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Pereira, P. A. Detecgéo Eletroquimica da Creatinina baseada em eletrodo de grafite
de pilha modificado com cobre. 2020. Dissertagdo — Programa de Pdés-Graduacgéao

em Quimica, Universidade Estadual do Piaui, Piaui, 2020.

REsumoO
O presente trabalho descreve pela primeira vez a fabricacdo de um sensor
eletroquimico de creatinina baseado em eletrodo de grafite modificado com cobre a
partir de baterias comuns reciclaveis (GBE-Cu). O GBE-Cu foi preparado por
eletrodeposicdo de cobre na superficie do eletrodo e apresentou elevada
sensibilidade frente a oxidagao da creatinina, além de alta estabilidade, seletividade
e repetibilidade. O cobre foi eletrodepositado por técnicas de cronoamperometria no
potencial de -0,7 V em um tempo de 100s . O eletrodo de grafite modificado com
cobre, foi caracterizado por voltametria ciclica e depois utilizado para deteccao
eletroanalitica da creatinina, observando um aumento linear nas correntes de
oxidagédo em funcdo da concentragéo de creatinina na faixa de 26,5 mol L™ a 150,3
mol L', com limites de deteccdo e quantificacdo de 7,73 mol L e 25,79 mol L,
respectivamente. Finalmente, o sensor foi aplicado para detectar creatinina em
amostras de urina artificial. Este trabalho oferece uma estratégia promissora para
fabricar um sensor reprodutivel e de baixo custo para a detecgao e quantificacéo da

creatinina.

Palavras-chave: Eletrodeposicao; grafite de pilha; creatinina; urina artificial,

voltametria ciclica



Pereira, P. A. Electrochemical Detection of Creatinine based on Copper Graphite
Battery Electrode. 2020. Dissertation - Graduate Program in Chemistry, State

University of Piaui, Piaui, 2020.

ABSTRACT
The present work describes for the first time the manufacture of a creatinine
electrochemical sensor based on copper modified graphite electrode from
recyclable common batteries (GBE-Cu). GBE-Cu was prepared by
electrodeposition of copper onto the graphite electrode and showed a high
sensitivity toward creatinine oxidation, in addition to high stability, selectivity and
repeatability. Copper was electrodeposited using chronoamperometric
techniques at the potential of -0.7 V in a time of 100s. The graphite electrode
modified with copper, was characterized by cyclic voltammetry and then used
for electroanalytical detection of creatinine, observing a linear increase in
oxidation currents as a function of the concentration of creatinine in the range of
26.5 mol L' to 150.3 mol L™, with detection and quantification limits of 7.73 mol
L' and 25.79 mol L™, respectively. This work offers a promising strategy to
manufacture a low-cost and reproducible sensor for the detection and

quantification of creatinine.

Keywords: Electrodeposition; graphite battery; creatinine; artificial urine; cyclic

voltammetry
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Capitulo 1

INTRODUGAO

A Creatinina € o produto final do metabolismo da creatina em mamiferos
(Chen, et al., 2006; Neih, et al., 2013), essa substéancia é produzida naturalmente no
organismo e filtrada pelos rins em quantidades constantes (Han, et al., 2016).
Considerada um analito quimico essencial (Grabowska, et al., 2005), a creatinina é
uma importante substancia diagnéstica (Pandey, et al., 2018), pois sua detecgao e
quantificacdo pode ser correlacionada com varios problemas de saude, tais como
disfungéo renal e muscular (Monosik et al., 2012), infarto agudo do miocardio e no
controle de pacientes que recebem hemodialise (Serafin, et al., 2013; Wen, et al.,
2014).

A concentragao fisioldgica de creatinina no organismo humano, varia de 40 -
150 uM (Lad et al., 2008; Isildak et al., 2012), independente dos habitos alimentares
(Chen, et al., 2012). Valores acima dessa faixa, indicam insuficiéncia renal, podendo
levar a necessidade de dialise ou transplante quando maiores que 500 uM (Pandey,
et al.,, 2018). Esses niveis sdo avaliados com base na detecgao de creatinina nos
fluidos biologicos, mais comumente no soro sanguineo e na urina.

