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Estudo eletroquimico do processo de eletrooxida¢ao da prometazina
empregando sensor a base de pasta de nanotubos de carbono contendo
DNA imobilizado em matriz inorganica

Electrochemical study of oxidation process of promethazine using
sensor based on carbon nanotubes paste containing immobilized DNA
on inorganic matrix
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Resumo

No presente trabalho foi estudado o comportamento voltamétrico e o processo de eletroeletrooxidacgao de
prometazina (PHZ) em sensor eletroquimico baseado em pasta de nanotubos de carbono contendo DNA
imobilizado em matriz inorgénica preparada pelo processo sol-gel (SiO,/Al,0,/Nb,O;). Pelo método
de Laviron verificou-se que o sistema ¢ irreversivel e com alta velocidade de transferéncia de elétrons
entre 0 DNA e o eletrodo, indicando que o sensor proposto ¢ cineticamente viavel para promover a
eletroeletrooxidacdo da PHZ. O estudo do efeito do pH sobre o processo de eletrooxidagdo da PHZ
apresentou comportamento nernstiniano (0,054 V/pH) sugerindo que o mesmo envolve a transferéncia
de 2 protons e 2 elétrons.

Palavras-chave: Prometazina. Comportamento eletroquimico. Processo de oxidagdo. NTCPM/DNA/
SiO,/AL,O0,/Nb,O..

Abstract

In the present work the voltammetric behavior and the oxidation process of promethazine (PHZ) in
electrochemical sensor based on carbon nanotubes paste containing DNA immobilized on the inorganic
matrix prepared by sol-gel process (SiO,/Al,0,/Nb,O;). The method of Laviron verified that the system
is irreversible and high speed of electron transfer between the electrode and DNA. The study of the
oxidation of PHZ and influence of pH showed slope of 0.054 V / pH (near the nernstian system: 0.0592
V / pH) suggesting that it involves the transfer of two protons and two electrons.

Keywords: Promethazine. Electrochemical behavior. Oxidation process. MWCNT/DNA/SIO,/ALO,/
Nb,O..
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Introducao

Os
convencionais (ATCs) foram descobertos a partir

agentes  antidepressivos triciclicos
da sintese de derivados dibenzazepinicos, em
1951, inicialmente desenvolvidos e empregados
terapeuticamente, por
psicotropicas, sedativas e analgésicas (ROMEIRO;
FRAGA; BARREIRO, 2003). Quando usados em

doses excessivas, os ATCs podem ser nocivos a

suas  propriedades

saude, levando até a morte do paciente. Mesmo
em doses terap€uticas, ha a ocorréncia de diversos
efeitos colaterais, tais como sonoléncia e sedacao
excessiva; confusdo mental, secura da boca e
visdo turva. Sobre o aparelho cardiovascular ha
o aparecimento de taquicardia e modificagdes
da pressdao sanguinea quando administrados em
superdosagem (TARLEY; SILVEIRA, 2008).
Por isso, o controle do teor do medicamento
administrado é importante para o sucesso do
tratamento ¢ minimizacdo dos efeitos colaterais.
A prometazina (PHZ) pertence a classe dos ATCs
e pode ser administrada sob a forma de injetavel,
solugdo liquida oral, supositorios ou comprimidos
revestidos (MARCO, et al., 2013a). Assim, sua
determinacdo em formulagdes de matérias-primas e
produtos farmacéuticos ¢ extremamente importante.

O desenvolvimento de métodos analiticos
mais sensiveis e seletivos, desde o preparo da
amostra até a identificagdo ¢ a quantificacdo das
espécies de interesse, permite a obtencdo de dados
confidveis para acompanhamento clinico no uso
do farmaco (SHEN, et al., 2010). Fenotiazinicos
e seus derivados formam um importante grupo
de farmacos que sdo usados para o tratamento de
distarbios psiquicos, relacionados a transtornos de
humor, como depressdo e esquizofrenia. Por esta
razdo, a determinacdo de prometazina (PHZ) em
formulagdes farmacéuticas e em fluidos biologicos
¢ de suma importancia (WEIL, et al., 2008).

Na
experimentais t€m sido relatados na literatura

pratica, inimeros procedimentos

para a determinagdo deste composto, tais

como: espectrofotometria quimiluminescéncia,
eletroforese capilar e cromatografia gasosa. No
entanto, essas técnicas experimentais sdo caras,
pois exigem quase sempre longos tempos de
tratamento envolvendo varias etapas de pré-
concentracdo ou extracdo, preparo de amostras, o
que pode inserir erros relativos ao operador. Além
disso, por causa dos efeitos nocivos de solventes
organicos utilizados, a comunidade cientifica sugere
a elaboragdo de métodos analiticos para reduzir a
quantidade de reagentes e materiais utilizados
em ensaios farmacéuticos, que sdo principios da

quimica verde (MADEJ; KOSCIELNIAK, 2008).

Desta forma, as técnicas eletroanaliticas tem
provado ao longo dos anos, serem excelentes
alternativas para a determinacdo de compostos
farmacéuticos, uma vez que elas s3o simples,
eficazes, requerem tempos de analise relativamente
de
ou passos que consomem tempo de extragdo;
e possuem notavel sensibilidade de deteccdo,
reprodutibilidade, facilidade de miniaturizagdo e
menor consumo de reagentes. Entre as técnicas
eletroanaliticas empregadas para determinacdo do
antidepressivo PHZ cita-se a voltametria ciclica
(JESUS, etal.,2011) e apotenciometria (ALIZADE;
AKHOUDIAN, 2010). E oportuno mencionar
que nestas técnicas fez-se necessario efetuar a
modifica¢do quimica dos eletrodos base com intuito
de elevar a detectabilidade e a seletividade do

curtos sem a necessidade derivatizacdes

método eletroanalitico.

