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Estudo eletroquimico do processo de eletrooxidacao da amitriptilina
empregando sensor a base de pasta de carbono contendo DNA
imobilizado em matriz inorganica

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

No presente trabalho foi estudado o comportamento voltamétrico e o processo de eletrooxidagdo de
amitriptilina (AMT) em sensor eletroquimico baseado em pasta de carbono contendo DNA imobilizado
em matriz inorganica preparada pelo processo sol-gel (SiO,/Al,0,/Nb,0,). Pelo método de Laviron
verificou-se que o processo de eletrooxidacdo da AMT ¢ irreversivel e com alta velocidade de
transferéncia de elétrons, indicando que o sensor proposto € cineticamente vidvel para promover a
eletroeletrooxidacao da AMT. O estudo do efeito do pH sobre o processo de eletrooxidagdo da AMT
apresentou comportamento nernstiniano (0,059 V/pH) sugerindo que o mesmo envolve a transferéncia
de 1 proton e 1 elétron.

Palavras-chave: Antidepressivo. Comportamento eletroquimico. Processo de oxidagdo. GRF/DNA/
SiO,/A1,0,/Nb,O..

Abstract

In the present work the voltammetric behavior and the electroxidation process of amitriptiline (AMT)
in electrochemical sensor based on carbon 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 electroxidation
process of AMT is irreversible and high speed of electron transfer. The study of the oxidation of AMT
and influence of pH showed slope of 0.059 V / pH (similar the nernstian system: 0.0592 V / pH)
suggesting that it involves the transfer of one proton and one electron.
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Introducio

Amitriptilina pertence ao grupo dos azepinicos, e
¢ um composto farmacéutico amplamente utilizado
devido a sua atividade antipsicética, sedativa
e propriedades analgésicas. Atua controlando
disturbios psicomotores como: agita¢ao, excitagao,
estados hipercinéticos e agressivos (ROMEIRO et al.,

2003; SABIN et al., 2004) .

Devido ao farmaco ser amplamente indicado para
tratamento nao s6 como uma substancia antipsicotica,
verifica-se que seu monitoramento em formulagoes
farmacéuticas é de fundamental importincia.
Neste ponto, o desenvolvimento de plataformas
eletroquimicas se figura promissor para deteccao
deste farmaco, especialmente ao se considerar a baixa
atividade eletroativa do farmaco em eletrodos a base

de carbono.

O uso de DNA como elemento modificador
de eletrodos tem sido reportado na literatura
principalmente devido a diferenga do comportamento
eletroquimico do analito de interesse na presenca do
DNA (WEI, et al., 2014). Adicionalmente, também
pode atuar com materiais pré-concentradores
de AMT por meio do uso de eletrodos de grafite
modificados com DNA (BIRYOL et al., 1996). De
acordo com este trabalho e sabendo-se que materiais
a base de pasta de carbono tem sido empregados
em eletroquimica no desenvolvimento de sensores
e biossensores devido a algumas caracteristicas
importantes, as quais se destacam: alta versatilidade
de modificagdo de sua superficie com outros
materiais inorganicos, baixa corrente de fundo, baixo
custo de construcao, modificagdo conveniente, ampla
janela de potencial, inercial quimica e facilidade de
renovagdo da superficie. Pasta de carbono ¢ uma
mistura de grafite em p6 com um liquido organico
que ¢ imiscivel em contato com a solug¢ao aquosa. A
superficie dos eletrodos de pasta de carbono ¢ muito
complexa, com muitas possibilidades de interagdo
(PEREIRA et al., 2002; PAVAN et al., 2005).

Uma das principais vantagens de pasta de carbono
para a construcao de sensores e biossensores € que

esses eletrodos possibilitam a modificagdo interna
do material eletrédico, diferentemente do que ocorre
com os eletrodos solidos convencionais, em que a
modificagdo ocorre apenas na superficie. Assim, em
estudos envolvendo eletrodos de pasta ¢ possivel a
co-imobiliza¢do de enzimas, cofatores, mediadores,
estabilizadores resultando numa configuragdo de
eletrodos sem a necessidade de adi¢cdo de reagentes
durante a determinagdo (PEREIRA et al., 2002).

