta analitica e a largura a meia-altura (W12).

5.7 Influéncia da velocidade de varredura

A velocidade de varredura esta associada ao tempo de pulso em segundos.
Velocidades de varreduras mais altas podem aumentar o sinal obtido e, dessa
forma, melhorar a sensibilidade do método. Em contrapartida, incrementos maiores
de potencial podem levar a um alargamento dos picos, podendo diminuir a definicdo
dos picos obtidos. Nessa etapa do estudo foi observada a influéncia da variacdo da

velocidade de varredura de 5,0 a 30,0 mV s, conforme apresentado na Figura 31.

Figura 31: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para deteccdo de
0,5 pmol-L** de HCQ em funcéo do tempo de pulso, utilizando o ECO. Condi¢ées

experimentais: pH 8,0; teor de modificante = 10,0 %; tempo de pulso =20 ms; v =

(5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 25,0 e 30,0 mV st); tempo de pré-concentracdo = 300,0 s;
amplitude de pulso = 75,0 mV.
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Pode-se observar na Figura 31a o0 aumento da intensidade de corrente de pico

anodico com o aumento da velocidade de varredura. Percebe-se também um

deslocamento de + 0,05 V Para a velocidade de 25,0 mV s*. Na Figura 31b nota-

se um desvio do comportamento do sinal analitico, quando utilizado 25 mV s, com

um deslocamento de 0,073 V para potenciais mais positivos, porém foi observado

um menor alargamento do pico anddico em relagdo ao sinal analitico, sendo esta

velocidade a escolhida para continuacdo do estudo.

Na Tabela 3 estédo apresentados os parametros otimizados durante avaliacéo

voltamétrica do ECO frente a deteccao da HCQ.

Tabela 3: Parametros operacionais otimizados para determinacao voltamétrica de

HCQ em tampéo B-R.

Parametros estudados Intervalo Parametros otimizados
pH 2,0-11,0 8,0
Tempo de pré-concentracao (s) 0-900,0 300,0
Tempo de pulso (ms) 2,5-30,0 20,0
Amplitude de pulso (mV) 1,0-150,0 75,0
Velocidade de varredura (mV s1) | 5,0-30,0 25,0

Os parametros otimizados serdo utilizados nas préximas etapas do

desenvolvimento do método analitico para a aplicacdo do sensor eletroquimico na

determinacao de HCQ. Na Figura 32 estdo apresentados 0s voltamogramas para o

ECO antes e apoés a realizacdo das otimizacdes.
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Figura 32: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para deteccao de
0,5 umol-L** de HCQ em tampéo B-R pH 8,0 para o ECO.
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Na Figura 32 tem-se um comparativo onde foi possivel perceber um aumento
da corrente de pico anddico, de cerca de 36 vezes, em decorréncia das otimizacdes
realizadas, que podem ser traduzidas em aumento de sensibilidade. Na Tabela 4
temos um resumo comparativo dos parametros utilizados no desenvolvimento do

ECO para a determinacéo de 0,5 umol-L* de HCQ.

Tabela 4. Comparativo entre os parametros utilizados antes e apds as otimizacdes

para determinacao voltamétrica de HCQ em tampao B-R.

Parametros utilizados

Parametros estudados — —
Iniciais Finais

pH 8,0 8,0
Tempo de pré-concentracao (Ss) 180 300
Tempo de pulso (ms) 50,0 20,0
Amplitude de pulso (mV) 50,0 75,0
Velocidade de varredura (mV s) 10,0 25,0
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6 Validagdo do método

O desenvolvimento do método iniciou-se apods a otimizacao das condi¢des de
medida e parametros referentes as melhores condi¢cfes para determinacao de HCQ
utilizando o ECO. Para verificar a regido de resposta linear para o sensor proposto,
o eletrodo modificado foi submetido a deteccdo de HCQ em diferentes
concentragdes, resultando na construgdo da curva analitica. Foram realizadas
medidas voltamétricas em triplicata (n= 3) na faixa de concentracdo de 19,96
pmol-Lt a 282,00 nmol-L"* de HCQ, onde foi possivel determinar a regido linear de

19,96 a 138,06 pmol-L* de acordo com a curva analitica apresentada na Figura 33.