O uso de DNA como elemento modificador
de eletrodos tem sido reportado na literatura
principalmente devido adiferengado comportamento
eletroquimico do analito de interesse na presenca do
DNA (WE], et al., 2014). Adicionalmente, também
pode atuar com materiais pré-concentradores
de PHZ por meio do uso de eletrodos de grafite
modificados com DNA (WANG, et al., 1996).
De acordo com este trabalho, e considerando
as propriedades marcantes dos nanotubos de
carbono (NTC), no tocante a boa condutividade
eléctrica, alta estabilidade quimica e resisténcia
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mecanica extremamente elevada, constata-se que o
emprego de NTC em detrimento ao grafite ¢ ainda
mais atraente em propostas analiticas visando a
modificacdo de eletrodos modificados com DNA
(STAIL, et al., 2005).

Uma melhoria consideravel no preparo de
sensores a base de materiais carbonaceos com
DNA pode ser obtida fazendo uso de matrizes
inorganicas no preparo do compdsito. Os eletrodos
modificados com materiais inorganicos incluindo
oxidos mistos, zeolitas, fosfatos, y-alumina e
outros tipos atualmente formam uma nova classe
de eletrodos quimicamente modificados e sdo
utilizados geralmente com o objetivo de aumentar a
estabilidade das espécies eletroativas imobilizadas.
Esta melhoria ocorre devido ao carater acido
destes materiais inorganicos que podem apresentar
interacdes acido-base de Breonsted com o DNA
(MARCO, et al., 2013Db).

A sintese e a caracterizagdo da matriz inorganica
Si0,/Al,0,/Nb,O;
e investigada como um novo material pré-
concentrador de ions Cd(II) em solugdo (COSTA,
et al., 2011), mostrando a exelente caracteristica

foi recentemente publicada

acida desse material, ¢ que pode ser usado nesse
trabalho. De acordo com o exposto, este estudo
tem como objetivo caracterizar eletroquimicamente
o sensor a base de pasta de nanotubos de carbono
contendo DNA imobilizado em SiO,/Al,0,/Nb,O
como matriz inorganica e avaliar o processo de
eletrooxidag¢ao de PHZ sobre este sensor.

Materiais e Métodos
Reagentes e Solucoes

Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas
(NTCPM) foram adquiridos da CNT Corporation
Ltd (Incheon, Coréia) com diametro de 10-40 nm
e comprimento de 5-20 pm. DNA de esperma de
arenque (Nome Cientifico:
cloridrato de prometazina (PHZ), hidroxido de
sodio, acido nitrico e 6leo mineral foram adquiridos

Clupea harengus),

da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Cloreto
de potassio foi obtido da Sial® (Sdo Paulo, Brasil).
Grafite em po6 puro, fosfato de s6dio monobasico
anidro foram obtidos da Synth® (Diadema, Brasil).
Fosfato de sodio bibasico foi adquirido da Vetec®
(Rio de Janeiro, Brasil). O material inorganico
(Si0,/A1,0,/Nb,O,), obtido pelo processo sol-gel,
foi preparado conforme procedimento descrito
anteriormente (COSTA, et al., 2011). Este material
foi fornecido pelo Prof. Dr. Emerson S. Ribeiro
da Universidade Federal do Rio de Janeiro e sera
denominado SiAINb. Todos os demais reagentes
utilizados foram de grau analitico e suas solugdes
preparadas em 4agua destilada e deionizada
utilizando sistema Millipore Milli-Q (resistividade
> 18 MQ cm’!, 25 °C).

Instrumentacio e célula eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas
num potenciostato/galvanostato modelo PGSTAT12
da Ecochemie acoplado a um microcomputador
contendo o software GPES 4.9, empregando uma
célula com tampa de PVC contendo seis orificios:
trés para os eletrodos, um para entrada, um para
saida de gas (N, de alto grau de pureza) e um para
adi¢do de reagentes.

O eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl)
contendo 3 mol L' de cloreto de potassio (KCI)
foi empregado como referéncia, e uma espiral de
platina como o eletrodo auxiliar.

O eletrodo de trabalho utilizado foi construido no
proprio laboratorio. Este dispositivo ¢ basicamente
um tubo de vidro de 15 cm de comprimento contendo
um fio de niquel/cromo e na base um disco de platina
com uma cavidade inferior com 4 mm de didmetro
interno ¢ 1 mm de profundidade para a insercao da
pasta a base de material carbonaceo.

O pH final das tampao foram
determinados por um pHmetro Digimed DM-20 e
ajustado com solugdes 1 mol L! de 4cido cloridrico
(HC1) ou 1 mol L! de hidréxido de s6dio (NaOH).

solugoes
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Antes de cada experimento, a solugao de trabalho
foi borbulhada com N, e, durante a realizagdo do
mesmo, o fluxo de gas foi mantido apenas sobre a
superficie da solugao.