Uma melhoria considerdavel no preparo de
sensores a base de materiais carbondceos com DNA
pode ser obtida fazendo uso de matrizes inorganicas
no preparo do compésito. Os eletrodos modificados
com materiais inorganicos incluindo ¢xidos mistos,
zedlitas, fosfatos, y-alumina e outros tipos atualmente
formam uma nova classe de eletrodos quimicamente
modificados e sao utilizados geralmente com o
objetivo de aumentar a estabilidade das espécies
eletroativas imobilizadas. Esta melhoria ocorre
devido ao cardter acido destes materiais inorganicos
que podem apresentar interagdes dacido-base de

Bronsted com o DNA (MARCO, et al., 2013).

A sintese e a caracteriza¢do da matriz inorgénica
SiO,/ALO,/Nb,O, foi
e investigada como um novo material pré-
concentrador de ions Cd(II) em solucio (COSTA, et
al., 2011), mostrando a exelente caracteristica dcida

recentemente  publicada

desse material, e 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,O,/Nb,O, como matriz
inorganica e avaliar o processo de eletrooxidagao de
AMT sobre este sensor.

Materiais e Métodos
Reagentes e solugoes

Grafite em p6 puro e Fosfato de sodio monobasico
anidro foram obtidos da Synth® (Diadema, Brasil).

DNA de esperma de arenque, cloridrato de
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amitriptilina (AMT), hidroxido de soédio, acido
nitrico e 6leo mineral foram adquiridos da Sigma-
Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Cloreto de
potassio foi obtido da Sial® (Sdo Paulo, Brasil).
Fosfato de sddio bibasico foi adquirido da Vetec®
(Rio de Janeiro, Brasil). O material inorganico
(Si0,/A1,0,/Nb,O,), obtida via processo sol-gel,
foi preparada de acordo com o procedimento
previamente 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 agua
destilada e deionizada utilizando sistema Millipore
Milli-Q (resistividade > 18 MQ cm!, 25° C).

Instrumentagdo e célula eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas
num potenciostato/galvanostato modelo
PGSTAT12 da

microcomputador contendo o software GPES

Ecochemie acoplado a um
4.9, empregando uma cé¢lula 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 adicao de reagentes.

O eletrodo saturado de prata/cloreto de prata
(Ag/AgCl), fornecido pela Metrohm®, contendo
3 mol L' de KCI foi empregado como referéncia,
e uma espiral de platina (construido no proprio
laboratorio) como o eletrodo auxiliar.

O eletrodo de trabalho utilizado foi construido
Este
basicamente um tubo de vidro de 15 cm de

no proprio laboratério. dispositivo ¢
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 inser¢do da pasta a base
de material carbondceo. A area geométrica deste
eletrodo empregada para a obtencdo das densidades

de corrente ¢ de 0,12 cm?.

O pH final das solu¢des tampao foram
determinados por um pHmetro Digimed DM-20 e
ajustado com solugdes 1 mol L' de HCI ou 1 mol
L' de NaOH.

Antes de cada experimento, a solu¢ao de trabalho
foi borbulhada com N,, por aproximadamente 10
minutos e, durante a realizagdo do mesmo, o fluxo de
gas foi mantido apenas sobre a superficie da solucdo.