Figura 33: Curva de calibracdo para diferentes concentracdes de HCQ (19,96;
39,84; 59,64; 79,36; 119,00 e 138,06 pmol-L%, utilizando o ECO. Condicdes
experimentais: tampao B-R pH 8,0; teor de modificante = 10,0 %; tempo de pulso =

20 ms; v= 25,0 mV s!; tempo de pré-concentracdo = 300,0 s; amplitude de pulso =

75,0 mV.
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Na Figura 33a observa-se o aumento da intensidade de corrente de pico
anodico, demonstrando uma dependéncia dos sinais de corrente pico obtidos em
funcéo da adicdo de HCQ. A Figura 33b foi construida a partir das intensidades de
corrente de pico andédico em um potencial fixo de 0,53 V (vs. Ag/AgCl), em seguida
um recurso matematico de ajuste linear foi aplicado e obteve-se uma reta que
apresenta coeficiente de linearidade (R?) de 0,980 e equacdo da regresséao linear
lpa (uA) = 32,7 + 2,73 x10° Chcq (umol-L 1), na forma da Equagéo 4:

y = a + bx (Equacéo 4)
Onde:

y é a resposta medida;
X: concentracao do analito;
a: coeficiente linear (interse¢cdo com o eixo y, quando x = 0);

b: coeficiente angular (inclinacdo da curva analitica = sensibilidade).

Com o objetivo de se determinar o desvio-padrdo da média aritmética (Sp) e
estimar os valores do limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagéo (LQ) foram
realizadas dez varreduras em tampéao B-R sem a presenca do analito. O LD € a
menor quantidade de analito na amostra que pode ser detectada, mas néo
necessariamente quantificada sob as condi¢des estabelecidas para o ensaio. O LQ
€ a menor quantidade do analito na amostra que pode ser quantitativamente

determinada com preciséo e exatidao aceitaveis [90,91].

O LD e o LQ podem ser obtidos através das Equacdes 5 e 6, respectivamente,

levando-se em consideracdo a razdo entre Sp e 0 coeficiente angular da curva

analitica (b):
LD =3,3 S—bb (Equacéo 5)
LQ = IOS—b (Equacio 6)
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A Tabela 5 apresenta uma comparacdo do desempenho analitico do sensor
desenvolvido frente a diversos sensores utilizados para determinagdo de HCQ e
reportados pela literatura.

Tabela 5: Comparativo entre diferentes eletrodos modificados para determinacéo
de HCQ.

Eletrodo Método LD (mol-L') LQ (mol-L?) IRL (mol-L™?) Ref.

MWCNT/ECV VPD 6,00 -10° * 5,70 -10%- 1,00 -10* [12]

ECV VPD 1,12 -10° * 2,00 -10°- 5,00 -10* [67]

ZnS @OGr /[ECV VPD 0,39 -10° 1,18 -10° 5,00 -10° - 6,50 -108 [92]

DDB VOQ 0.06 -10° * 1,00-107-1,90 -10° [93]

B-CD/EPC VPD 4,60 -1077 1,5-10°° 1,00-10°-1,00-102 [94]

VS, (QD)/N,S@AGG VPD 0,28 108 * 0,84 -10%-22,5-10¢  [95]
CNNS/EPC VPD 0,16 -10° * 0,01-10°%-6,92-10° *
ECO VPD 2,40 1012 7,99 -10°1? 1,99 -10 - 1,38 -:101° *x

IRL- Intervalo de resposta linear. MWCNT/ECV- Eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono. ZnS @OGr /ECV- Nanoparticulas de sulfeto de zinco suportadas em 6xido
de grafeno reduzido. DDB- Eletrodo de diamante dopado com boro. 3-CD/EPC- Eletrodo de pasta
de carbono modificado com ionéforo de B-ciclodextrina. VS2 (QD)/N, S@AGG- Quantum dots de
dissulfeto de vanadio suportados em aerogel de grafeno, co-dopado com nitrogénio e enxofre.
CNNS/E- Eletrodo de pasta de carbono modificado com nanofolhas de nitreto de carbono. *N&ao
informado pelos autores. **Eletrodo estudado neste trabalho.

