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RESUMO

Aminas biogénicas (ABs) sdo compostos nitrogenados que apresentam um baixo
peso molecular, sdo formadas a partir da degradacdo de compostos nitrogenados
pela acdo de enzimas, podendo ser associado ao processo de deterioracdo ou
fermentacdo de alimentos. Atualmente ha um interesse no estudo das aminas
biogénicas, por conta da atividade toxicoldgica que alguns destes compostos podem
apresentar aos seres humanos. A histamina (HTM) esta associada a problemas de
intoxicacdo alimentar, podendo provocar reacdes alérgicas, como exemplo, falta de
ar, vomito, febre, hipertensdo etc. A triptamina apresenta efeitos toxicos,
promovendo o aumento da pressdo arterial. A literatura reporta a utilizacdo dos
métodos cromatograficos para a determinacdo de ABs em diversas matrizes, no
entanto alguns inconvenientes encontrados no desenvolvimento desses métodos
tornam necessaria a busca por métodos alternativos para determinacdo desses
compostos. O presente trabalho tem como objetivo principal a utilizacdo da
voltametria de onda quadrada (VOQ) fazendo uso de um eletrodo de carbono vitreo
(ECV) modificado com pontos quéanticos de carbono (PQCSs) para a determinacéo de
triptamina e histamina. A metodologia utilizada para a sintese das nanoparticulas foi
realizada a partir da abordagem do tipo bottom-up, ja bem fundamentada na
literatura. A modificagcdo do ECV consistiu na realizagdo de 8 varreduras
consecutivas na voltametria ciclica, numa velocidade de varredura de 50 mV s,
utilizando uma mistura de pontos de carbono, p-Ciclodextrina e tampé&o fosfato pH 7.
O uso do eletrodo modificado com pontos de carbono apresentou melhores
respostas para a medida simultanea da triptamina (12,5 — 25,0 umol L) e histamina
(25,0 — 50,0 umol L), apresentando limites de deteccédo e quantificacdo de 0,2529
umol Lt e 0,8429 pmol L1 para triptamina e 0,6789 umol L' e 2,263 umol L para

histamina, respectivamente.

Palavras-chave: Aminas biogénicas; Pontos quanticos de carbono; Eletrodo de

carbono vitreo; voltametria de onda quadrada.



ABSTRACT

Biogenic amines (BAs) are nitrogenous compounds that have a low molecular
weight, are formed from the degradation of nitrogenous compounds by the action of
enzymes and can be associated with the process of deterioration or fermentation of
food. Currently, there is an interest in the study of biogenic amines, due to the
toxicological activity that some of these compounds can present to humans.
Histamine (HTM) is associated with food poisoning problems and can cause allergic
reactions, such as shortness of breath, vomiting, fever, hypertension, etc. While
tryptamine has toxic effects, promoting an increase in blood pressure. The literature
reports the use of chromatographic methods for the determination of BAs in several
matrices, but some inconveniences found in the development of these methods
make it necessary to search for alternative methods for the determination of these
compounds. The main objective of the present work is the use of square wave
voltammetry (SWV) using a glassy carbon electrode (GCE) modified with carbon
guantum dots (CQDs) for the determination of tryptamine and histamine under
physiological conditions (pH 7). The methodology used for the synthesis of
nanoparticles was carried out from the bottom-up approach, which is already well-
founded in the literature. The modification of the GCE consisted of performing 8
consecutive scans in cyclic voltammetry, at a scan speed of 50 mV s, using a
mixture of carbon dots, B-Cyclodextrin and phosphate buffer pH 7. The use of the
modified electrode with carbon dots presents better responses for the simultaneous
measurement of tryptamine (12,5 — 25,0 ymol L1) and histamine (25,0 — 50,0 ymol L
1), with limits of detection and quantification of 0,2529 umol L and 0,8429 ymol L
for tryptamine and detection and quantification limits of 0,6789 umol L and 2,263

umol L1 for histamine, respectively.

Keywords: Biogenic amines; Carbon quantum dots; Modified electrodes;

Voltammetric techniques; Electrochemistry.
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1. INTRODUCAO

Compostos a base de nitrogénio sdo muito comuns em diversas fungdes
biologicas, seja no metabolismo nas células, na formacdo de proteinas etc. A
decomposicdo dessas substancias nas células da origem as aminas biogénicas
(ABs), que sao produzidas pelos seres vivos a partir da acdo enzimatica (Santos,
1996). As aminas biogénicas podem influenciar o organismo vivo no controle da
temperatura corporal, na mudanca da pressédo sanguinea etc. (GOMES et al., 2014).

Ha diversos estudos na literatura que evidenciam a presenca de algumas ABs
em alimentos e bebidas. As principais aminas encontradas sdo a histamina,
putrescina, cadaverina, tiramina e triptamina (GOMES et al., 2014). A presencga
desses compostos nos alimentos é considerada um indicativo em relagdo ao grau de
degradacdo e qualidade do alimento comercializado, como também na toxicidade
desses alimentos em diferentes graus a depender de qual substancia esta presente
(GOMES et al., 2014). As ABs podem ser encontradas em vinhos, queijo, peixe,
produtos carneos fermentados, vegetais, cerveja etc. (FERNANDEZ-GARCIA e
NUNEZ, 2000).

Nos ultimos tempos, os métodos cromatograficos foram os mais utilizados na
determinacdo desses compostos em amostras reais, mas em virtude das
desvantagens acerca do tempo de resposta, baixa sensibilidade, alto custo de
instrumentacdo e reparos, se tornou necessario a busca de novas metodologias
analiticas para determinacdo de ABs em alimentos, dentre os métodos mais usados
atualmente, h& de se destacar os métodos eletroquimicos (HOLLER, 2009).