Atualmente, a maioria dos métodos de detecgao existentes sdo baseados na
eletrocatalise enzimatica da creatinina e na colorimetria, através da Reacéo de Jaffé
(Chen, et al., 2013; Walsh, et al., 2002). No entanto, esses métodos apresentam
algumas desvantagens, por exemplo, as analises baseadas na agao das enzimas

envolvem um elevado custo, baixa estabilidade e ensaios demorados (Yadav et al.,
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2011; Pundir, et al., 2013; Tsuchida, et al., 1983), ja os métodos colorimétricos s&o
adversamente afetados por numerosos metabdlitos presentes nos fluidos biologicos
levando a interferéncia nos resultados.

A determinacdo da creatinina em fluidos biolégicos também é possivel com
alguns métodos cromatograficos, porém os instrumentos necessarios para a
realizacdo das analises, sao dispendiosos, apresentam certa morosidade na
preparagao das amostras e exigem pessoas qualificadas para opera-los, ndo sendo
adequados para analises de rotina (Pundir, et al., 2013). Com isso, 0s sensores
eletroquimicos tém atraido muita atengdo, por apresentarem vantagens praticas
como simplicidade operacional, sensibilidade e seletividade (Lv, et al., 2018). Nesse
sentido, diferentes tipos de eletrodos tém sido utilizados no desenvolvimento de
sensores para a deteccao e quantificacdo da creatinina, tais como, eletrodo a base
de aménia (Killard, et al., 2000), ouro, carbono vitreo e eletrodos seletivos de ions
(Pundir et al., 2013). Dentre eles, os eletrodos de carbono tém se destacado por
serem mais econémicos e apresentarem uma ampla janela de potencial e atividade
catalitica para varias reagdes redox (McCreery, et al., 2008). Uma fonte alternativa
de grafite utilizada na produgdo de eletrodos sdo os bastdes de carbono grafite
encontrados em pilhas comuns de 1,5 V. Esse material apresenta uma alta pureza
podendo ser utilizado com vantagens na construgcédo de eletrodos de trabalho para
sistemas eletroquimicos (Baio, et al., 2014).

Uma vez que a creatinina € conhecidamente uma espécie eletroquimicamente
inativa, normalmente para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos, os
eletrodos utilizados sdo modificados com diferentes materiais sensiveis a sua
presenca. A creatinina apresenta varias coordenacdes possiveis com ions metalicos,

tais como Ag(l), Hg(ll), Cd(ll), Zn(ll), Co(ll), Ni(Il), Cu(ll), Pt(ll) and Pd(ll) (Birdsall ;
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Weber, 1990; Raveendran et al.,2017). Essa propriedade tem sido utilizada para a
determinacdo quantitativa da creatinina. Dentre os metais utilizados, o cobre se
apresenta como um bom candidato para melhorar a sensibilidade na detec¢do de
creatinina, principalmente devido sua atividade eletrocatalitica (Jagadeesan, et al.,
2019; Yang, et al., 2019; Boobphahom, et al., 2019).

Desta forma, neste trabalho, nés propomos um novo sensor eletroquimico
baseado em eletrodos reciclados de carbono extraido de pilhas modificados com
cobre para a deteccao de creatinina em amostras de urina artificial. O sensor
apresentou uma faixa linear de operacao de 26,5 a 150,3 yM com alta sensibilidade,
seletividade e estabilidade eletroquimica. Até onde sabemos, esse € o primeiro
trabalho reportando o desenvolvimento de um sensor baseado em eletrodos
provenientes de pilhas comerciais que detecta creatinina em amostra de urina
artificial, sendo um sistema promissor e econdmico para o monitoramento nao

invasivo desses metabdlitos.



17

1.1 Objetivos geral e especificos

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento de um novo sensor eletroquimico baseado em eletrodos de
carbono grafite provenientes de pilhas comerciais (AA) descarregadas, para

deteccgao e quantificacdo de creatinina em urina sintética.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Construir e modificar a superficie dos eletrodos de carbono grafite por
eletrodeposic¢ao de cobre (GBE-Cu);

e Caracterizar e otimizar eletroquimicamente os eletrodos modificados;

e Investigar o comportamento eletroquimico da creatinina por voltametria cicli-

ca;

e Avaliar o estudo da estabilidade, sensibilidade e seletividade dos eletrodos
modificados na presenca da creatinina;

e Determinar os limites de detecc¢ao e quantificagao;

e Aplicar do sensor na deteccdo de creatinina em amostras de urina sintética

por voltametria ciclica
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Capitulo 2