Na Tabela 5 observa-se que o ECO apresentou baixos valores de LD e de LQ,
assim como um significativo intervalo de resposta linear, além de um método de
preparo de eletrodos mais simples aliado a forma como a superficie eletrodica &
renovada, o que se faz necessario entre cada varredura. Os dados da Tabela 5
comprovam que o eletrodo desenvolvido pode detectar de forma satisfatéria a HCQ,
em relacéo a outros eletrodos modificados. Além disso, os baixos limites de LD e
LQ obtidos com o sensor permitem a sua aplicacdo em matrizes como residuos de

origem bioldgica e produtos de origem farmacéutica.

7 Estudo de repetibilidade e reprodutibilidade

A precisdo do método foi avaliada, através dos estudos de repetibilidade e

reprodutibilidade, com o intuito de garantir um bom desempenho analitico para o
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ECO, durante as determinacdes de HCQ. Desta forma, no estudo da repetibilidade
foram realizadas dez medic¢des sucessivas (n = 10), com renovacéo da superficie
do eletrodo, apds cada varredura. Na Figura 34 estao apresentadas as intensidades

relativas de cada varredura, em relacéo ao valor médio das medidas.

Figura 34: Variacao relativa das correntes de pico anddicos para 59,6 pmol-L* de

HCQ utilizando o ECO. Condigdes experimentais: tampao B-R pH 8,0; teor de

modificante = 10,0 %; tempo de pulso = 20 ms; v = 25,0 mV s; tempo de pré-

concentracéo = 300,0 s; amplitude de pulso = 75,0 mV; n=10.
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Na Figura 34 os valores de corrente de pico relativos obtidos para cada medida
foram comparados a média de todas as intensidades de correntes (Ipa = 41,00 £
1,15 pA), e observou-se que tais medidas ndo apresentaram diferencas
significativas entre si, ndo havendo uma variagdo maior do que + 2,79% entre as
intensidades de correntes de pico relativas. Indicando que o método apresenta uma
boa repetibilidade analitica, estando de acordo com os critérios de aceitacao do
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia — INMETRO, que permite
um desvio-padréo relativo de até 30 % para concentra¢gdes de analitos da ordem de

1 parte por bilh&o (ppb) ou pg/kg [90].
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Para o estudo da reprodutibilidade foi avaliada a variagéo nas medidas de VPD
para um mesmo eletrodo modificado, realizando seis varreduras consecutivas, com
a renovacdo da superficie apos cada varredura. As intensidades relativas estdo

apresentadas na Figura 35.

Figura 35: Variacdo relativa das correntes de pico anddicos para 59,6 pmol-L* de
HCQ utilizando o ECO. Condigbes experimentais: tampao B-R pH 8,0; teor de

modificante = 10,0 %; tempo de pulso = 20 ms; v = 25,0 mV s; tempo de pré-

concentracéo = 300,0 s; amplitude de pulso = 75,0 mV; n = 6.
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Na Figura 35, foi observa-se pequenas variacdes de + 2,03 % em relacdo a
média das medidas. Este percentual ndo apresenta diferenca significativa e se
encontra dentro dos critérios de aceitacdo para reprodutibilidade, aceitando
desvios-padréo relativos de até 45%, para concentragfes da ordem de 1 ppb ou

ug/kg, de acordo com o Inmetro [90].