Na voltametria se faz uso de eletrodos quimicamente modificados como
mediadores de elétrons, visando aumentar a sensibilidade para determinacdo de
diferentes analitos e, em alguns casos visa diminuir o sobrepotencial redox
apresentado por algumas espécies quimicas. Um exemplo de bons agentes
modificadores sdo o0s pontos quanticos de carbono (PQCs), esses compostos
representam uma classe emergente de nanoparticulas fluorescentes de carbono,
com grande potencial para aplicacbes analiticas e bioanaliticas. Essas
nanoparticulas se destacam por suas atraentes propriedades Opticas, além disso,
apresentam baixa toxicidade, facilidade de funcionalizacdo, resisténcia a
fotodegradacao e fluorescéncia (SUN e LEI, 2017; WANG e QIU, 2016).
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Neste trabalho, foi proposto o uso de um eletrodo de carbono vitreo
modificado com PQCs para eletrocatalisar reacdes de oxidacdo de triptamina e
histamina utilizando a voltametria de onda quadrada, visando alcancar baixos limites

de deteccéo e quantificagcao.

2. OBJETIVOS

Desenvolvimento de uma metodologia voltamétrica para determinacao
simultdnea de triptamina e histamina utilizando um eletrodo de carbono vitreo

modificado com pontos quénticos de carbono.

2.1 Objetivos especificos

e Desenvolver uma metodologia simples para sintese dos pontos quanticos de

carbono;

¢ Investigar o comportamento voltamétrico da triptamina e histamina em relacéo ao

sensor modificado e ndo modificado;

e Otimizar os parametros voltamétricos para a determinacdo da triptamina e

histamina;

e Desenvolver um método voltamétrico para a determinacdo simultanea de

triptamina e histamina;

e Avaliar o desempenho do sensor para a determinacdo dos analitos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aminas Biogénicas

As aminas biogénicas (ABs) sdo uma classe de compostos nitrogenados que
apresenta um baixo peso molecular, sdo formadas pela descarboxilacdo de
aminoacidos ou pela aminacéo de aldeidos e cetonas. As ABs sdo formadas a partir
da degradacdo de compostos nitrogenados pela acdo de enzimas, podendo ser
associado ao processo de deterioracdo ou fermentacdo de alimentos (SANTOS,
1996).

Esses compostos nitrogenados séo classificados em trés tipos de estruturas
distintas: (1) Estruturas alifaticas, como exemplo, putrescina, cadaverina, espermina
e espermidina; (2) Estruturas heterociclicas, como exemplo, histamina e triptamina;
(3) Estruturas aromaticas, como exemplo, feniletilamina e tiramina (GOMES et al.,
2014).

Tabela 1. Classificacdo das aminas biogénicas

Estruturas Estruturas Estruturas
alifaticas Heterociclicas Aromaticas
Putrescina Histamina Feniletilamina

N NH
HZN\/\/\NH2 </ p O/\/ 2
HN NH;

Cadaverina Triptamina Tiramina

NH»
2 > | HO

I=z

Fonte: Adaptado pelo autor
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Nos alimentos as AB sdo formadas a partir da acdo de microorganismos
sobre os aminoacidos durante o processo de maturacdo e deterioracdo, pelo qual
muitas bactérias sdo capazes de descarboxilar os aminoacidos, convertendo-0s em
aminas biogénicas. A conversdo de aminoacidos em ABs é ocasionada em virtude
de um mecanismo de autodefesa dessas bactérias promovendo a alcalinizagdo do
meio (MARCOBAL et al., 2004; GARAI et al., 2007). Como exemplo, pode-se citar as
bactérias dos géneros Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc e Pediococcus, que atuam em diversos alimentos como queijo, carne e
bebidas fermentadas (MAIJALA, 1993; MORENO-ARRIBAS et al., 2003).

Figura 1. Conversao de aminoacidos em aminas biogénicas pelo mecanismo de

descarboxilacao.

Lisina Q Cadaverina

HENW\DH —> HN~ _~_~~_~NH; + CO,

MNH=

Ornitina ':.)
Putrescina

HzN OH —> HyN~_-~~_-"~NH, + CO;
NH;

Fonte: SANTOS,1996

Atualmente h& um interesse no estudo das aminas biogénicas, devido a
eventual atividade toxicolégica que alguns destes compostos podem apresentar aos
seres humanos. A histamina (HTM) estd associada a problemas de intoxicacéo
alimentar, podendo provocar reacfes alérgicas, como falta de ar, vémito, febre,
hipertenséo etc. A HTM atua como um neurotransmissor no sistema nervoso central
(SNC) e como vasodilatador no sistema cardiovascular (HERNANDEZ-JOVER, et
al., 1997; YONGMEI et al., 2009; NAILA et al., 2010). A tiramina e a B-feniletilamina
estdo associadas com problemas de hipertensdo, caracterizada pelo aumento da
pressdo sanguinea (TIL et al., 1997; MOHAN et al., 2009; KALAC, 2009).

A triptamina apresenta efeitos toxicos, como aumento da pressdo arterial,

sendo que ndo ha estudos sobre a relagcdo entre sua toxicidade com o limite de
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concentracdo deste composto em seres humanos. As poliaminas (como exemplo, a
putrescina, espermina, espermidina e cadaverina), sdo encontrados naturalmente
em alimentos, esses compostos na sua forma de aminas ndo apresentam efeitos
toxicoldgicos em organismos vivos, mas quando reagem com nitritos, podem formar
nitrosaminas carcinogénicas (SHALABY, 1996; KALAC, 2009; KIM et al., 2009).

Na Europa, ha leis de controle sobre o nivel de contaminacdo dos alimentos
por aminas biogénicas, sendo 100 mg kg? o limite maximo de concentracdo de
histamina em peixes frescos, 400 mg kg! de histamina em produtos curados.
Enguanto nos EUA, a Food and Drug Administration (FDA), considera 500 mg kg o
limite maximo de histamina em alimentos (GOMES et al., 2014; FDA, 2001).

No Brasil ha apenas uma legislagdo sobre o controle de histamina, que
considera somente 0s niveis de histamina em pescados frescos e 0s seus
derivados, em virtude dessa limitacdo, outros produtos que apresentem esta ou
outras ABs com o0 mesmo potencial toxicolégico estdo sendo normalmente
comercializadas (GOMES et al., 2014).