REFERENCIAL TEORICO

2.1 Creatinina

A creatinina (2-amino-1-metil-2-imidazolin-4-ona) é um dos principais
compostos do metabolismo muscular, e € produzida em uma taxa praticamente
constante em nosso organismo (Yadav, 2012). Durante o processo de contragdo dos
musculos, a creatina € espontaneamente convertida em creatinina (Stefan;
Bokretsion, 2006). Depois de produzida, a creatinina é transportada para os rins,
pelo sangue, através da filtracdo glomerular, e apods filtrada, é eliminada na urina
(Yadav,2012) (Figura 1). Com isso, a creatinina se torna uma importante substéncia
diagnéstica em fluidos bioldgicos (Soldatkin, et al., 2002). Por exemplo, monitorando
0s niveis de creatinina na urina e no soro sanguineo, € possivel calcular a taxa de
filtracdo glomerular, que € um dos parametros utilizados em exames médicos para

avaliar a fung¢ao dos rins.

NH, COOH
[H,0]
HN= HN=

CH CH
CREATINA CREATININA
I liberada
eliminada ]
URINA SORO SANGUINEO

Figura 1: Esquema ilustrativo da converséo de
creatina em creatinina
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Os rins sdo o6rgaos fundamentais no funcionamento do corpo. Eles filtram o
sangue e auxiliam na eliminagdo de toxinas do organismo. A doenga renal cronica
(DRC) leva a uma perda gradual e irreversivel dessas fun¢gdes comprometendo o
funcionamento de outros 6rgéos (Junior, 2004; Bastos et al., 2010). A DRC esta
associada a alta taxa de morbidade e mortalidade, com grande impacto
socioecondmico, se tornando um desafio de saude publica em ambito mundial
(Aguiar et al., 2020).

Uma pesquisa que monitora a doenga renal crénica no Brasil, analisou o ano
de 2016 e identificou 122.825 pessoas em terapia renal substitutiva e estimou que o
pais gasta 1 bilhdo de reais em dialise e transplante. A DRC mostra como fator
associado a lesdo renal e a consequente perda de funcido, as doengas como
diabetes e hipertensdo bem como, o tabagismo e o consumo de alcool. No entanto,
acredita-se que a DRC, no Brasil, esteja associada a fatores de risco, como, estilo
de vida nao saudaveis e doengas crOnicas, doengas as quais foram citadas
anteriormente. (Aguiar et al., 2020).

Os niveis de concentracao de creatinina no soro e na urina, indicam a eficacia
do desempenho dos rins e também refletem as fungdes musculares, da tiredide
(Tajarrod, et al., 2016), renais e infarto do miocardio (Stefan; Bokretsion, 2006). A
quantidade de creatinina na urina normalmente € proporcional a quantidade de
creatina e fosfocreatina presente no corpo (Stefan, 2003), com isso € util deduzir a
eficiéncia dos rins e diagnosticar a insuficiéncia renal como resultado da produgao
de creatinina (Randviir, et al., 2013). Nesse sentido, se torna de grande importancia
o desenvolvimento de métodos praticos, sensiveis e baratos para monitorar os

niveis de creatinina (Tiwari; Shukla, 2009).
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Atualmente, a determinagdo analitica da creatinina nos fluidos biologicos
(urina, soro ou plasma) pode ser realizada empregando-se diferentes metodologias,
sendo, as mais comuns, aquelas baseadas na reacdo de Jaffé. Essa reacéo,
descrita pela primeira vez em 1886 ( Slot,1965; Dunea, 1968; Lewinska et al., 2010),
relata a formagéao de um complexo de coloragdo vermelha quando a creatinina reage
com picrato em meio alcalino. No entando, sabe-se que varias substancias
presentes nos fluidos biolégicos também formam complexos de cor vermelha com o
picrato em meio basico, interferindo diretamente na determinagcdo da creatinina.
Dentre esses interferentes, podemos citar as proteinas plasmaticas, glicose, acido
ascorbico, acido urico, etc (Niazpour et al., 2019; Sittiwong e Unob, 2016; Ciou et al.,
2020).