Preparacio dos eletrodos de trabalho

Para a imobilizagdo do componente biologico
(DNA) na superficie da matriz de silica (SiO,/
ALO,/Nb,O, - SiAIND), 320 mg de silica foram
adicionados em 60 mL de uma solu¢do de DNA
em concentragdo igual a 0,8 mg mL"' preparada
em solu¢do tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,
permanecendo sob agitagdo mecanica durante
15 min e apds esta etapa, 12 h em repouso para
adsor¢do do componente biologico na matriz.
Logo apos, realizou-se a filtracdo e posteriormente
procedeu-se a secagem deste material (silica com
DNA imobilizado) em temperatura ambiente, a qual
foi denominada de SiAINb-DNA. Apds o processo
de secagem preparou-se a pasta de NTCPM
contendo o material SiAINb-DNA previamente
preparada. Esta pasta foi constituida por uma massa
total de 60 mg numa mistura utilizando a proporg¢ao
1:1 (m/m) entre a SiIAINb-DNA e o NTCPM com
6leo mineral (40 pL). A mistura foi homogeneizada
introduzida na cavidade inferior do tubo de vidro
descrito anteriormente, obtendo o eletrodo de pasta
de NTCPM e silica modificada com DNA, a qual foi
denominada de NTCPM-SiAINb-DNA para estudos
contendo o analito PHZ.

Estudo do comportamento eletroquimico do
sensor NTCPM-SiAINb-DNA na auséncia e
presenca de PHZ

O comportamento eletroquimico do sensor
NTCPM-SiAINb-DNA foi avaliado por voltametria
ciclica (VC) na auséncia e presenca de PHZ. Todos
os voltamogramas foram obtidos em solugdo 0,1
mol L' de tampao fosfato pH 7,0 a 10 mVs™.

Estabilidade operacional do sensor

Foram realizados estudos quanto a estabilidade
operacional do sensor através de varios ciclos redox.
Cem ciclos redox a partir do emprego da técnica de
voltametria ciclica foram obtidos com um mesmo
eletrodo a base de NTCPM-SiAINb-DNA no
monitoramento de 1 mmol L' de PHZ, realizados a
10 mVs! em solugdo 0,3 mol L' de tampao fosfato
pH 7,0.

Processo de eletrooxidacio do componente
bioldgico no sensor proposto

Informagdes sobre o processo de oxi-redugdo do
componente biologico (DNA) imobilizado sobre a
matriz da SiAINb, na presenga do NTCPM como
matriz condutora foram adquiridas através da
avaliagdo de voltamogramas ciclicos obtidos em
diferentes velocidades de varredura, v, utilizando-se
10,0 mL de solugdo 0,3 mol L' de tampao fosfato
pH 7,0. Os parametros cinéticos foram determinados
com relagdo ao coeficiente de transferéncia de
elétrons, a, a constante de velocidade de transferéncia
de elétrons, £ ¢ o niumero de elétrons envolvidos
entre o componente bioldgico e a solugdo tampao.

Estudo do processo de eletrooxidaciao da
PHZ utilizando o sensor NTCPM-SiAINb-
DNA

Informagoes sobre a eletrooxidacdo da PHZ
na superficie do sensor NTCPM-SiAINb DNA
constituido por uma mistura utilizando a propor¢ao
1:1 (m/m) entre a SIAINb-DNA (na concentragdo de
0,8 mg mL!' de DNA) e o NTCPM foram adquiridas
através da avaliacdo de VCs obtidos em diferentes
v, utilizando um volume total de 10,0 mL na célula
eletroquimica contendo PHZ na concentragdo de
100 umol L' em solug¢do 0,3 mol L' de tampao
fosfato pH 7,0 como eletrdlito de suporte.
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Resultados e Discussoes

Estudo do comportamento eletroquimico
do sensor NTCPM-SIAINb modificado
com DNA e ndo modificado na presenca e
auséncia de PHZ

Para avaliar a atividade eletrocatalitica do sensor
NTCPM-SiAINb-DNA,
foram obtidos com este dispositivo no intervalo de
potencial de 0,3 a 1,3 V vs. Ag/AgCl na auséncia de
PHZ (Figura 1).

voltamogramas ciclicos

Figura 1 (a) - Voltamogramas ciclicos obtidos com
os seguintes sensores (1) NTCPM-SiAINb; (2)
NTCPM-SiAINb-DNA na auséncia de PHZ e (b)
(1) NTCPM-SiAIND e (2) NTCPM-SiAINb-DNA
na presenca de 100 umol L' de PHZ. Experimentos
foram realizados em solu¢do tampao fosfato 0,1
mol L' pH7av=10mVs'

(1) NTCPM-SiAINb

154 (2) NTCPM-SiAINb-DNA

10+

i/ pA

04 0,6 018 1:0 1:2 14
E/V (vs. Ag/AeCl)

2004 (1) NTC-SiAINb

10| @ NTC-SiAINb-DNA

100

1/ pA

50 4

®)

-50

0.3 0.4 0.5 0.6 0,7 0.8 0.9
E/V (vs. Ag/AgCl)

Fonte: Os autores

Na Figura la, dois picos anddicos foram
detectados em potenciais de 0,8 e 1,1 V para o
sensor NTCPM-SiAINb-DNA. Esses picos podem
ser atribuidos a eletrooxidacdo de residuos das
bases nitrogenadas guanina e adenina do DNA,
respectivamente (ZHENG, et al., 2009). Quando
comparado ao voltamograma ciclico obtido com
eletrodo de trabalho preparado a base de NTCPM-
SiAINb sem modificacdo, foi possivel observar
que nesse caso nenhum processo faradaico ocorreu
no intervalo de potencial estudado, sendo este um
resultado esperado.