Em virtude dos problemas associados a esses compostos, diversos estudos
tém sido realizados, para determinacdo quantitativa em matrizes alimenticias,
sobretudo em produtos fermentados, as medidas cromatograficas sdo as mais
empregadas para determinacao destes constituintes em amostras liquidas e sélidas
(BUENO-SOLANO et al., 2012; CONTRERAS et al., 2007; LOUKOU e ZOUTOU,
2003; ANLI et al., 2004; KALAC e KRIZEK, 1997)

Entretanto as medidas cromatogréficas (sobretudo a cromatografia liquida de
alta eficiéncia) apresenta um alto custo de instrumentacao e operacéo, necessita de
preparo prévio de amostra etc. De forma alternativa, as técnicas eletroanaliticas séo
promissoras para a determinacdo de ABs em matrizes alimenticias, por implicarem
menores custos e tempos de anadlise, elevada seletividade e sensibilidade,
possibilitando a obtencdo de informacdes fundamentais sobre propriedades
intrinsecas das substancias de interesse analitico (IARC, 2010; BIGGER, 2000;
SOUZA et al., 2003; BARD e FAULKNER, 2001; BRETT e BRETT, 1996).

3.2 Técnicas eletroanaliticas

A eletroanalitica consiste num grupo de métodos analiticos utilizados na
determinacao, caracterizacdo e quantificacdo das espécies quimicas, baseadas nas

propriedades elétricas de um analito em solugcdo. As técnicas eletroanaliticas
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apresentam baixos limites de deteccdo e oferecem um amplo conjunto de
informacBes acerca da descricdo e caracterizacdo de um sistema eletroquimico
(SKOOG et al., 2013).

A voltametria € um dos métodos da eletroanalitica, que consiste ha medicao
da corrente em funcdo de um potencial aplicado (I vs Ep), promovendo a polarizagao
do eletrodo de trabalho. A diferenca de potencial aplicada a célula eletroquimica
provoca reacOes de oxidacdo e/ou reducdo em compostos que apresentam
eletroatividade (HOLLER, 2009).

A medicéo de | vs Ep em voltametria € realizada numa célula eletroquimica
composta por trés tipos de eletrodos imersos em uma solucéo eletrolitica, onde ha
dois tipos de correntes produzidas, (I) a corrente faradaica, que é produzida pelo
processo de oxirreducdo do analito e (Il) a corrente capacitiva, que € a corrente
proveniente do carregamento/descarregamento da dupla camada elétrica na
interface eletrodo-solucdo (BARD e FAULKNER, 2001).

Os eletrodos sao denominados como, Eletrodo de Trabalho (ET), Eletrodo de
Referéncia (ER) e Contra Eletrodo (CE). Em voltametria, a célula é composta por
trés eletrodos que apresenta uma boa adequacéo para realizacdo de medidas em
sistemas diluidos, favorecendo o uso de eletrélitos diluidos e pela aplicabilidade em
sistemas que apresente uma alta resisténcia a transferéncia de carga (PACHECO et
al., 2013). E preferivel o uso de eletrolitos de suporte que apresentem uma baixa
resisténcia elétrica com a finalidade de facilitar o processo redox na célula
eletroquimica.

Os principais materiais utilizados como ET sado cobre, platina, ouro, diamante
dopado com boro (DDB), carbono vitreo (CV), fibra de carbono, grafite pirolitico,
pasta de carbono (que consiste numa mistura de 6leo mineral, grafite) dentre outros.
(BARD et al., 2001, 2008, HOLLER, 2009). Os eletrodos de CV sdo os mais
utilizados (frente aos eletrodos de metais nobres) por apresentarem baixa corrente
de fundo, inercia quimica e uma ampla janela de potencial para as medidas
voltamétricas (USLU e OZKAN, 2007).

O ER apresenta uma alta resisténcia a passagem de corrente, conferindo um
potencial constante durante todo o processo de oxirredugéo, atribuindo ao ET e CE
a passagem de corrente durante todo o processo eletroquimico.

Eletrodos de referéncia que apresentam uma facil aplicacdo, manufatura e

que sao robustos em diversas aplicacdes sdo 0os mais utilizados como substituinte
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ao antigo eletrodo padrdo de hidrogénio (EPH), os mais comuns e utilizados
atualmente como ER em medidas voltamétricas sdo o eletrodo de prata/cloreto de
prata (Ag/AgCl) e o eletrodo de calomelano saturado (ECS) (HOLLER, 2009).

O CE tem como funcdo a promoc¢ao da passagem de corrente entre a fonte
de sinal e o eletrodo de trabalho (ET), os materiais mais comuns usados para
construcdo do CE sdo de especeis quimicas inertes como ouro, platina etc.
Eletrodos de bastdo de platina s&o os mais comumente empregados em medidas
voltamétricas (SKOOG, 2013).

O processo redox é promovido quando espécies quimicas se aproximam da
superficie do ET, ocorrendo assim uma reacdo de oxidac¢ao e/ou reducdo do analito.
A aproximacdo do analito a superficie eletroativa do ET € promovido pelo processo
de transferéncia de massa, que ocorre na chamada interface eletrodo-solucéo.
Como pode-se ver na Figura 2, num processo redox, primeiramente ocorre a
transferéncia de massa do analito para superficie do eletrodo, pelo qual em seguida,
h& a transferéncia de carga entre o ET e o analito, que por fim é acompanhado por
processos quimicos promovidos pela transferéncia de elétrons entre o analito e o
eletrodo (PACHECO et al., 2013).

Figura 2. Mecanismo de transporte de massa do analito na interface eletrodo

solucéo.
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Fonte: PACHECO et al., 2013

Durante as medidas voltamétricas podem ocorrer trés mecanismos de

transporte de massa na interface eletrodo-solucéo, conveccgao, migracéo e difusao.
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A conveccao é promovida por processos mecanicos, como exemplo, agitacao
magneética do meio. A migracdo é caracterizada pela mobilidade de ions em solucéo,
que sofrem atracdo de um campo magnético, como por exemplo, quando as
espécies apresentam cargas positivas (cation) sdo atraidas pelo eletrodo com
excesso de cargas negativas em sua superficie. J& a difusdo € promovida por um
gradiente de concentracdo, devido a diferenca de concentracdo entre duas regides
na interface eletrodo-solu¢do, os ions ou moléculas neutras tendem a difundir da
regido mais concentrada para a regido mais diluida (HOLLER, 2009).