Outros métodos analiticos, como cromatografia liquida e espectroscopia de
massa, também sdo empregados para a determinagdo de creatinina em amostras
clinicas, porém sao métodos morosos, que requerem equipamentos de alto custo e
técnicos especializados para opera-los, ndo sendo adequados para analises de
rotina (Sununta et al., 2018; Tseng et al.,2018). Nesse contexto, os sensores
eletroquimicos apresentam-se como uma alternativa viavel e interessante, devido as
suas vantagens praticas, tais como simplicidade operacional, sensibilidade,
seletividade e rapidez nas analises (Reddy e Gobi, 2013). No topico a seguir,
fazemos uma breve revisdo sobre os sensores eletroquimicos para deteccdo de

creatinina.
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2.2 Sensores eletroquimicos para creatinina

Os sensores eletroquimicos sao dispositivos que permitem coletar dados e
obter informagdes, manuseando minimamente o sistema em estudo (Lowinsohn &
Bertotti, 2006). Eles sdo baseados na conversdo da concentragdo dos analitos em
sinais elétricos que exibem mudangas na corrente, potencial e/ou condutividade
(Naveen et al., 2017). O uso desses dispositivos na fabricagdo de ferramentas
analiticas portateis aumentaram nas ultimas décadas, principalmente devido as suas
vantagens praticas, tais como facilidade de automacgdo, possibilidade de
miniaturizagao e baixo custo, além de permitirem a obtencao de informagdes in situ
e em tempo real (Karimi et al., 2019; Lowinsohn; bertottl, 2006). De uma forma geral,
0S sensores sao compostos por um elemento de reconhecimento que interage
especificamente com o analito de interesse; um transdutor eletroquimico que
converte essa interagdo em um sinal mensuravel; e um sistema de processamento e

exibicao de sinal (Figura 2).

Sinal Eletroquimico Sinal Mensuravel

e A
A =
@ || Receptor | Transdutor | B | Leitor
. [
N
Analito

Figura 2: Esquema ilustrativo dos componentes de um Sensor

Eletroquimico
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O primeiro sensor para creatinina, ndo baseado no método de Jaffé, foi
relatado em 1976 pelo grupo de Meyerhoff e consistia em um eletrodo de detecg¢ao
de gas amobnia (Meyerhoff and Rechnitz, 1976). O eletrodo usava uma via
enzimatica, em que a creatinina era hidrolisada com geragdo de aménia. As enzimas
utilizadas no trabalho foram a Creatinina Desaminase (CD) e Glutamato
Desidrogenase (GDH). Este primeiro sensor serviu de inspiragdo para varios outros
estudos baseados na deteccao indireta de creatinina, tanto por sensoriamento de
amonia (Magalhaes e Machado, 2002; Mascini e Palleschi, 1982), quanto por outros
métodos como a deteccdo de pH (Zhybak et al., 2016) e o monitoramento
eletroquimico da oxidagdo do NADH (Fossati et al., 1994).

Nos ultimos anos, tem sido reportada a detec¢do voltamétrica de creatinina
utilizando eletrodos impressos com polimeros (Diouf et al., 2017; Rao et al., 2017,
Wen et al.,, 2014). Em principio, os polimeros sdo impressos no eletrodo com
tamanho e forma especificos para hospedar seletivamente a espécie de interesse.
Diouf e colaboradores (2017) relataram um sensor deste tipo, onde os sitios de
ligacdo para creatinina sdo gerados em uma camada de cloreto de polivinila
depositada em eletrodos de ouro. Este sensor foi capaz de identificar baixa
concentragéo de creatinina (limite de detecgédo de 0,016 ng/mL) sendo aplicado com
sucesso em urina diluida. Porém, para amostras mais concentradas de urina, o
sensor foi afetado por interferentes, o que pode limitar sua aplicagdo em amostras
reais de fluidos bioldgicos. Além disso, o longo tempo necessario para todo o ensaio
(de 2 a 5 h) é uma desvantagem consideravel.

Exemplos similares foram demonstrados por Rao e Wen, que reportaram a
deteccdo eletroquimica de creatinina usando eletrodos modificados com

nanoparticulas de niquel ou oxido de ferro, junto com polianilina (PANI) (Rao et al.,
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2017; Wen et al., 2014). Em ambos os trabalhos, os sensores foram construidos
utilizando eletrodos de carbono vitreo modificados com compdsitos nanoparticula-
PANI obtidos por eletrodeposicdo e aplicados na deteccdo de creatinina em
amostras de fluidos artificiais. Novamente a grande desvantagem €& o tempo
necessario para preparagdo e aplicagdo do sensor (aproximadamente 3h,
considerando todas as etapas de incubagao, polimerizagéo, lavagem, etc).