Na Figura 1b, os voltamogramas ciclicos obtidos
para os sensores NTCPM-SiAINb e NTCPM-
SiAINb-DNA na presenga de 100 umol L' de PHZ
sugerem um efeito catalitico do DNA imobilizado
sobre a superficie da SiAINb e preparado num
composito a base de DNA para o processo de
eletrooxidacao do analito.

stabilidade  Operacional do Sensor
TCPM-SiAINb-DNA
A estabilidade operacional do  sensor

ssenvolvido para determinagdo de PHZ foi
raliada por meio de 100 ciclos de varredura do
stencial entre 0,3 a 0,9 V por VC utilizando o
nsor NTCPM-SiAINb-DNA. Assim, investigou-
+ a estabilidade da Ipa para o monitoramento de 1
mol L' de PHZ em solugdo tampao fosfato 0,3
ol L"'pH 7.

O valor da resposta analitica encontrada
icialmente foi de 795 pA (Tabela 1), e os demais
rltamogramas obtidos mostraram estabilidade do
nal da corrente de pico anoddica até 80 ciclos.
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Tabela 1 - Intensidade da corrente de pico anodica
(Ipa) para o sensor NTCPM-SiAINb-DNA apo6s
sucessivos voltamogramas ciclicos obtidos em
solugéo tampdo fosfato 0,3 mol L', pH7 a 10 mV
st e 1 mmol L' de PHZ.

Ciclos Ipa (nA)
20 795
40 T88
60 T78
20 756
100 736

Fonte: Os autores

Apds 80 ciclos de varredura observou-se uma
queda na intensidade de corrente de pico anoddica
menor que 5%, indicando uma pequena lixiviacao
do componente bioldgico da superficie do eletrodo
para a solu¢do tampao. A diminui¢do da corrente
também pode ser explicada com base no fenomeno
do intumescimento da pasta de nanotubo de carbono
durante a medida, dificultando a transferéncia de
elétrons pela diminuigdo do contato intimo entre
os diferentes componentes da pasta. Embora ocorra
uma pequena perda de sinal analitico, o sensor
pode ser utilizado por vdarias horas, indicando
forte interacdo do DNA com a matriz inorganica
e carbonacea. Lembrando, que essa perda na
intensidade de corrente ¢ menor do que outros
eletrodos a base de pasta de nanotubo de carbono
encontrado na literatura. Também, uma grande
vantagem do uso da pasta de nanotubo de carbono ¢
a sua renovagdo quando necessario.

Determinaciio dos parametros cinéticos para
o DNA imobilizado no compésito NTCPM-
SiAINb-DNA

Com intuito de estudar a cinética de transferéncia
de elétrons do DNA sobre a superficie do eletrodo,
foram estimados os parametros: o (coeficiente de
transferéncia de elétrons), k (constante de velocidade
de transferéncia de elétrons) e n, (nimero de elétrons)
para o DNA imobilizado na superficie da SIAINb. A

corrente de pico para espécies eletroativas ¢ dada
pela Equagdo (1) (CHEN et al., 2011):
ne’F2vAT
b= Zrr ()
Sendo que / ¢ a intensidade de corrente de pico,
F a constante de Faraday, 4 a area do eletrodo, v a
velocidade de varredura, /" a quantidade de material
biologico adsorvido sobre a superficie do material
(SiAINb) e incluida no composito NTCPM-
SiAINb-DNA (mol cm?), R a constante dos gases, T
a temperatura e n, 0 niimero de elétrons participante
na reagdo. O valor de n, pode ser determinado
através da equacdo descrita acima, se os outros
parametros forem conhecidos. Embora a Equacao
(1) seja a forma mais utilizada para calcular o
numero de elétrons participantes de reacdes redox,
a teoria demonstra que a largura de meia altura do
pico, 9, ,, medida em milivolts (mV) deve ser igual
a 90,6/n para o caso ideal (LAVIRON, 1982). Esta
metodologia proposta por Laviron ¢ mais simples
e sua aplicacdo ¢ restrita a espécies adsorvidas,
como ocorre neste caso estudado. Desta forma, o
sensor NTCPM-SiAINb-DNA apresentou a baixas
velocidades de varredura (10 mV s') para o primeiro
pico (eletrooxidagdo da guanina) um J,; em torno
de 30 mV e para o segundo pico (eletrooxidagao da
adenina) um J, ; em torno de 25 mV. Aplicando estes
valores na relagdo mencionada anteriormente, para
o sensor desenvolvido foram encontrados valores
de n, como sendo 3,02 elétrons no caso do primeiro
pico (guanina) e n, como sendo 3,62 elétrons para o
segundo pico (adenina).

Estes  resultados  indicam muito

provavelmente para cada base nitrogenada oxidada

que

(guanina e adenina), quatro elétrons participam
do processo de eletrooxidagdo do DNA adsorvido
sobre grafite, estando de acordo com a literatura
(LA-SCALEA; SERRANO; GUTZ, 1999). Assim,
estes resultados demonstram que a imobiliza¢ao do
DNA na matriz de silica pode ter causado o bloqueio
de alguns sitios cataliticos do DNA, refletindo num
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valor obtido de n (numero de elétrons) menor que o
esperado. Embora este fendmeno possa ter ocorrido,
o componente biologico (DNA) ainda apresenta
capacidade de eletrooxidar o analito em estudo
(PHZ) conforme verificado na Figura 1B.