Preparagdo dos eletrodos de trabalho

Para a imobilizagdo do DNA na superficie
da matriz de silica (SiO,/ALO,/Nb,O,), 320 mg
de silica foram adicionados em 60 mL de uma
solucdo de DNA em concentragdo igual a 0,6
mg mL"' preparada em solu¢do tampdo fosfato
0,1 mol L' pH 7,0, permanecendo esta solu¢do sob
agitacdo mecanica durante 15 min e apos esta etapa,
12 h em repouso para adsor¢do do componente
biologico na matriz. Logo apods, 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. Apods o processo de secagem
preparou-se a pasta de carbono contendo o material
SiAINb-DNA previamente preparada. Esta pasta
era constituida por uma massa total de 60 mg numa
mistura utilizando a propor¢do 1:1 (m/m) entre a
SiAINb-DNA e o grafite em p6 com 6leo mineral.
Misturavam-se bem os materiais até a sua completa
homogeneizagao e, introduzia-se na cavidade inferior
do tubo de vidro descrito na se¢ao anterior, obtendo o
eletrodo de pasta de carbono e silica modificada com
DNA, a qual foi denominada de GRF-SiAINb-DNA
para estudos contendo o analito AMT.

Estudo do comportamento eletroquimico do
dispositivo GRF-SiAINb-DNA na auséncia e
presenca de AMT

O comportamento eletroquimico do biossensor
GRF-SiAINb-DNA foi avaliado por VC na auséncia
e presenca de AMT. Para fins de comparacao,
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também foram obtidos VCs com eletrodos de
trabalho (sensores ou biossensores) preparados
a base de GRF, GRF-SiAINb e GRF-DNA na
auséncia e presenga de 100 umol L' AMT. Todos
os voltamogramas foram obtidos em solucao 0,1
mol L' de tampdo fosfato (pH 7,0) a 10 mVs-'.

Estabilidade operacional do biossensor GRF-
SiAINb-DNA

Foram  realizados estudos quanto a
estabilidade operacional do biossensor através
de voltamogramas ciclicos. Cem voltamogramas
foram obtidos com um mesmo eletrodo a base
de GRF-SiAINb-DNA no monitoramento de 1
mmol. L' de AMT, realizados a 10 mVs' em

solu¢do 0,2 mol.L"! de tampéo fosfato (pH 7.5).

Processo de eletrooxidacdo do componente
biologico no sensor proposto

Informagdes sobre o processo de oxirredugdo
do componente biologico (DNA) imobilizado
sobre a matriz da SiAINb, na presenga do po
de grafite (pasta de carbono) como matriz
condutora foram adquiridas através da avaliacdo
de voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes
velocidades de varredura, v, utilizando-se 10,0 mL
de solugdo 0,2 mol L' de tampéo fosfato pH 7,5.
Os parametros cinéticos foram determinados com
relacdo ao coeficiente de transferéncia de elétrons,
o, a constante de velocidade de transferéncia de
elétrons, k e o nimero de elétrons envolvidos, r, ou
seja, o numero de elétrons envolvido no processo
redox do DNA na auséncia do analito de interesse.

Estudo do processo de oxida¢do da AMT utilizando
o biossensor GRF-SiAINb-DNA

Informagdes sobre a oxidacdo da AMT na
GRF-SiAINb-DNA
constituido por uma mistura utilizando a propor¢ao
1:1 (m/m) entre a SIAINb-DNA (na concentragdo
de 0,6 mg mL"' de DNA) e o GRF foram adquiridas

superficie do biossensor

através da avaliagdo de voltamogramas ciclicos
obtidos em diferentes v, utilizando 100 pmol L-!
de AMT preparados em solucdo tampao fosfato
0,2 mol L' (pH 7,5).

Resultados

Estudo do comportamento eletroquimico
do eletrodo GRF-SiAINb modificado e nao
modificado com DNA na auséncia e presenga do
analito AMT

Para avaliar a atividade eletrocatalitica do
biossensor GRF-SiAINb-DNA, voltamogramas
ciclicos foram obtidos com este dispositivo no
intervalo de potencial de 0,3 a 1,4 V vs. Ag/AgCl
na auséncia e presenca de AMT. (Figura 1).