7.1 Estudo de Substancias Interferentes

A seletividade do método foi avaliada no estudo de interferentes frente ao sinal
analitico da HCQ. Foram utilizadas substancias como ions metalicos, sais minerais,

acidos orgéanicos e agucares, que podem causar alguma variagdo na intensidade da
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corrente de pico e/ou no perfil voltamétrico da HCQ, atuando como possiveis
interferentes no sinal analitico. Para realizar este estudo utilizou-se substancias
empregadas como interferentes em estudos prévios, encontrados na literatura, a
exemplo do trabalho de Alkahtani et al. [92] . O estudo foi realizado em dois niveis
de concentracdo das possiveis espécies interferentes, onde a concentracdo da
HCQ foi 5 umol-L* e dos interferentes de 10 e 100 vezes maior que a concentracao
do HCQ. Os dados obtidos estédo apresentados na Figura 36, onde: AL = Alanina;
GL = Glicina; GY = Glicose; LD = Lidocaina e UR = Uréia.

Figura 36: Variacdo das correntes de pico anddicas obtidas para 5 umol-L** de HCQ
em funcéo de substancias interferentes inorganicas e organicas, em concentracoes
de a) 50 umol-Lte b) 5 mmol-L .
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Na Figura 36a observa-se dentre as substancias estudadas, as que mais
acarretaram em variagdo de corrente de pico de HCQ com relagédo ao valor de
referéncia (linha tracejada), foram NH4*, Ca?*, Mg?* tendo as duas Ultimas uma
interferéncia de aproximadamente 20%. Para as substancias organicas e o cation
Na* a interferéncias variou de 2,62 a 17,15 %, sendo a lidocaina a substancia que
mais interferiu no sinal analitico da HCQ. Na Figura 36b foram registradas

interferéncias para a concentracdo 100 vezes superior a da HCQ e, observou-se
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que o Na?*, Mg?* e LD promoveram variacdes no sinal analitico entre 17,50 e
21,47%. O NHa* e Ca?* apresentaram inferéncia dentro do desvio-padrdo do sinal
de HCQ. Dentre as substancias organicas a glicina alterou para valores maiores a

resposta analitica em 53,04%.

O ECO apresentou desempenho satisfatorio na avaliagdo de substancias
concomitantes, porém outros parametros de analise deverao ser observados diante
de amostras que contenham as espécies estudadas nesta etapa do

desenvolvimento do método analitico.

8 Determinacdo de HCQ em amostras fortificadas

Para avaliar o método proposto neste trabalho, o ECO foi empregado na
determinacdo de HCQ em amostras de urina sintética e formulacdo farmacéutica
(comprimidos). As solugcdes das amostras foram preparadas de acordo com o item
3.4 da metodologia. A metodologia adotada para recuperacao do HCQ nas matrizes
avaliadas, foi a curva de adicdo de padrdo com as amostras de urina sintética
fortificadas com 2,00-10% mol-L-* de HCQ. Para a solugéo do comprimido utilizou-se
uma solucdo preparada a partir de comprimidos macerados, na mesma
concentracdo utilizada para a urina sintética (2,00-108 mol-LY). As andlises foram

realizadas em triplicata para cada ponto obtido das curvas analiticas.

8.1 Urina sintética

A avaliacdo do efeito matriz € um estudo onde se obijetiva verificar possiveis
interferéncias, causadas pelas substancias que compf&em a matriz amostral,
podendo gerar fendmenos de diminuicdo ou aumento da resposta analitica [96].
Para contornar o efeito de matriz, realizou-se uma curva de calibragdo em matriz de
urina sintética, utilizando a solucéo fortificada em todos os pontos da curva de

calibragéo, conforme apresentado na Figura 37.
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Figura 37: Curva de calibracdo para diferentes concentracdes de HCQ (19,96;
39,84; 59,64; 79,36; 119,00 e 138,06 pmol-L*, em urina sintética, utilizando o ECO.
Condicdes experimentais: tampéo B-R pH 8,0; teor de modificante = 10,0 %; tempo

de pulso =20 ms; v=25,0 mV s; tempo de pré-concentragcdo = 300,0 s; amplitude

de pulso = 75,0 mV.
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Observou-se na Figura 37a uma diminuicdo das intensidades das correntes
de pico, em relacdo a curva de calibracdo da Figura 33, para todas as
concentracfes avaliadas no intervalo de resposta, em cerca de 55%. Isto pode ser
consequéncia da competicdo entre a HCQ e componentes presentes na matriz,
gerando uma reducédo de sinal analitico. Assim como na curva analitica apresentada
no item 6 (validacdo do método), observou-se a dependéncia da intensidade do
pico de corrente com o aumento na concentracdo do analito. A curva obtida na
Figura 37b possui coeficiente de linearidade de R? = 0,984 e equacéo de regresséao
linear lpa (WA) = 17,71 + 1,68 10° Chcg (umol-L7).