Outro ponto a ser considerado para a obtengao do
valor de n menor que o esperado ¢ a alta resisténcia
da matriz inorgénica, a qual é pouco condutora e
pode dificultar a transferéncia de elétrons.

E importante mencionar neste ponto do
trabalho que foi assumido que a espécie eletroativa
(DNA) esta adsorvida sobre o material inorganico
(SiAINb), uma vez que o Nb,O,, age como um
acido de Lewis, promove uma excelente adsor¢ao
(interacdo acido-base de Lewis) dos grupos basicos
(bases nitrogenadas) presentes na estrutura do DNA
(MARCO, et al., 2013b) sobre a superficie deste
material. Desta forma, o método empregado para o
calculo do nimero de elétrons envolvido no processo
redox do DNA imobilizado sobre a silica sol-gel ¢
idealmente aplicado quando a isoterma de Langmuir
¢ obedecida, ou seja, a espécie eletroativa deve
se encontrar adsorvida como uma monocamada,
apresentando-se altamente dispersa na superficie
da matriz inorganica. Assim, foi empregada neste
trabalho uma estimativa desta condi¢do, uma vez
que, o sistema obtido, constituido de nanotubo
de carbono, DNA imobilizado sobre a matriz
inorganica e o 6leo mineral possui uma estrutura
bastante complexa.

Informagdes adicionais sobre o processo de
eletrooxidagdo do DNA no compoésito NTCPM-
SiAINb foram obtidas por meio da avaliacdo da
intensidade de corrente de pico anddica, Ipa, em
funcdo da velocidade de varredura. Assim, graficos
de Ip vs. v'? (Figura 2) foram obtidos para a
eletrooxidag@o dos residuos de guanina em 0,8 V e
adenina em aproximadamente 1,1 V ¢ em ambos os
casos relagoes lineares foram obtidas.

Figura 2 - Dependéncia da corrente de pico em
fun¢do da raiz quadrada da velocidade de varredura
obtida para NTCPM-SiAINb-DNA (a) E, = 0,8V e
(b) E, = 1,1 V. Experimento realizado em solugdo
tampao fosfato 0,3 mol L' pH 7.
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Fonte: Os autores

O processo redox do DNA na matriz de silica
apresentou um comportamento similar a um
processo redox controlado por difusdo, ou seja, o
transporte de massa ¢ o fator limitante do processo.
Certamente, a caracteristica porosa da matriz
inorganica preparada via processo sol-gel (COSTA,
et al., 2011) influencia o processo de difusdo e
assim, os ions do eletrolito suporte (sistema tampao
fosfato) ndo podem difundir facilmente para manter
a eletroneutralidade da superficie do eletrodo. Além
disso, nenhum decréscimo na corrente de pico apds
varios ciclos (Tabela 1) foi observado, indicando
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que o DNA, o qual possui varias bases nitrogenadas
em sua estrutura, esta fortemente adsorvido sobre
a matriz SiAINb (a qual atua como um é&cido de
Lewis). Assim, embora haja esta forte adsor¢ao entre
o DNA e a matriz inorganica, os estudos indicam
que ha uma correlacdo linear entre a corrente de
pico e a raiz quadrada da velocidade de varredura
(Figura 2) sugerindo um processo redox controlado
por difusao.

Desta forma, o processo redox para o DNA
adsorvido em matriz sol-gel, poderia ser controlado
pela difusdo dos contra-ions (as espécies que
compde o sistema tampao fosfato) para manter a
eletroneutralidade sobre a superficie do eletrodo.
Outras possibilidades para este comportamento sao
devido a resisténcia do material ou um mecanismo
de transferéncia de elétrons ocorrendo por um
mecanismo de elétron “hopping” (KUBOTA;
GORTON 1999) ou ainda por um fluxo de protons
através dos poros.

De modo a observar o efeito de difusdo nas
propriedades cinéticas do DNA imobilizado sobre
a matriz sol-gel, o coeficiente de transferéncia
e a constante de velocidade

eletronica, «,

de transferéncia de elétrons, k&, referente a
transferéncia eletronica entre o eletrodo e a espécie

\

redox confinada a superficie foram estimadas
por voltametria ciclica mediante avaliacdo do
comportamento dos potenciais de pico anédico com
o logaritmo da velocidade de varredura do potencial

elétrico empregando o método de Laviron (1979).

A Figura 3 mostra as magnitudes dos potenciais
de pico anddico em funcdo do logaritmo da
velocidade de varredura do potencial.

Figura 3 - Graficos de Laviron (Epa vs. log v/Vs 1)
para a) primeiro pico anddico e b) segundo pico
anodico do DNA no sensor NTCPM-SiAINb-DNA
em solugdo tampdo fosfato 0,3 mol L' pH 7.
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Fonte: Os autores

Em elevados valores de velocidade de varredura,
verifica-se uma dependéncia linear entre E, com
log (v / Vs), de forma que é possivel extrair os

pardmetros cinéticos a bem como k a partir

anodico

dos coeficientes lineares e angulares das curvas de
Laviron.