Na Figura 1 (a), dois picos anddicos foram
detectados em potenciais de 0,8 e 1,11 V para o
sensor GRF-SiAINb-DNA. Esses picos podem
ser atribuidos a oxidacdo de residuos das bandas
nitrogenadas guanina e adenina do DNA,
respectivamente (BRETT at al., 1998; ZHENG
et al., 2009; CALISKAN et al., 2009; WANG et
al., 2001). Quando comparado ao voltamograma
ciclico obtido com eletrodo de trabalho preparado
a base de GRF-SiAINDb (auséncia de DNA), foi
possivel observar que nesse caso ndo ocorreu
nenhum processo faradaico no intervalo de
potencial estudado, sendo este um resultado

esperado.

Na Figura 1(b) ¢ possivel observar um pico de
oxidacdo da AMT, evidenciando a electroatividade
do farmaco no sensor GRF-SiAINb-DNA. A fim de
observar o efeito catalitico do DNA na oxidagdo
da AMT, voltamogramas ciclicos foram obtidos
empregando os sensores GRF-SiAINb ¢ GRF-
SiAINB-DNA (Figura 1c). E possivel observar
um aumento um ligeiro deslocamento de potencial
para regides menos positivas do pico de oxidagado
do analito na presenca do DNA, sugerindo assim,
um efeito catalitico do DNA no processo de
eletrooxidac¢do do analito.
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Figura 1 (a) - Voltamogramas ciclicos obtidos
com os seguintes biossensores e sensores: (1) GRF-
SiAINb e (2) GRF-SiAINb-DNA na auséncia de
AMT; (b) biossensor GRF-SiAINb-DNA na auséncia
e presenca de 100 pmol L' de AMT e (c) sensor
GRF-SiAINb e biossensor GRF-SiAINb-DNA na
presenga de 100 umol L' de AMT. Experimentos
foram realizados em solugdo tampao fosfato 0,1 mol
L' pH 7,0 a v =10 mVs™" no intervalo de potencial
de0,3a 1,4V vs. Ag/AgCl.
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Estabilidade operacional do biossensor GRF-
SiAINb-DNA

A estabilidade do
desenvolvido para determinacdo de AMT foi
avaliada por meio de 100 ciclos de varredura do
potencial entre 0,3 a 1,2 V (voltametria ciclica),
utilizando o sensor GRF-SiAINb-DNA. Assim, a
estabilidade da /pa (intensidade de corrente de pico

operacional sensor

anodico) para o monitoramento de 1 mmol L' de
AMT em solugdo tampao fosfato 0,2 mol L' pH 7,5
foi investigada.

O valor da resposta analitica encontrada
inicialmente foi de 6466 pA cm? (TABELA 1)
e os demais voltamogramas obtidos mostraram
estabilidade do sinal da corrente de pico anodica
até pelo menos 80 ciclos. A partir desta ciclagem, o
nivel da corrente de pico apresentou uma queda na
intensidade, menor que 5%, indicando uma pequena
lixiviagdo do componente bioldgico da superficie do
eletrodo para a solugdo tampao. Também, a pequena
queda de intensidade de corrente a varios ciclos
redox, pode ocorrer devido ao intumescimento da
pasta de carbono, dificultando a transferéncia de
elétrons entre os diferentes componentes. Embora
ocorra uma pequena perda de sinal analitico, o
sensor pode ser utilizado por véarias horas, indicando
forte interagdo do DNA com a matriz inorgénica e
carbonacea. Importante lembrar, que o nivel de
perda na intensidade de corrente ¢ menor do que em
outros eletrodos a base de pasta de carbono relatados
na literatura. Além disso, uma grande vantagem do
emprego da pasta de carbono ¢ a sua renovagdo
quando necessario.

Tabela 1 - Intensidade da corrente de pico anddica
(Ipa) para o biossensor GRF-SiAINb-DNA apos
sucessivos voltamogramas ciclicos obtidos em
solucdo tampao fosfato 0,2 mol L' pH 7,5 a 10
mVs'! na presenca de 1| mmol L' de AMT

08 10
E/V (vs. Ag/AgCl)

04 06

Fonte: Os autores

Ciclos

20

40

60

80

100

jpa (uA cm?)