Outros sensores voltamétricos que também tém sido relatados, sdo baseados
no monitoramento da creatinina por meio de sua interagédo seletiva com ions Cu(ll),
Fe(lll) ou quantum dots (Raveendran et al., 2017; Kumar et al., 2017; Hooshmand
and Es’haghi, 2017). Raveendran e colaboradores (2017), por exemplo, propuseram
um sensor capaz de detectar indiretamente a creatinina, monitorando a atividade do
complexo formado entre os ions cobre(ll) e a creatinina. O sensor, construido com
eletrodos impressos de carbono, apresentou uma ampla faixa linear de deteccao (de
6 a 378 uM de creatinina). No entanto, a seletividade sé foi alcangada apds uma
etapa adicional de pré-incubacdo da amostra com PbO,, o que aumenta o tempo e o
custo de analise. Assim, a busca por eletrodos mais simples, que sejam sensiveis e
seletivos a creatinina, se torna de grande importéncia para aplica¢gdes praticas.
Nesse contexto, os eletrodos a base de carbono grafite sédo fortes candidatos. Eles
apresentam uma alta reatividade eletroquimica, boa disponibilidade comercial e uma
superficie de facil modificagdo e renovacédo (Castafieda et al., 2017; Rana et al.,

2019; Torrinha et al., 2018; Rothermel et al., 2016).

2.3 Eletrodos de Grafite de Pilhas Comuns

A utilizagao de eletrodos a base de carbono tem se destacado em aplicagdes

eletroanaliticas (Rana et al., 2018). Para tal finalidade, varios tipos de carbono séo
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empregados como eletrodos de trabalho, tais como carbono vitreo, grafite pirolitico,
fibras e pasta de carbono e varias outras formas, como os nanotubos e grafenos
(Baio et al., 2014). Entretanto, a maioria desses eletrodos apresentam um custo
relativamente alto limitando, suas aplicagcdes praticas. Nesse sentido, a confeccéo
de eletrodos utilizando materiais alternativos mais econdmicos e com respostas
equivalentes as obtidas pelos eletrodos comerciais tem se tornado um campo cada
vez mais explorado em eletroanalitica.

Uma fonte alternativa de carbono, sdo os catodos de pilhas comuns de 1,5V,
que sao constituidos por bastbes de grafite natural de alta pureza, produzindo assim
um material mais econémico que pode ser utilizado com vantagens na construgao
de eletrodos de trabalho para sistemas eletroquimicos (Baio et al., 2014). A
utilizacdo deste tipo de material permite a preparacao de sensores com tamanhos e
didmetros diferentes. O grafite obtido da pilha possibilita a modificagdo da sua
superficie com uma enorme variedade de modificadores, que podem melhorar a
seletividade e a sensibilidade (Souza, 1997) podendo ser usado em aplicagdes
analiticas, como na deteccéo e quantificacdo de creatinina.

A modificacdo de eletrodos tem sido realizada usando diferentes técnicas,
como, decomposigédo térmica, microemulsdo e eletrodeposi¢cdo (Matsushima et al.,
2012). Dentre elas, a eletrodeposicdo € uma das mais utilizadas devido a sua
simplicidade (Matsushima et al.,2012). O processo de eletrodeposicdo esta
associado com a formacao de depdsitos ou camadas do material de interesse na
superficie de um eletrodo por meio de reagdes eletroquimicas. Os métodos de
deposicdo de metais podem ser realizados por eletrodeposigbes galvanostatica
(mediada por corrente constante) ou potenciostatica (produzida sob aplicagdo de

um potencial constante). As caracteristicas morfolégicas e estruturais das camadas
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depositadas podem variar de acordo com a densidade de corrente utilizada ou
potencial aplicado.

Neste trabalho, utilizamos a eletrodeposicdo potenciostatica (aplicando a
técnica de cronoamperometria) para modificar a superficie dos eletrodos reciclados
de grafite de pilhas comuns com depdsitos de cobre. Nos ultimos anos, muito
autores tem apontado o cobre como um material promissor na modificacido de

eletrodos para detecgao de creatinina, conforme descrito no topico a seguir.

2.4 Eletrodos Modificados com Cobre

O termo EQM foi introduzido na eletroquimica por Murray em 1975, para
designar os eletrodos com espécies quimicamente ativas, que sdo imobilizadas em
sua superficie com o intuito de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica
da interface eletrodo/solugdo (Souza, 1996), desenvolvendo eletrodos para varios
fins e aplicagbes, desde a catalise de reagdes orgéanicas e inorganicas (Katz et al.,
1994), até a detecgdo e monitoramento de moléculas de interesse (Persson et al.,
1990; Victor et al., 2002).