O coeficiente angular para o segmento linear da
curva de Laviron ¢ dado pela expressao: 2,303RT
/anF, para os picos anoddicos. Os coeficientes
angulares (para as curvas Ep/V vs. log v/Vs!)
encontrados para o primeiro pico de oxidagdo do
DNA (referente ao processo redox da guanina) e
para o segundo pico de oxidagdo do DNA (referente
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ao processo redox da adenina), foram iguais a
0,0669 e de 0,0499, respectivamente. A partir disso,
os valores de o (anodico) obtidos empiricamente
para os dois processos redox foram de 0,22 ¢ 0,30
respectivamente,
envolvidos no processo de eletrooxidagdo para
cada pico. Estes resultados sugerem que a etapa
de velocidade determinante para o processo de
eletrooxidagdo do DNA ¢ irreversivel. Neste
sentido, os valores de a_ iguais a 0,22 ¢ 0,30 para
os processos de eletrooxidagdo do componente
biologico foram empregados para estimativa,
empregando velocidade de varredura de 1 V s
(velocidade padrdo sugerida por LAVIRON, 1979,
1982) da constante de velocidade de transferéncia
de elétrons (k), conforme a Equagdo 2 (LAVIRON,
1979):

considerando quatro elétrons

.
a.neFv, a,neFv, (2)

RT RT

Sendo £ representando a constante de velocidade
de transferéncia eletrénica, a € o coeficiente de
transferéncia de elétrons, n, € o nimero de elétrons
envolvido, véavelocidade de varredura do potencial,
F ¢ a constante de Faraday, R e T sdo as constantes
dos gases e a temperatura, respectivamente. A partir
da expressdo anterior, os valores de k estimados para
0 DNA foram de 34,3 s' € 46,8 s!, respectivamente.

Os valores estimados de k& para velocidades de
varredura de 1 Vs! em conjunto com os valores
de o, sugerem que o sistema € irreversivel (que €
verificado pela voltametria ciclica) e com alto valor
da constante de velocidade de reagdo, sugerindo
uma alta velocidade de transferéncia de elétrons
entre 0 DNA e o eletrodo, permitindo uso destes
materiais a base de DNA como potenciais sensores
para espécies eletroativas como, por exemplo, a
PHZ, uma vez que além das caracteristicas cinéticas
apropriadas, ainda apresentou alta estabilidade
devido a uma boa adsor¢do obtida empregando-se
a matriz sol-gel como suporte de imobilizagdo do
DNA.

Estudo da eletroeletrooxidacio de PHZ
através do composito NTCPM-SiAINb-DNA

Visando estudar a cinética de transferéncia de
elétrons entre 0 DNAno composito NTCPM-SiAINb
e o analito PHZ, foram estimados os parametros:
a, k e n para a catalise com a espécie eletroativa
de interesse. Informagdes sobre o processo de
eletrooxidag@o foram obtidas através da analise da
corrente de pico anddica, I, por voltamogramas
ciclicos deste dispositivo em solucdo contendo 1
mmol L' de PHZ em solucdo tampio fosfato 0,3
mol L' pH 7,0.

De acordo com o modelo teérico de Andrieux e
Sevéant (1978) a [p ¢ dependente da velocidade de
varredura, v, conforme a Equagao 3:

E B (3}
2 Fvg
I, = 0,0496FAC, D2 (=)

Sendo C ¢ a concentragdo do analito, D € o
coeficiente de difusdo do analito na solugdo, F a
constante de Faraday, R ¢ T s3o a constante dos
gases € a temperatura, respectivamente.

Desta forma, foi possivel estabelecer uma relagao
linear entre a ]P e a raiz quadrada da v, indicando
que o sistema em estudo se comporta como um
processo catalitico irreversivel controlado por
difusdo. Assim, um gréfico da /, vs. v'* foi obtido
(Figura 4) e verificou-se uma relagdo linear entre
al, da PHZ com a raiz quadrada da velocidade de
varredura. Assim, o processo redox do DNA com
a PHZ pode ser atribuido a um sistema difusional,
ou seja, o transporte de massa ¢ o fator limitante do
processo.
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Figura 4 - Dependéncia da corrente de pico em
fun¢do da raiz quadrada da velocidade de varredura
obtida para a catalise da PHZ utilizando NTCPM-
SiAINb-DNA. Experimento realizado em solucgao
tampao fosfato 0,3 mol L' pH 7.
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Fonte: Os autores

Como ¢ esperado para um sistema irreversivel,
a Ip é dependente de v'?, e, portanto, o niimero
de elétrons, n, envolvido na reagdo global de
eletrooxidagdo da PHZ pode ser obtido a partir
do coeficiente angular do grafico Ip versus v de
acordo com a equagdo 4 que caracteriza um sistema
totalmente irreversivel controlado por difusdo
(BARD; FAULKNER, 2001):

L =(2.99x10%) [(1-0) n.]!2n A C;' D /2 (4)

onde Ip ¢ a corrente de pico, n ¢ o numero total de
elétrons envolvidos na reagdo, a é o coeficiente de
transferéncia eletronica, 7, o nimero de elétrons
envolvidos na etapa determinante da reagédo, D, o
coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (cm?
s1), 4, a area do eletrodo, C,* , a concentragdo da
espécie eletroativa no seio da solu¢do (mol cm™)
e v, a velocidade de varredura. De acordo com a
literatura (WEI et al., 2008), o valor de D, para a
PHZ ¢ igual a 1,04x10° cm? s”'. Entretanto, antes
de se obter o nimero total de elétrons envolvidos
na reac¢do de eletrooxidacao de PHZ, foi necessario
calcular o valor de [(1-o)n ] , a partir da seguinte
equacao 5:

47,7 mv
(l=-an, =———— (5)
° E -E
P P2
onde E | representa o potencial de pico e E o

potencial de /p a meia altura (BARD; FAULKNER,
2001).