As técnicas voltamétricas mais utilizadas para realizacdo de estudos
eletroquimicos sdo a voltametria ciclica (VC), a voltametria de pulso diferencial
(VPD) e a voltametria de onda quadrada (VOQ).

3.2.1 Voltametria Ciclica

A Voltametria Ciclica (VC) é uma técnica bastante importante, que fornece
uma andlise quantitativa e qualitativa de um processo redox, sendo importante no
estudo da formacéo de intermediarios de uma rea¢do, como também, na analise de
produtos formados na superficie do eletrodo de trabalho. A VC nos dé& informacgfes
acerca da termodinamica dos processos de oxirreducdo e nos fornece informacdes
acerca da cinética da reacéo da transferéncia de elétrons no processo eletroquimico
(WANG, 2000; SKOOG, 2013).

Na VC as varreduras de potencial séo realizadas de forma geral em duas
direcdes, as medidas séo realizadas na dire¢do de potenciais positivos (+E), e em
seguida sao realizadas na direcao de potenciais negativos (-E). As medidas podem
ser realizadas em um ciclo inteiro, ciclos parciais ou varios ciclos (SKOOG, 2013).

Para uma reacgéo totalmente reversivel, existem dois componentes principais
gue determinam as reacfes que ocorrem no eletrodo, a transferéncia de massa de
natureza difusional e a transferéncia heterogénea de carga entre o analito e a

solugdo. A corrente de pico € descrita pela equacdo 1 para sistemas que

apresentam carater nernstiano (PACHECO et al., 2013).

i, = (2,69x10%)n?3ADy/*v*/2C, Equagéo 1
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Onde, ip é a corrente de pico (que pode ser catddica ou anddica) em amperes,
n é o nimero de elétrons envolvidos no processo, A é a area do eletrodo em cm?, Do
é o coeficiente de difusdo em cm? s, v é a velocidade de varredura em V st e Co é
a concentracao inicial do analito em mol cm=3 (PACHECO et al., 2013).

Em voltametria ciclica o sinal de excitacdo é obtido de medidas de potencial
em funcéo do tempo, obtendo-se um perfil de excitagdo na forma triangular descrita
na Figura 3A, com rampa de potencial entre Einicial € Efina. Na Figura 3B € realizada
a varredura de potencial na forma de escada (staircase), com degraus de potencias
da ordem de 10 mV e tempo de duracdo de 50 ms. Na Figura 3C é mostrada a
medida de corrente em funcdo do potencial aplicado ao ET, em sistemas reversiveis,
obtém-se perfis quase simétricos nos processos catddicos e anédicos (PACHECO et
al., 2013, HOLLER, 2009).

Figura 3. Medidas de potencial em VC: A) medidas de potencial por varredura
linear, B) medidas de potencial por stairscare e C) voltamograma de um processo

reversivel.
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Fonte: PACHECO et al., 2013.
3.2.2 Voltametria de Pulso Diferencial

A voltametria de pulso diferencial (VPD) € uma técnica que apresenta alta
sensibilidade, com limites de deteccdo da ordem de 107 a 10 mol L, resultado da
diferenca entre a corrente faradaica e a capacitiva (1corrente faradaica e |corrente
capacitiva), contribuindo no aumento da razéo sinal-ruido. Nesta técnica, pulsos de
potencial (AEp) sucessivos sdo aplicados sobre uma rampa ou escada de potencial
(AEs) com incremento em intervalos periddicos de tempo e iguais amplitudes, onde a

corrente medida é lida duas vezes, uma antes da aplicagdo do pulso e a outra no
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final da vida do pulso, o objetivo de realizar duas medidas de corrente € obter uma
contribuicdo essencialmente faradaica ao final da medida. (BARD et al., 2001, 2008).
A Figura 4A mostra como o potencial € aplicado ao eletrodo de trabalho e a

Figura 4B mostra o voltamograma resultante para a VPD.

Figura 4. (A) Esquema de aplicacao de potencial e (B) Voltamograma tipico para
DPV (1 vs. E).
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Fonte: BARD et al., 2008.

O voltamograma em VPD apresenta uma corrente de pico que apresenta
forma gaussiana, sendo a area abaixo da curva diretamente proporcional a

concentracdo do analito de interesse. Cuja a forma € definida pela equacéo a seguir:

nFACDY? (1-0 ~
= Equacéo 2

I, =
p Jrt, \140
Onde ip corresponde a corrente de pico (uA), n é o numero de elétrons
envolvidos na reacdo, F € a constante de Faraday (C), A é a éarea eletroativa do
eletrodo de trabalho (cm?), tm é a diferenca de tempo entre a segunda e a primeira

medida (s), C é a concentracdo do analito (mmol L), D é o coeficiente de difuséo
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(cm? s1) e ¢ é a relacdo exp(nNFAE/2RT) (BRETT E BRETT, 1996; BARD et al.,
2008).

3.2.4 Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (VOQ) é uma técnica que apresenta uma alta
sensibilidade e alta velocidade de varredura. O sinal de excitacdo dessa técnica é
obtido a partir da combinagdo de um conjunto de pulsos (AEp) de iguais amplitudes
com escada de potencial (AEs) oscilando em periodos iguais (2tp), conforme a
Figura 5A. A corrente resultante (Ai) é obtida pela diferenca entre a corrente direta e
reversa (Ai = idireta — ireversa). EM sistemas reversiveis, onde a corrente direta e
reversa apresenta valores quase semelhantes de amplitude, a soma da correte
resultante (Ai) € maior que a das correntes individuais (SKOOG, HOLLER e NIEMAN,
2002).

Melhores resolucdes sdo obtidas em sistemas reversiveis como descrito na
Figura 5B, pois nesse sistema a soma dos valores da corrente direta e reversa
produz uma corrente resultante (Ai) com pico acentuado. Em sistemas irreversiveis
h& um pequeno incremento na corrente resultante pois a corrente reversa apresenta
valor proximo de zero (igreta < Ai), como representado na Figura 5C (SKOOG,
HOLLER e NIEMAN, 2002).

Figura 5. (A) Esquematizagéo do sinal de excitagao da VOQ e voltamogramas de

um sistema reversivel (B) e irreversivel (C).
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Fonte: BRETT e BRETT, 1996; SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002; SOUZA, MACHADO e
AVACA, 2003.