Na Tabela 6 estao exibidos os valores obtidos para recuperagao do analito a

partir da equagéo de ajuste linear, para as concentragdes de 59,64 e 79,36 pmol-L
1
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Tabela 6: Resultados das recuperagdes referentes as concentragdes de HCQ em

urina sintética e seus respectivos desvios padréo relativos.

Concentracao de < 10 Concentracao 0
HCQ (pmol-L?) Recuperagao (%) recuperada DPR (%)

59,64 103,07 61,47 2,43

79,36 106,83 84,79 2,75

Os resultados expressos na Tabela 6 demonstram que o sensor desenvolvido

é eficiente para determinacédo de HCQ em amostras de urina.

8.2 Formulacgéo farmacéutica (comprimidos)

O ECO foi

empregado na determinagdo de HCQ em comprimidos

antimalaricos comerciais, contendo 400 mg de sulfato de hidroxicloroquina. Desta

forma, realizou-se a andlise do branco (tampdo B-R, pH 8,00) e em seguida

adicionou-se na cela eletroquimica uma aliquota da solucéo preparada a partir dos

comprimidos, conforme item 3.4.1, para obter uma concentragdo de 10,0 pmol-L™.

Na Figura 38 esta apresentada a curva analitica.
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Figura 38: Curva de calibragdo obtida para diferentes concentracbes de HCQ
(10,00; 29,91; 49,75; 69,51; 89,19; 108,80 e 128,33 pmol-L?), para comprimidos
comerciais, utilizando o ECO. Condi¢gbes experimentais: tampao B-R pH 8,0; teor

de modificante = 10,0 %; tempo de pulso =20 ms; v= 25,0 mV s'!; tempo de pré-

concentracdo = 300,0 s; amplitude de pulso = 75,0 mV.
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Os voltamogramas mostrados na Figura 38a evidenciam o incremento da

corrente de pico anddica, proporcional a adicdo de 10,00 a 128,33 pmol-L* da

hidroxicloroquina. A curva analitica resultante apresentou um comportamento linear,

conforme Figura 38b, com R? = 0,983 e equacdo linear lpa(MA) = 8,22 + 2,57-10°

Chco (umol-L). Os valores obtidos das recuperacGes estdo apresentados na

Tabela 7, para dois niveis de concentragées.

Tabela 7: Resultados das recuperacdes referentes as concentragdes de HCQ em

comprimidos comerciais e seus respectivos desvios padréo relativos.

Concentragao de Concentracao
HCQ no Recuperacéao (%) ¢ DPR (%)
L recuperada
comprimido
101,55 406,20 1,55
400,00 mg 105,34 421,36 1,09
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As recuperagbes encontradas nas Tabelas 6 e 7 corroboram com a
potencialidade do material hibrido sintetizado para atuar como modificante de
eletrodos de pasta de carbono, na deteccdo do analito selecionado para o
desenvolvimento deste trabalho. Levando-se em consideracdo a dimensédo das
concentracbes utilizadas para se obter a curva de calibragcdo e a faixa de
recuperacao aceitavel (40 a 120%) pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) e pelo Inmetro, conforme Tabela 8 [90,97].

Tabela 8: Critério de aceitacéo para recuperagao

Analito (%) Fracdo Massica (C) Unidade Recuperacdo média (%)
100 1 100% 98 — 102
10 10-1 10% 98 — 102
1 10-2 1% 97 — 103
0,1 10-3 0,1% 95 - 105
0,01 10-4 100 ppm (mg/kg) 90 — 107
0,001 10-5 10 ppm (mg/kg) 80 -110
0,0001 10-6 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 10-7 100 ppb (ug/kg) 80 -110
0,000001 10-8 10 ppb (Mg/kg) 60 -115
0,0000001 10-9 1 ppb (ug/kg) 40 -120

Fonte: Association of Official Analytical Chemists, 2016.