Algumas das vantagens dos EQM sédo a alta sensibilidade, seletividade e
estabilidade (Pereira, et al., 2002). Dependendo do tipo de modificagcao, é possivel
diminuir o sobrepotencial que alguns analitos requerem pra se oxidar ou reduzir,
diminuindo problemas com interferentes e melhorando a estabilidade dos sensores
durante as analises ( Moftale; Nyokkong, 1996).

Diferentes materiais tém sido reportados para modificacdo de eletrodos
voltados para a deteccao de creatinina (Boobphahom et al., 2019). Dentre eles, os
materiais de cobre tém ganhado destaque devido suas propriedades, como alta

condutividade térmica e elétrica, alta area superficial especifica e pela diversidade
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de morfologias que pode apresentar (Wang et al., 2017; Zhang et al., 2016). O cobre
é¢ um metal de transigcdo que apresenta multiplos estados de oxidagdo (Cu®, Cu*,
Cu?* e Cu*), sendo o mais estavel o Cu?*( Coutinho et al., 2009). E reportado que os
ions Cu?* podem se coordenar com a creatinina formando complexos sollveis
(Pugia et al., 2000 ; Birdall; Weber, 1990; Garcia et al., 2019). Com base nisso,
diferentes autores ja reportaram o uso de eletrodos modificados com cobre para
deteccdo de creatinina, tais como eletrodo de platina (Chen; Lin ,2012), de ouro
(Pedrozo et al., 2020) e eletrodo impresso de carbono (Raveendran et al., 2017).
Neste trabalho € descrito 0 uso de um sensor eletroquimico, obtido de pilha
comercial, modificado com cobre, como uma alternativa simples e de baixo custo
para detectar e quantificar a creatinina. Com o intuito de obter melhor resposta
eletroanalitica, o eletrodo de trabalho foi otimizado. A aplicacdo do método foi
demonstrada através da quantificacado e detecgdo da creatinina em solugao tampao

fosfato(PBS) e na detecgdo em urina artifical, por voltametria ciclica.
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Capitulo 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e Reagentes

Todos os produtos quimicos utilizados foram de qualidade analitica. O
eletrodo de carbono grafite (GBE) foi obtido de pilhas comum (AA) descarregadas.
Creatinina foi adquirida da Sigma-Aldrich. Hidroxido de potassio (KOH), acido
fosforico (HsPOs), cloreto de sodio (NaCl), fosfato bibasico de potassio (K;HPO,),
fosfato monobasico de potassio (KH:PO,), sulfato de cobre pentahidratado
(CuS0.4.5H,0), acido sulfurico (H2S0O4), glicose (CeH1206), acido ascorbico (CsHsOs),
ureia (CH4N.0), foram adquiridos pela Dinamica (Brasil). A amostra de urina artificial
(0,73 g NaCl, 0,40 g KClI, 0,27 g CaCl2.2H20, 0,56 g Na2S04, 0,35 g KH2PO4, 0,25
g NH4Cl e 6,25 g ureia em um baldo volumétrico de 250 mL, completando-o com
agua deionizada) foi preparada conforme procedimento descrito por Silva e
colaboradores (2015). Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura com

resistividade 18,2 MQ cm, purificada pelo sistema Purelab Option-Q (Elga Labwater).

3.2 Preparacao do Eletrodo GBE-Cu

O eletrodo de grafite foi obtido a partir de pilhas comuns comerciais (AA) de
1,5 V descarregadas. Inicialmente foi retirado o involucro metalico da pilha e em

seguida realizada a remogao da tampa de ago do polo positivo, dando acesso ao
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bastdo de grafite que foi cuidadosamente removido com o auxilio de um alicate. Os
demais componentes contidos na pilha foram devidamente acondicionados.
Posteriormente, o bastdo de grafite obtido foi submetido a limpeza com agua,
seguido de um tratamento mecanico de abrasdo, com lixa d’agua de granulagéo
1200, por toda a superficie. Para delimitar a area de trabalho do eletrodo, realizou-se
um processo de isolamento da parte lateral do mesmo com parafina (camada
isolante hidrofébica), de forma que apenas a extremidade do eletrodo ficasse
exposta (area da base 0,126 cm?). Numa etapa seguinte, a superficie exposta do
eletrodo GBE foi entdo modificada por eletrodeposicdo de cobre. Para isso, 0,1 mol
L' de CuSQ, foi dissolvido em solugédo de H,SO, 0,1 mol L™ e eletrodepositados na
superficie do GBE utilizando a técnica de cronoamperometria, com um potencial de -
0,7 V aplicado por 100 s a temperatura ambiente ~25 °C (esses parametros de
deposicdo, como concentracdo, potencial e tempo foram otimizados
experimentalmente). Por fim, o eletrodo modificado GBE-Cu foi lavado com agua
ultrapura e utilizado nos estudos eletroquimicos. Na Figura 3 é apresentado um