A VOQ apresenta sensibilidade préoxima as técnicas cromatograficas, esse
fato esta atribuido a eliminag@o da corrente capacitiva, que € minimizada pelo fato
de todas as medidas serem realizadas no mesmo intervalo de tempo, em outras
palavras, ha uma melhoria na resolucdo das medidas de corrente em funcédo do
potencial Ai vs Ep (SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002).

3.3 Pontos quanticos de carbono

Os pontos quanticos de carbono (PQCs) sdo nanoparticulas descobertas
acidentalmente em 2004, a partir de uma andlise eletroforética e de purificacao de
nanotubos de carbono de parede simples (XU et al., 2004). Desde sua descoberta,
esses hanomateriais organicos vem ganhando cada vez mais espaco em aplicacoes
cientificas, sobretudo, por apresentarem propriedades como, resisténcia a
fotodegradacao, facilidade de bioconjugacéo, fotoestabilidade, baixa toxicidade,
solubilidade em solventes organicos, transferéncia eletronica fotoinduzida,
eletroquimioluminescéncia (ECL), e eficiéncia quantica (MACHADO et al., 2015; LIU
et al., 2009; BAKER et al., 2010).

Em virtude de sua capacidade de absorcao Optica em toda regido UV-Vis, e
por apresentarem Otima solubilidade em solventes organicos e facilidade de
funcionalizacdo de sua superficie, os PQCs tem sido empregado no
desenvolvimento de biosensores, como também, de dispositivos fotovoltaicos e
fotocataliticos (MACHADO et al., 2015).

Esses nanomateriais organicos apresentam rotas sintéticas simples e de
baixo custo, e por isso tém sido amplamente empregados em medidas analiticas e
bioanaliticas (WANG e HU, 2014). Recentemente diversos trabalhos tém sido
desenvolvidos utilizando os PQCs para o0 desenvolvimento de sensores
eletroquimicos.

Os PQCs apresentam estrutura quase-esférica de tamanhos menores que 10
nm, com estruturas grafiticas de carbonos sp? em seu interior, apresentando diversos
grupos polares (hidroxila, carbonila, alquila e radicais de carboxila). As propriedades

7

Opticas (fotoluminescéncia) dos PQCs € exclusivamente dependente do tamanho
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das nanoparticulas, como também da rota sintética (WANG e HU, 2014; MACHADO
et al., 2015).

Esses nanomateriais podem ser produzidos por métodos quimicos ou fisicos,
a depender do precursor utilizado para sintese. Os métodos fisicos sdo chamados
de top-down e os métodos quimicos de bottom-up. Na abordagem do tipo top-down,
faz-se uso de técnicas de irradiacdo por micro-ondas, descarga de arco voltaico,
ablacdo a laser, tratamento com plasma, tratamento ultrassonico etc. (LU et al.,
2009; TIAN et al., 2009; PENG e TRAVAS-SEJDIC, 2009; PAN et al., 2012; WANG
et al., 2011; JIONG et al. 2011). Na abordagem do tipo bottom-up, sdo empregados
um tratamento do tipo hidrotermal/solvotermal, combustéo, oxidacdo acida, pirolise
térmica etc. (KWON et al., 2014; CAO et al., 2007; HU et al., 2009).

No método fisico utiliza-se precursores de carbono de cadeias grandes,
como exemplo, diamante, grafite, oxido de grafite e nanotubos de carbono. Nos
métodos quimicos €& empregado precursores de carbono moleculares, como
exemplo, acido citrico, frutose, glicose, ureia e resina, que podem ser purificadas a
partir da centrifugacéo, filtracdo, eletroforese, dialise etc. (WANG e HU, 2014). A
Figura 6 ilustra a via de obtencdo dos PQCs e a subsequente modificacdo de sua

estrutura (funcionalizacdo ou modificacao).

Figura 6. Esquematizacdo dos métodos de obtencdo dos PQCs a partir de métodos

bottom-up e top-down e subsequente modificagcao.

Funcionalizacdo

Fonte: WANG e HU, 2014.
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4. METODOLOGIA

4.1 Reagentes e solucdes

Todas as solugbes foram preparadas com agua deionizada (Milli-Q,
condutividade de 0,1 < uS cm-1). Os reagentes utilizados para o preparo das
solugdes tampao, triptamina, histamina e ferrocianeto de potdssio sdo de pureza
analitica, adquiridos da Sigma-Aldrich. Na Tabela 2, estéo listadas as composi¢cdes
das solucdes tampdo usadas como eletrolito de suporte. Para os estudos
eletroquimicos, as solucdes de triptamina e histamina foram preparadas pela

dissolucéo dos respectivos soélidos em agua deionizada (Milli-Q).

Tabela 2. Solucbes usadas como eletrolito de suporte

pH Composicédo (Volume em mL)

35 0,2 mol L' CHsCOONa (3,7) + 0,2 mol L CHsCOOH (46,3) + H»0 (50)
4,5 0,1 mol L™X CHsCOONa (50) + 0,2 mol L™X CHsCOOH (50)

6,0 0,2 mol L't NazHPO4 (6,15) + 0,2 mol L™ NaH2PO4 (43,85) + H.O (50)
7,0 0,2 mol L't Na;HPO4(30,5) + 0,2 mol L2 NaH,PO4 (19,5) + H20 (50)
8,5 0,2 mol L't Na;HPO4 (47,35) + 0,2 mol L NaH,PO4 (2,65) + H20 (50)
10,5 0,025 mol L't Na,B407.10 H20O (50) + 0,1 mol L' NaOH (22,7) + H.0 (27,3)

4.1.1 Instrumentacao e software

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando um
potenciostato/galvanostato Eco Chemie Autolab (Modelo PGSTAT 302N) controlado
pelo software NOVA 2.1.3, com célula eletroquimica de 40 mL, composta pelo
eletrodo de carbono vitreo, eletrodo de Ag/AgCI (KCI, 3,0 mol L) e um fio de platina,

como eletrodos de trabalho, de referéncia e contra eletrodo respectivamente.
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4.2 Estudo da area eletroativa do eletrodo de trabalho (ET)
4.2.1 Procedimento eletroquimico

Inicialmente o ECV foi polido com spray de diamante em papel filtro, sendo a
limpeza efetuada através de movimentos circulares do eletrodo em relagéo ao papel
e posterior lavagem (de forma abundante) com agua deionizada. As medidas foram
realizadas com diluicdo do ferrocianeto de potassio diretamente na célula
eletroquimica contendo 20 mL de tampé&o fosfato pH 7. Foi empregado a voltametria
ciclica (VC), com os parametros pré-definidos em janela de potencial de -0,3 a +0,7
V vs. Ag/AgCI, sendo realizadas 10 medidas individuais com velocidade de
varredura de 15, 25, 35, 50, 75, 100, 150, 200, 300 e 500 mV s! respectivamente.