Neste sentido, a recuperacao é definida como a razdo entre o resultado médio
do teste observado e o valor real. A faixa da recuperagcdo média aceitavel se

expande conforme a concentracao do analito diminui.

De maneira geral, pode-se dizer que a determinacdo de HCQ, tanto em
comprimidos comerciais quanto em urina sintética, apresentou resultados
satisfatorios e a aplicacdo do teste estatistico t-Student demonstrou que os valores
recuperados sdo concordantes com os valores adicionados de HCQ, em um nivel

de confianca de 95%.
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9 Conclusao

A caracterizagéo fisica mostrou que foi possivel obter um material hibrido
baseado em carbon dots suportados em matriz de éxido de grafeno reduzido.

A area superficial efetiva do eletrodo ECO apresentou-se maior em relacao
a area do EPC. Esse aumento possibilita uma maior interagdo entre o eletrodo e o
analito em questéo. A caracterizacao eletroquimica mostrou que o eletrodo ECO
apresenta maior eletroatividade que o EPC. As otimizacdes dos parametros do meio
eletrolitico e da técnica de VPD resultaram em um ganho de corrente expressivo
para o sinal analitico da HCQ, possibilitando uma maior sensibilidade do método a
ser construido posteriormente. O eletrodo de pasta de carbono modificado com o
material hibrido CD-OGr mostrou capacidade para detectar a presenca de

hidroxicloroquina em solu¢des aquosas.

O estudo voltamétrico do ECO frente a HCQ, em condicfes experimentais
otimizadas, possibilitou a criacdo de um método analitico para determinacédo de

hidroxicloroquina em urina sintética e formulagfes farmacéuticas.
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Perspectivas do trabalho

Obter micrografias de MET dos materiais CD e CD-OGr;

Publicar artigos cientificos em revistas indexadas.

Producéo cientifica

Um material hibrido baseado em CD/OGr aplicado para determinacao
voltamétrica de hidroxicloroquina. Trabalho apresentado na modalidade oral,
no XXIIlI Simposio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica — SIBEE,
online, novembro, 2021.

Liquido ibnico protico para a construcado de sensor eletroquimico aplicado na
deteccao de pesticida. Trabalho publicado no livro eletrénico “Trabalhos nas
areas de fronteira da Quimica”, divulgado em fevereiro de 2021 pela Editora
Atena;

Deteccdo de ciprofloxacina aplicando um sensor eletroquimico a base de
derivado do grafeno e liquido idnico. Aprovado e encontra-se no prelo para
publicac&o no livro eletrénico "Trabalhos nas Areas de Fronteira da Quimica”
divulgado em fevereiro de 2021 pela Editora Atena;

Eletroquimica: eletrodos modificados e suas potencialidades, 2020. Trabalho
publicado na Revista Virtual de Quimica. Volume 12. Numero 5. DOI:
10.21577/1984-6835.20200092;

Synthesis and characterization of carbon dots supported in reduced graphene
oxide, 2020. Trabalho publicado na 432 Reunido Anual Virtual da SBQ);
OBJETOS DE APRENDIZAGEM DIGITAIS: O OLHAR DOCENTE, 2019.
Trabalho publicado na Xlll Escola de Verdo em Educagcdo Quimica
(EVEQUIM) e XI Encontro Estadual de Quimica (ENESQUIM). “O Desafio
para implementacdo de novas propostas curriculares no Ensino de Quimica
no Brasil”, 2019. p. 349-359;

Characterization of pigments used on a reference canvas by multiple
techniques, 2018. Trabalho publicado na revista X-RAY SPECTROMETRY.
Volume 48, p 46-60. DOI: 10.1002/xrs.2986
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