6466

6458

6433

6416

6158

Fonte: Os autores
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Estudo da eletrooxida¢ao de AMT por meio do
composito GRF-SiAINb-DNA

Com o intuito de estudar a cinética de
transferéncia de elétrons entre 0 DNA no compdsito
GRF-SiAINb e o analito AMT, foram estimados
os parametros: a (coeficiente de transferéncia de
elétrons), x (constante de velocidade de transferéncia
de elétrons) e ne (numero de elétrons) para a catalise
com a espécie eletroativa de interesse. Informagdes
sobre o processo de eletrooxidacdo foram obtidas
através da analise da corrente de pico anddica, Ipa,
por voltamogramas ciclicos deste dispositivo em
solucdo contendo 1 mmol L' de AMT em solucdo
tampao fosfato 0,2 mol L' pH 7,5.

De acordo com o modelo tedrico de Andrieux
e Sevéant (ANDRIEUX et al.,, 1978) , a Ip ¢
dependente da raiz da velocidade de varredura, v/,
para um processo irreversivel conforme a Equacao
1

1

T Fv 2
I, = IZI,III&LQEFACRDR[E} )

Sendo que C € a concentragdo do analito, D €
o coeficiente de difusdo do analito na solugdo, F' a
constante de Faraday. Por fim, R e 7's30: a constante
dos gases e a temperatura, respectivamente.

Desta forma, foi possivel estabelecer uma relagao
linear entre a Ip versus v'? (Figura 2), indicando
que a etapa limitante do processo de eletrooxidagao
¢ controlada por difusdo (LAVIRON, 1982;
LAVIRON, 1979).

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 que o DNA, o qual possui varias bases
nitrogenadas em sua estrutura, estd fortemente
adsorvido sobre a matriz SIAIND (a qual atua como
um acido de Lewis). Assim, embora haja esta forte
adsor¢do 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 (dado ndo apresentado) sugerindo um
processo redox controlado por difusdo.

Figura 2 - Dependéncia entre a corrente de pico pela
fun¢do da raiz quadrada da velocidade de varredura
obtida para a catalise da AMT utilizando GRF-SiAINb-
DNA. Experimento realizado em solugdo tampao fosfato
0,2 mol L' pH 7,5.

GRF-SiAINb-DNA / 1mmoL AMT b
r=0,997

28000,0
24500,0
21000,0

o

£ 17500,0
<
314000,0
10500,0 -
7000,0-

3500,0

3 4 5 6 74 8

v1/2, (mVs_1)1/2

Fonte: Os autores

Como ¢ esperado paraum sistema irreversivel, a Ip

¢ dependente de v/

, €, portanto, o nimero de elétrons,
n, envolvido na reacdo global de eletrooxidagdo da
AMT pode ser obtido a partir do coeficiente angular
do grafico Ip versus v de acordo com a Equacio 2,
a qual caracteriza um sistema totalmente irreversivel

controlado por difusdo (BARD et al, 2001):

I =(299x10°) [(1-a) n]" n A C/D, " (2)

onde Ip ¢ a corrente de pico, n é o nimero total
de elétrons envolvidos na reagdo, a é o coeficiente

de transferéncia eletrdnica, n , 0 nimero de elétrons
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envolvidos na etapa determinante da reacao, D, o
coeficiente de difusao da espécie eletroativa (cm?
s1), A, a area do eletrodo, C,
espécie eletroativa no seio da solu¢do (mol cm™) e v,

", a concentracio da

avelocidade de varredura. De acordo com a literatura
(DUARTE et al, 2014a), o valor de D, para a AMT ¢
igual a 4,14x10° cm* s”'. Entretanto, antes de se obter
o numero total de elétrons envolvidos na reagiao de
eletrooxidacdo de AMT, foi necessario calcular o
valor de [(1-a)n |, a partir da Equagdo 3:

A47.7 mV

(1-ao)n, =
E,-E,,

)

onde E representa o potencial de pico e E,o
potencial de Ip a meia altura (BARD et al, 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 AMT, 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 equagao (2),
foi possivel obter um valor de » igual a 0,98, sugerindo
que o mecanismo de eletrooxida¢ao de AMT sobre o
GREF-SiAINb-DNA envolve um elétron. Esse nimero
de elétrons corrobora com dados determinados na
literatura (DUARTE et al, 2014a).

A fim de comparagdo, a determinacdo dos
parametros cinéticos referentes ao processo de
eletroeletrooxidacdo da AMT frente ao DNA
imobilizado, foi realizada, empregou-se o método
proposto por Laviron (LAVIRON, 1979).

A literatura recomenda quando se tem o intuito de
estudar a cinética de transferéncia de elétrons entre
um catalisador, neste trabalho, o DNA imobilizado
sobre a superficie do eletrodo e um analito-alvo
(amitriptilina, neste caso) os seguintes parametros
devem ser estimados: o (coeficiente de transferéncia
de
transferéncia de elétrons) e n, (namero de elétrons)

de elétrons), k£ (constante de velocidade

para reacao de oxirreducao entre o DNA imobilizado
na superficie da SiAIND e o analito alvo em solugao.

A corrente de pico para espécies eletroativas ¢ dada
pela Equacdo 4 (CHEN et al., 2011):

ne’FXvAT

F 4RT

“

Sendo que I ¢ a intensidade de corrente de pico,
F a constante de Faraday, A a area do eletrodo, v a
velocidade de varredura, I' a quantidade de material
biolégico adsorvido sobre a superficie do material
(SiAIND) e incluida no compdsito GRF-SiAINb-DNA
(mol cm™), R a constante dos gases, T a temperatura
e n, o numero de elétrons participante na reagio. O
valor de n, pode ser determinado através da equagao
descrita acima, se os outros parémetros forem
conhecidos. Embora a Equa¢do (4) seja a forma
mais utilizada para calcular o numero de elétrons
participantes de reagdes redox, a teoria demonstra
o) 0.5 medida em
milivolts (mV) deve ser igual a 90,6/n para o caso
ideal (LAVIRON, 1982). Esta metodologia proposta
por Laviron é mais simples e sua aplica¢io ¢é restrita

que a largura de meia altura do pico,

as espécies adsorvidas, como ocorre neste caso

estudado.

Estes estudos foram realizados em solugdo tampao
fosfato 0,2 mol L' pH 7,5 e foram determinados os
valores de k, o e n, da catdlise da AMT promovida
pelo sensor. O sensor GRF-SiAINb-DNA apresentou,
em baixas velocidades de varredura (15 mVs'), na
presencade1,0x 10°mol L' de AMT,um 60‘5 em torno
de 93 mV. Substituindo este valor de §, na expressdo
mencionada anteriormente, encontrou-se o valor
de n igual a 0,97 eletrons para o sistema estudado.
Desta forma, este resultado fortemente sugere que
um elétron participa da reacdo redox, especialmente
porque é conhecido que o mecanismo de oxidagao da
AMT e dos farmacos de sua classe envolvem apenas
um elétron e um préton (ROMEIRO et al., 2003;
TOLEDO at al., 2005).

Desta forma, demonstrou-se que o numero de
elétrons envolvidos no processo redox estudado

Semina: Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Londrina, v. 36, n. 2, p. 133 -144, jul./dez. 2015

139



140

Marco, J. P. et. al.

(eletrooxidagdo da AMT pelo DNA) é o mesmo
por ambos os métodos aplicados, validando de
certa forma a investigacdo do mecanismo reacional
estudada.