Assim, o valor encontrado para [(1-a)n ],
utilizando-se para fins de calculo o voltamograma
obtido a v=25 mV s na presenc¢a de 1,00x10 mol
L' de PHZ, similar aquele apresentado na Figura
1 (b), curva 2, foi igual a 0,56. Substituindo esse
valor, além de todos os outros valores pertinentes, na
equacao (5), foi possivel obter um valor de n igual a
1,8, sugerindo que o mecanismo de eletrooxidagao
de PHZ sobre o NTCPM-SiAINb-DNA envolve
dois elétrons. Esse numero de elétrons corrobora
com dados determinados na literatura (JESUS et al.,
2011).

A fim de comparagdo, a determinagdo dos
pardmetros cinéticos referentes ao processo de
eletroeletrooxidacdo da PHZ frente ao DNA
imobilizado, foi realizada, empregou-se ainda o
mesmo procedimento descrito anteriormente. Estes
estudos foram realizados em solugdo tampao fosfato
0,3 mol L' pH 7,0 e determinaram-se os valores de
k, o e n, da catalise da PHZ promovida pelo sensor.
O sensor NTCPM-SiAINb-DNA apresentou, em
baixas velocidades de varredura (15 mVs'), na
presenga de 1,0 x 103 mol L' de PHZ, um S5
em torno de 50 mV. Este resultado fortemente
sugere que dois elétrons participam da reagdo
redox, especialmente porque ¢ conhecido que o
mecanismo de eletrooxidacdo da PHZ em solucao
ocorrem em duas etapas com a formagdo de uma
espécie intermediaria que se oxida posteriormente
envolvendo dois elétrons e dois protons gerando
dois picos principais relativamente fracos (JESUS
et al., 2011). Aplicando esta relagdo para o sensor
desenvolvido foram encontrados valores de n,como
sendo 1,81 elétrons.

Desta forma, demonstrou-se que o numero de
elétrons envolvidos no processo redox estudado
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(eletrooxidacdo do PHZ pelo DNA) ¢ o mesmo
por ambos os métodos aplicados, validando de
certa forma a investigagdo do mecanismo reacional
estudada.

A influéncia do pH sobre o potencial de pico
anodico (Epa) de PHZ também foi verificada por
voltametria ciclica, observando-se uma relagdo
linear entre os referidos parametros na faixa de pH
entre 5,0 e 7,5 (Figura 5).

Figura 5 - Influéncia do pH sobre o potencial de
pico anddico (Epa) determinado em solugdo 1 mmol
L' de PHZ. Medidas realizadas em solugédo 0,1 mol
L' de tampao fosfato; v=10 mV s,
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Fonte: Os autores

O coeficiente angular desse grafico (0,054 V/
pH) esta muito proximo ao valor esperado para um
sistema nernstiano (0,0592 (np/ne) V/pH), onde o
n, envolvidos na reagdo eletroquimica € igual ao
n, (PAPOUCHADO, et al., 1975). Portanto, esse
resultado sugere que no processo de eletrooxidacao
de PHZ sobre a superficie do sensor a base DNA
proposto o 71, ¢ igual ao n, envolvidos. Desta forma,
o Esquema I apresenta uma proposta de mecanismo
para o processo de eletrooxidagdo da PHZ na
superficie do sensor desenvolvido a base de DNA.
O mecanismo proposto também tem sido reportado
em recente publicagdo (CHEN et al., 2014).

Esquema I - Proposta mecanistica para o processo
de oxidacdo eletroquimica de PHZ na superficie do
NTCPM-SiAINb-DNA (CHEN et al., 2014).

Neste processo oxidativo da PHZ promovido
pelo sensor a base de NTCPM-SiAINb-DNA, os
voltamogramas obtidos apresentaram apenas um
pico de eletrooxidagdo em potencial 0,65V vs. Ag/
AgCl contendo 3 mol L' de cloreto de potassio
(KCl) . Uma possivel explicagao pode estar no fato
que que o DNA imobilizado na matriz de silica
cataliza a eletrooxidagdo do analito numa tnica
etapa envolvendo 2 elétrons, através da observacao
de um pico principal intenso

A Figura 6 apresenta o comportamento da
interacdo entre o analito e o DNA imobilizado
no NTCPM-SiAINb-DNA o qual representa um
modelo do tipo EC’ (Eletroquimico — Quimico
Catalitico) para uma espécie em solu¢do em seu
estado reduzido que reage quimicamente com o
produto da reagdo eletroquimica de forma que
o catalisador ¢ regenerado e o analito ¢ oxidado
(BOCKRIS, et. al., 2000). Neste sentido, um grafico
de funcéo de corrente, Ip/v”z, (corrente normalizada
pela raiz da velocidade de varredura) foi construido
a partir dos dados de corrente de pico e velocidade
de varredura.
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Figura 6 - Relacgdo entre a funcao de corrente (Ipa/
v12) versus a velocidade de varredura para 1,0 mmol
L' de PHZ em solugdo 0,3 mol L tampdo fosfato
pH 7,0, utilizando NTCPM-SiAINb-DNA.
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304
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Fonte: Os autores

Conforme pode ser observado, o grafico de
funcdo de corrente vs. velocidade de varredura
resultou em um tipico perfil observado para
sistemas EC’, no qual a fun¢do de corrente a
baixas velocidades de varredura apresenta elevados
valores ¢ a altas velocidades de varredura a funcao
de corrente converge para o coeficiente angular da
curva [ vs. v!2 (Figura 4).