4.3 Sintese dos pontos quanticos de carbono

Os pontos quanticos de carbono (PQCs) foram obtidos via tratamento
hidrotérmico, a partir do acido citrico (ou acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico)
como bioprecursor, juntamente com NaOH (0,25 mol L?), o procedimento foi
realizado com base na literatura (CHEN et al, 2017).

A metodologia utilizada foi a partir de uma abordagem do tipo bottom-up, que
consiste num tratamento hidrotérmico, por aquecimento em banho de dleo.
Primeiramente, 2,50 g de acido citrico foram aquecidos e fundidos em banho de 6leo
a temperatura controlada de 180 °C durante 30 minutos, apds esse periodo de
aquecimento obtém-se um liquido laranja, indicando a formacdo dos PQCs (CHEN
et al, 2017), posteriormente foi adicionado a esse liquido, 125 mL de solucédo de
NaOH (0,25 mol L) sob agitacdo vigorosa em pH 7, por fim, os PQCs foram diluidos
em 400 mL de agua deionizada e refrigerados a 3,0 °C, todo o procedimento foi
realizado seguindo a literatura (CHEN et al, 2017).

A figura 7 esquematiza de forma didatica o processo de sintese dos PQCs

pelo uso de uma metodologia do tipo bottom-up.
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Figura 7. Esquematizacao do processo de sintese dos PQCs a partir do acido

citrico.
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Fonte: Adaptado pelo autor

4.4 Modificacdo do ECV com PQCs

Inicialmente, o ECV foi polido em spray de diamante para garantir a limpeza
da superficie do eletrodo antes da modificagdo quimica. O método de modificacdo
foi realizado segundo o procedimento da literatura (Chen et al, 2017). Uma solucéo
para realizacdo da modificagdo foi feita a partir da mistura de 5 mL do PQCs
(discutido no item 4.3) com 25 ml de tampéo acetato pH 3,5 e 7,1 mg de B-
Ciclodextrina (B-CD), que foi solubilizado com o emprego de um ultrassom durante
30 minutos de sonicacdo. A modificacdo do eletrodo de carbono vitreo foi realizada
na solucdo modificante (PQCs/ B-CD) em tampdo acetato pH 3,5
(CH3COONa/CH3COOH), realizando 8 (oito) ciclos sucessivos, utilizando a VC, com
janela de potencial de -1,0 a +1,0 V e velocidade de varredura de 100 mV s,
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4.5 Determinacao simultanea de Triptamina (TPM) e Histamina (HTM)

Apoés a modificacédo eletroquimica, foi realizada a medida simultanea da TPM
e HTM utilizando o procedimento de voltametria de onda quadrada. As medidas
voltamétricas foram realizadas em tampao fosfato pH 7, onde a concentracdo dos
analitos estudados foi de 50 pmol L. Foi realizado o estudo dos parametros

voltamétricos (Tabela 3) fazendo uso da voltametria de onda quadrada.

Tabela 3. Estudo dos parametros 6timos para as medidas voltamétricas em

voltametria de onda quadrada (VOQ).

Parametros VOQ Faixa
Janela de potencial 0-14V
Amplitude de pulso 10 - 100 mV
Frequéncia de pulso 15 - 150 Hz

Incremento 1-10 mV

4.6 Estudo de pH

Subsequentemente, foi realizado o estudo do pH para as medidas
simultaneas da TPM e HTM, fazendo uso das solugbes tampédo mostradas na
(Tabela 2). Esse estudo foi realizado a partir do uso da VPD com janela de potencial
de 0,0 a +1,4 V, incremento de potencial de 5 mV, amplitude de pulso 25 mV e
tempo de modulacdo de 50 ms. A faixa de pH estudada foi de 3,5 <pH <105 e a
concentragéo dos analitos (HTM e TPM) em 50 ymol L.

4.7 Curva analitica, Limite de detecc¢ao (LOD) e Limite de quantificacéo

(LOQ)

Foi realizado o levantamento da curva analitica numa faixa de concentracao
de 12,5 — 25,0 umol L para TPM e de 25,0 — 50,0 umol L para HTM. Em seguida
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foi determinado o limite de deteccao (LOD) e o limite de quantificacdo, onde o LOD
indica a menor quantidade de um analito presente em uma respectiva matriz que
uma técnica de interesse analitico pode mensurar e o LOQ determina a menor
concentragcdo do analito com preciséo e exatidao consideraveis. Os calculos de LOD

e LOQ foram realizados com o emprego das equacdes 3 e 4 descritas abaixo.

3sp

LOD = > Equacéo 3
LOQ = 1(;% Equacéo 4

Onde, sp € 0 desvio padrdo do sinal da curva analitica e b é o coeficiente
angular da curva analitica. Para os célculos foi determinado o desvio padréo a partir
das medidas de 10 brancos em tampao fosfato pH 7,0. Fazendo uso da VOQ, com
0S mesmos parametros obtidos no levantamento da curva analitica (discutido no
item 4.5).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Area eletroativa do eletrodo de trabalho

Primeiramente, a partir de medidas voltamétricas de Fe(CN)s* utilizando a
VC, com velocidades de varredura de 15 — 500 mV s, foram obtidos valores de
correntes de pico referentes ao processo de oxidacado do Fe(ll) / Fe(lll). Para o
calculo da éarea eletroativa (A) do ECV, foi necessario plotar um grafico com os
valores de corrente (Ip,a) em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (V
s1¥2 como pode ser visto na figura 8, o célculo de (A) sé foi possivel com o

emprego da equacao 1.