E importante salientar que a imobilizagdo do
DNA neste tipo de matriz (silica modificada com
oxidos mistos) pode causar o bloqueio de alguns
sitios cataliticos do DNA, refletindo num valor
obtido de n (numero de elétrons) menor que o
esperado. Embora este fendmeno possa ocorrer,
o componente bioldégico (DNA) ainda apresentou
capacidade de eletrooxidar o analito em estudo
(AMT) conforme verificado na Figura 1B.

Outro ponto a ser considerado e que pode
ocasionar a obten¢ao de valores de n menores que
o esperado € a alta resisténcia da matriz inorgénica,
a qual é pouco condutora ¢ 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 adsorcao
(interagao 4cido-base de Lewis) dos grupos
basicos (bases nitrogenadas) presentes na estrutura
do DNA (MARCO, et al., 2013) sobre a superficie
deste material. Desta forma, o método empregado
para o calculo do nimero de elétrons envolvido
no processo redox entre o DNA imobilizado sobre
a silica sol-gel e o analito em estudo (AMT) ¢
idealmente aplicado quando aisoterma 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 p6 de grafite
(pasta de carbono), DNA imobilizado sobre a
matriz inorganica e o 6leo mineral possui uma
estrutura bastante complexa.

A influéncia do pH sobre o potencial de pico
anddico (Epa) de AMT também foi verificada por

voltametria ciclica, observando-se uma relagdo
linear entre os referidos pardmetros na faixa de pH
entre 6,0 e 8,5 (Figura 3).

O coeficiente angular desse grafico (0,059 V/
pH) ¢é coincidente com o valor esperado para um
sistema nernstiano (0,0592 (np/ne) V/pH), onde
o np envolvidos na reagdo eletroquimica ¢é igual
ao ne (PAPOUCHADO et al 1975). Portanto, esse
resultado sugere que no processo de oxidacao de
AMT sobre a superficie do sensor a base de DNA

proposto o np ¢é igual ao ne envolvidos.

Figura 3 - Influéncia do pH sobre o potencial de
pico anddico (Epa) determinado em solugdo 1 mmol
L' de AMT. Medidas realizadas em solugdo 0,1 mol
L' de tampdo fosfato; v=10 mV s

1,001
0,08 1
0,961
0,94 ]

Z 0,921

0,90
0,88 1
0,86 1
0,84

« GRF-SIAINb-DNA / 1mmol L AMT
— Coef. angular = 0,059V / pH

6,0 6,5 7,0 7.5 8,0
pH
Fonte: Os autores

O pico de oxidagdao apresentado na Figura
1 (b), curva 2, resulta da oxidacdo do analito
em um processo de transferéncia de um elétron
(TOLEDO et al., 2005) e assim, pode-se propor
que o mecanismo de oxidacdo do analito sobre a
superficie do sensor a base de DNA proposto ocorre
conforme apresentado na Figura 4. E importante
ressaltar que o presente trabalho estd de acordo
com a literatura (TOLEDO et al., 2005), uma vez
que, neste trabalho ha transferéncia de 1 elétron ¢ a
oxidagdo ¢ dependente de préton, com perda de um
elétron e 1 préton o que justifica o comportamento
linear em fungdo do pH.
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Figura 4 - Possivel mecanismo de oxidacdo da AMT sobre GRF-SiAINb-DNA.

.H/f ) I\ | N et =1H" f \ i q\\,
LWF I - ;.‘::"II
|
16 ﬁl\? ey

|
18 N~

+ | + I

Ccr H CIrH

Fonte: Os autores

Ainda em relagdo aos estudos referentes ao
processo de eletrooxidagdo de AMT frente ao
composito  GRF-SiAINb-DNA, um grafico de
fungdo de corrente, Ip/v'?, (corrente normalizada
pela raiz da velocidade de varredura) foi construido
a partir dos dados de corrente de pico e velocidade
de varredura. Desta forma, a Figura 5 apresenta o
comportamento da interagao entre o analito e 0 DNA
imobilizado no GRF-SiAINb-DNA. Conforme pode
ser observado, o grafico de fungdo de corrente versus
velocidade de varredura resultou em um tipico perfil
observado para sistemas EC’ (Eletroquimico —
Quimico Catalitico), no qual a funcao 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 Ip vs v'”? (Figura 2).