A Figura 7 mostra as magnitudes dos potenciais
de pico anddico em funcdo do logaritmo da
velocidade de varredura do potencial.

Figura 7 - Grafico de Laviron para o processo
de eletrocatalise da PHZ promovida pelo DNA
empregando o sensor NTCPM-SiAINb-DNA.
Experimento realizado na presenga de 1,0x10-3 mol
L-1 de PHZ em solug¢ao tampao fosfato 0,3 mol L-1
apH 7,0.
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Fonte: Os autores

De acordo com a teoria, em elevados valores

de velocidade de wvarredura, verifica-se uma
dependéncia linear entre E  com log v/Vs!, de
forma que ¢ possivel extrair os pardmetros cinéticos
o, anddico bem como k a partir dos coeficientes

lineares e angulares das curvas de Laviron.

Seguindo a mesma metodologia adotada na
auséncia do analito, neste caso, o coeficiente
angular para o segmento linear da curva de Laviron
¢ 2,303RT/a.nF, para o pico anddico. Sendo que o
coeficiente angular (para curva Ep/V vs. log v/Vs')
encontrado foi de 0,0684. O valor de a anddico
obtido empiricamente foi de 0,43 considerando dois
elétrons envolvidos no processo de eletrooxidacao.
Neste sentido, o valor de o igual a 0,43 para o
processo de eletrooxidagdo da PHZ foi empregado
para a estimativa da constante de velocidade de
transferéncia de elétrons (k) conforme a Equacao 2.

O valor de k estimado para a catalise da PHZ
foi de 33,5 s”!. Este valor estimado para velocidade
de varredura de 1 Vs! em conjunto com o valor
de a, sugerem que o processo ¢ irreversivel e com
alto valor da constante de velocidade de reacdo
para a catalise eletroquimica do analito, com
resultados semelhantes ou melhores que outros
trabalhos desenvolvidos utilizando sensores para
determinacdo de PHZ (SALIMI; LASGHARI;

Semina: Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Londring, v. 35, n. 2, p. 215-230, jul./dez. 2014



Estudo eletroquimico do processo de eletrooxidacdo da prometazina empregando sensor a base de pasta de nanotubos...

NOORBAKHASH, 2010). Além disso, o sistema
estudado apresentou cinética de transferéncia
eletronica apropriada para a avaliagdo do mecanismo
de reagdao envolvendo DNA adsorvido e a espécie
eletroativa, tal como a PHZ, o que ¢ extremamente
importante na area de compostos de interesse
farmacologico.

Por fim, é importante mencionar que o
comportamento  eletroquimico  do
investigado (Prometazina), de um modo geral, em
relagdo ao pH, processo difusional, viabilidade
cinética, avaliada a partir de valores de constante
de velocidade de transferéncia de elétrons (k), entre
outros ¢ similar a outros sensores apresentados na
literatura (ALIZADEH; AKHOUNDIAN, 2010;
ALIZADEH; GANJALI; AKHOUNDIAN, 2012;
CHEN et al, 2014; LIMA; MONTENEGRO;
SALES, 1997; PEREIRA, et al., 2014; RIBEIRO,
et al., 2008; XI; MING; LIU, 2011) .

farmaco

Conclusoes

Este trabalho demonstra que a modificacdo da
superficie do eletrodo foi efetuada de forma simples
e efetiva, proporcionando grande estabilidade
ao dispositivo desenvolvido. O sensor NTCPM-
SiAINb-DNA foi capaz de promover um processo
de eletrooxidagdo eletrocatalitico do analito,
evidenciado pelo aumento significativo da L,
Verificou-se que é importante o emprego simultaneo
dos NTCPM e da SiAINb-DNA para que ocorra
a eletrooxidacdo eletrocatalitica de PHZ. Tal
eletrocatalise pode ser atribuida a baixa resisténcia
de transferéncia de carga do composito NTCPM-
SiAINb-DNA, bem como a uma melhor dispersdo e
fixacdo do DNA na superficie da silica, quando esse
¢ utilizado junto com os NTC.

O processo de eletrooxidagdo do DNA
imobilizado na silica caracterizou-se por ser um
processo irreversivel controlado por difusdo, no
qual o transporte de massa ¢ o fator limitante
do processo, bem como mostrou envolver a

participagdo de quatro elétrons na eletrooxidacao
de cada base nitrogenada e com elevada constante
de transferéncia de elétrons para ser aplicado como
componente catalitico na determinagao de espécies
de interesse.

O processo eletrocatalitico da PHZ caracterizou-
se por ser um processo irreversivel controlado
por difusdo, bem como dependente do pH, sendo,
nesse caso, determinado com transferéncia de dois
elétrons e com elevada constante de transferéncia de
elétrons na catalise.

O valor de k estimado para a catalise da PHZ para
velocidade de varredura de 1 Vs em conjunto com
o valor de a, sugerem que o processo € irreversivel
e com alta velocidade de transferéncia de elétrons
para a reagao de catalise eletroquimica entre 0 DNA
e o analito, com resultados semelhantes ou melhores
que outros trabalhos desenvolvidos e reportados na
literatura utilizando sensores para determinacdo de
PHZ.
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