31

Figura 8. (A) Voltamogramas ciclicos de Fe(CN)s*/Fe(CN)s*, em pH = 7,0 em

diferentes velocidades de varredura. (B) Relagdo de Ip vs. v¥? (V s1)1/2,

| L AL AL L S |
04 02 00 02 04 06 08 5 T A p . 2
E/IV V112) (y s1) 112

A) (B)

A - Area eletroativa do eletrodo (cm?);

n - Namero de elétrons;

Do - Coeficiente de difuséo;

[D] - Concentracdo da espécie oxidada na solucéo (mol cm3);

v - Velocidade de varredura (V s2).

Sabendo que D = 7,35x10% cm? s e Co = 1,0x102 mol L, obteve-se o valor de

0,137 cm?, valor correspondente a area eletroativa (A) do ECV.
5.2 Modificagéo do ECV

O processo de modificacdo foi realizado com base na literatura (CHEN et al,
2017), a partir de uma solucdo de 5 mL de PQCs, 25 mL de tampé&o acetato (pH 3,5)
e 7,1 mg de B-CD, onde foi possivel observar a partir dos 8 ciclos de varredura
efetuados, que ha um perfil redox referente a modificacgdo do ECV com as
nanoparticulas que pode ser visualizada na Figura 9. Um perfil de oxidagdo pode
ser visto entre 0,25 a 0,50 V (corrente de pico em 10 pA) e perfil de redugao entre -
0,75 a -0,50V (corrente de pico em aproximadamente -20 pA), como destacado na

figura abaixo.
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Figura 9. Voltamograma ciclico da modificacdo do ECV utilizando PQCs.
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5.3 Comportamento eletroquimico da triptamina e da histamina sobre o ECV

modificado e ndo modificado

O comportamento eletroquimico da TPM e HTM sobre os eletrodos de
carbono vitreo modificado e ndo modificado foi investigado por VOQ, numa janela de
potencial de 0,0 V a 1,4 V em solucdo tampao fosfato pH 7,0. A partir desses
resultados observou-se um ganho significativo na corrente de pico quando utilizou-
se 0 ECV modificado com os PQCs/ B-CD, o ganho adicional na corrente de pico
pode ser visto na Figura 10. Para o ECV modificado com PQCs/B-CD foram obtidas
as seguintes medidas de corrente de pico: 5,345x107 A para a TPM e 1,455x107 A
para a HTM.



33

Figura 10. Voltamogramas de onda quadrada das ABs (50 umol/L) em tampéao
fosfato pH 7,0. (A) Triptamina e (B) Histamina usando o ECV ndo modificado (m=) €
ECV modificado com PQCS/ 3-CD (s ).
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De acordo com Chen et al (2017), os PQCs promoveram a formacao de uma
pelicula condutora, que produz uma diminuicdo na resisténcia a transferéncia de
carga, causando assim um aumento no valor das correntes de pico apds a
modificacdo do ECV e, consequentemente aumentando a sensibilidade do método

desenvolvido.
5.4 Estudo de pH da Triptamina (TPM) e da Histamina (HTM)

A voltametria de pulso diferencial foi utilizada para avaliar a influéncia do pH
nas medidas voltamétricas dos dois analitos (Figura 11). Para realizacdo desse
estudo foi utilizada uma solucdo de 50 umol L da mistura entre a TPM e a HTM
numa faixa de pH de 3,5 a 10,5. A partir desse estudo foi observado que a melhor
resposta eletroquimica foi obtida numa solucdo tampéo fosfato pH 7,0, com resposta

voltamétrica em torno de 0,72 V paraa TPM e 1,14 V para a HTM.
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Figura 11. Influéncia do pH na resposta voltamétrica das ABs usando ECV
modificado com PQCs em tampao acetato pH 3,5 (mmm) € pH 4,5 (===); € €M
tampao fosfato pH 6,0 (se=); pH 7,0 (m==) € pH 8,5 (===), tetraborato pH9,5( )e
tetraborato pH 10,5 (= ).
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Os sinais que surgiram na faixa de 0,0 a 0,3 V sao referentes ao processo
redox dos PQCs, onde 0s maiores sinais sdo obtidos em condi¢do acida.

Foi determinado o numero de elétrons envolvidos no processo redox da TPM
e HTM através da largura de pico a meia altura (W12) obtidos na faixa 3,5 < pH <
10,5 para a TPM e de 4,5 < pH < 10,5 para a HTM. Para a TPM foi obtido um valor
de W1z igual a 92 mV, de acordo com a equacao (W12 = 90/n), a oxidacdo da TPM
envolve a transferéncia de apenas 1 elétron. Para a HTM foi obtido um valor de W12
igual a 53 mV, indicando que a reacao de oxidacdo da HTM envolve a transferéncia
de 2 elétrons. A relacdo entre o Ep vs. pH (Figura 12), forneceu um coeficiente
angular de — 49,2 mV/pH para TPM e — 70,6 mV/pH para a HTM, esses resultados
indicam que as reagbes de oxidagdo das aminas envolvem o mesmo numero de
prétons e elétrons, ou seja, (1H/1e’) um préton e um elétron para a TPM e, (2H/2e)

dois prétons e dois elétrons para a HTM.
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Figura 12. Graficos de Ep em funcdo do pH dos voltamogramas de pulso
diferencial da (A) TPM e (B) HTM.
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Foi proposto um mecanismo referente ao processo redox da TPM e HTM em

pH 7,0 ilustrado na Figura 13. Sendo que para a TPM € proposto a obtencao de dois

produtos igualmente provaveis.

Figura 13. llustracdo dos mecanismos redox para a TPM e HTM.
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5.5 Estudo de velocidade

O estudo de velocidade foi realizado com a finalidade de estudar os
processos envolvidos na transferéncia de massa das espécies para a superficie do
eletrodo, como também, na investigacdo do grau de reversibilidade da reacdo. Para
isto, foi utilizada a técnica de VC em uma faixa de velocidade de varredura de 15 —
200 mV/s com a janela de potencial fixada de 0,0 a 1,5 V vs Ag/AgCl, em tampéao
fosfato pH 7,0.