Importante ressaltar que este resultado corrobora
com aquele apresentado na Figura 1c, sugerindo que
a oxidacdo do analito na presenga do DNA ocorre
por via catalitica.

Figura 5 - Relagdo entre a funcdo de corrente
(Ipa/v'?) versus a velocidade de varredura para
1,0 mmol L' de AMT em solu¢do 0,2 mol L
tampao fosfato pH 7,5 utilizando GRF-SiAINb-
DNA.

0,000020- —e-Modelo EC - Eletroquimico / Quimico catalitico
L]
7 0,000018- \
Ay L]
- \
= 0,000016- .\
— [ ]
N
> 0,000014 \.\,
\.
2 -
0,000012- °
001 002 003 004 005 006
v/iVs'

Fonte: Os autores

A Figura 6 ilustra as magnitudes dos potenciais
de pico anodico em fungdo do logaritmo da
velocidade de varredura do potencial para o sistema
estudado.
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Figura 6 - Grafico de Laviron (E,, vs log v/Vs')
para o pico anodico da AMT utilizando biossensor
GRF-SiAINb-DNA. Experimento realizado com 1
mmol L' de AMT em solugdo tampao fosfato 0,2

mol L' pH 7,5.
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©
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Fonte: Os autores

De acordo com a teoria, em elevados valores

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

lineares e angulares das curvas de Laviron.

0] coeficiente angular para 0
segmento linear da curva de Laviron ¢
2.303 RT/anF, para o pico anddico. Sendo
que o coeficiente angular (para curva

Ep/V versus log v/Vs') encontrado foi de 0,0783.
O valor de a anddico obtido empiricamente foi de
0,75 considerando 1 elétron envolvido no processo
de oxidagdo. Neste sentido, o valor de a igual a 0,75
para o processo de oxidacao da AMT foi empregada
para estimativa da constante de velocidade de
transferéncia de elétrons (k) conforme a Equagao 5.

a.neFv, a,nefFy,

= )
RT RT

O valor de k estimado para a catalise da AMT
foi de 29,2 s!. Este valor estimado para velocidade
de varredura de 1 Vs' em conjunto com o valor de

a, confirmando, conforme ja mencionado que a
eletrooxidagdo da AMT ocorre por um processo
catalitico com eclevada taxa de transferéncia de
elétrons. Estes resultados sdo semelhantes ou melhores
que outros trabalhos desenvolvidos utilizando
biossensores para determinagdo de AMT (TOLEDO at
al, 2005; BIRYOL etal., 1996). Por fim, é importante
mencionar que o comportamento eletroquimico do
farmaco investigado, 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 (DUARTE
et al, 2014a; ESLAMI et al, 2014; BIRYOL et al,
1996, THARMARAJ et al., 2009 ).

Conclusoes

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

O processo eletrocatalitico da AMT frente ao DNA
imobilizado sobre a superficie da matriz inorganica
caracterizou-se por ser um processo irreversivel
e controlado por difusdo (de acordo com o perfil
voltamétrico e relacdo de corrente anodica em fungao
da velocidade de varredura), bem como dependente do
pH, sendo, nesse caso, determinado com transferéncia
de um elétron e com viabilidade cinética para o
processo redox (alta velocidade de transferéncia de
elétrons).
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O valor de k estimado para a catalise da AMT 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 reacao de catalise eletroquimica entre 0o DNA
e o analito, com resultados semelhantes ou melhores
que outros trabalhos desenvolvidos e reportados na
literatura utilizando sensores para determinacao de
AMT.
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