As ABs apresentam perfis oxidativos em potenciais de resposta em Ep= +0,82
V para a TPM e Ep = +1,16 V para a HTM. Ambos os analitos apresentam uma
eletroquimica irreversivel, pelo qual pode-se notar que ndo ha perfis de reducao
referente as varreduras catédicas da TPM e HTM.

As figuras 13 e 14 mostram a influéncia da velocidade de varredura sobre as
respostas voltamétricas da triptamina e histamina respectivamente. A partir das
curvas i vs V12 (figuras 14B), observou-se que para a TPM a corrente de pico variou
linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, enquanto para a HTM
foi obtido um perfil ndo linear. Segundo a literatura, processos que apresentam
linearidade sao governados por difusdo. Constata-se que para a TPM o processo de
transferéncia de massa € governado por difusdo, enquanto para a HTM nao ocorre
um processo difusional na superficie do ECV modificado com PQCs/B-CD. Aplicando
0 logaritmo de base 10 nas medidas de corrente em funcdo da velocidade de
varredura (figuras 14C e 15B), obtém-se os valores correspondentes aos
coeficientes angulares para a TPM e HTM respectivamente. Para a TPM foi obtido
um coeficiente angular de 0,65, entretanto para a HTM foi obtido um coeficiente
angular de 1,31. Segundo a literatura valores proximos a 0,5 sdo processos
governados por difusdo, e valores préximos a 1,0 sdo processos governados por

adsorcao.
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Figura 14. (A) Voltamograma ciclico em diferentes velocidades de varredura para

uma solucéo de 50 pumol L't de TPM em tampéo fosfato 0,2 mol L (pH 7,0); (B)

Gréfico de i vs v¥'2; (C) Gréfico de Log i vs Log v.
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Figura 15. (A) Voltamograma ciclico em diferentes velocidades de varredura para
uma solucéo de 50 umol L't de HTM em tampéo fosfato 0,2 mol L (pH 7,0); (B)

Gréfico de Log i vs Log v.
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5.5 Curva analitica

Para a obtencdo da curva analitica (Figura 16), utilizou-se uma solucédo de
Triptamina 0,01 mol L' e Histamina 0,01 mol L, sendo adicionadas aliquotas
subsequentes de 5 pL de Triptamina (2,5x10® mol L?) e 20 yL de Histamina (1,0x10"
> mol L) na célula eletroquimica contendo 20 mL de tampéao fosfato pH 7,0. Foram
realizadas 6 medidas sucessivas, resultando em uma faixa de concentragéao de 12,5
— 25 ymol L para a TPM e 25 — 50 uymol L para a HTM. A resposta voltamétrica
para a TPM apresentou uma boa relacéo linear (r?> = 0,9955, n = 6) 0 mesmo pode
ser dito paraa HTM (r> = 0,9927, n = 6).

Figura 16. Curva analitica SW. (A) Voltamogramas obtidos usando o ECV
modificado com PCs/B-CD para varias concentracdes de TPM (12,5 — 25,0 umol L)
e HTM (25,0- 50,0 umol L1); (B) Curva de calibracéo obtido para TPM; (C) Curva de

calibragéo obtido para HTM; f = 150 Hz, AEp = 100 mV, AEs =5 mV.
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Foram obtidas as respectivas equacgdes para TPM (Eq. 5) e HTM (Eq. 6):

i =0,2864[TPM] + 9x10°° Equacéo 5

i = 0,0755[HTM] — 8x10° Equacdo 6

5.6 Limite de deteccéao (LOD) e Limite de quantificacéo (LOQ)

Foram efetuadas 10 medidas de branco, pelo qual foi determinado a corrente
de pico residual da TPM e HTM no ECV modificado com PQCs/ B-CD sob tampéo
fosfato pH 7 usando a VOQ com os parametros otimizados (Tabela 2), onde foi
obtido o desvio padrdo amostral das 10 medidas do branco da TPM e HTM
simultaneamente.

Para a TPM foi obtido um desvio padrdo amostral (sp) de 0,02414 uA,
sabendo que o coeficiente angular (b) obtido da curva analitica € igual a 0,2864 A L
mol, enquanto para a HTM foi obtido um desvio padrdo amostral (sp) de 0,01709

pA, sabendo que o coeficiente angular (b) obtido da curva analitica é igual a 0,0755

A L mol?, se obtém os seguintes LOD e LOQ (tabela 4).
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Tabela 4. Determinacao dos limites de deteccao e quantificacdo da TPM e HTM.

Sensibilidade [TPM] / ymolL?! [HTM] / umolL-
LOD 0,2529 0,6789
LOQ 0,8429 2,263

Os baixos limites de deteccéo e quantificacdo ddo um bom indicativo acerca
da sensibilidade do método empregado, demonstrando que a metodologia

desenvolvida pode ser utilizada em amostras reais.

6. CONCLUSAO

A partir dos estudos realizados com as ABs, foi possivel observar que o0 uso
do ECV modificado com os PQCs demonstrou que as nanoparticulas contribuiram
para um ganho adicional na corrente de pico, tanto para a triptamina quanto para a
histamina em tampao fosfato, pH 7, tal comportamento esta associado com a
diminuicdo da resisténcia a transferéncia de carga do ECV.

Os estudos realizados em VPD mostraram que o pH da solugéo influencia na
resposta voltamétrica das ABs, com valores 6timos de correntes em tampéao fosfato,
pH 7. Além disso, o estudo de velocidade mostrou que as reacdes de oxidacado
dessas ABs sao governadas predominantemente por difusdo para TPM e por
adsorcao para HTM.

A curva analitica foi obtida a partir do uso da técnica da VOQ, em uma faixa
de 12,5 — 25,0 umol L para TPM e 25,0 — 50,0 umol L para HTM em tampéo
fosfato, pH 7,0, utilizando uma frequéncia de pulso de 150 Hz, incremento de
potencial de 5 mV, amplitude de pulso de 100 mV e janela de potencial de 0,0 — 1,4
V. Por fim, os estudos utilizando ECV modificado com PQCs/B-CD mostraram-se
promissores, apresentando baixos limites de deteccdo e de quantificacdo, abrindo

espaco para determinacao simultanea desses analitos em amostras reais.
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