esquema ilustrativo da fabricagcdo e modificagcdo do GBE-Cu.
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———

Lavagem com agua

Lixamento da pilha
Obtengdo do eletrodo

Eletrodo modificado Parafina

CusS0,+ H:50,

Figura 3: Esquema ilustrativo de obtengao, preparacdo e modificagdo do
GBE-Cu

3.3 Estudos Eletroquimicos

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em um Potenciostato/
Galvanostato Autolab PGSTAT 128N, utilizando uma célula convencional de trés
eletrodos: GBE ou GBE-Cu (eletrodo de trabalho); calomelano (eletrodo de

referéncia); placa de platina (eletrodo auxiliar).

3.3.1 Otimizacao dos parametros de construgcao do GBE-Cu

A construgdo do GBE-Cu foi otimizada com base nos parametros de

eletrodeposi¢cao de cobre. Para isso, foi utilizada a técnica de cronoamperometria,
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variando o potencial aplicado (-0,5 a —0,9V), o tempo de deposicédo (40 a 120 s) e a
concentragédo de CuSO, (0,01 a 0,2 mol L™"). Apds cada etapa de eletrodeposigao, os
eletrodos foram submetidos a analises de voltametria ciclica na faixa de potencial de

0,35V a -0,6V em solugdo tampao fosfato 0,1mol L™ contendo 88,4 uM de creatinina.

3.3.2 Caracterizagao do GBE-Cu

A caracterizagdo eletroquimica do GBE-Cu foi realizada por voltametria
ciclica, na auséncia e na presenca (88,4 uM) de creatinina em solugdo tampao
fosfato 0,1mol L' pH 6,0. Os voltamogramas foram obtidos na faixa de potencial

0,35V a -0,6V em diferentes velocidades de varredura (15 a 400 mVs™).

3.3.3 Aplicagao do GBE-Cu como sensor de creatinina

O estudo de aplicagdao do GBE-Cu como sensor para creatinina foi realizado
por técnica de voltametria ciclica. Os voltamogramas foram obtidos em uma faixa de
potencial de 0,35V a -0,6V. A medida foi realizada em solugdgo PBS 0,1mol L
variando a concentragcédo de creatinina (26,5uM — 150,8uM) e em seguida em urina
artificial na auséncia e na presenca de 88,4uM de creatinina. Todos os experimentos

foram realizados em temperatura a 25°C.

3.3.4 Sensibilidade

A sensibilidade demonstra a variagao da resposta em funcdo da concentracéo
do analito. Os limites de detecgdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) sdo parametros
fundamentais para determinagao da sensibilidade de um sensor. A sensibilidade do
GBE-Cu foi determinada a partir de uma curva de calibragdo (corrente versus

concentragéo) obtida por medidas de voltametria ciclica realizadas em ftriplicata com
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diferentes concentragcdes de creatinina (26,5 uM — 150,28uM) em solugdo PBS 0,1
mol L', na faixa de potencial de 0,35V a -0,6V. Todos os experimentos foram
realizados em temperatura de 25°C. Os limites de detecgdo e quantificacdo foram
calculados usando as relagdes LD =3SD /S e LQ =10SD / S, onde SD € o desvio

padrao do branco e S é o coeficiente angular da curva analitica.

3.3.5 Seletividade

A seletividade do sensor, mostra como 0 sensor se comporta na presenca de
outras moléculas, que possam interferir na deteccdo da molécula alvo. A
seletividade do GBE-Cu foi avaliada através da técnica de voltametria ciclica, em
que foram obtidos voltamogramas para o GBE-Cu na presencga de creatinina e dos
principais interferentes organicos e inorganicos (acido ascorbico, cloreto de sdédio,
glicose e uréia). Os voltamogramas foram registrados na faixa de potencial de 0,35V
a -0,6V em solucdo PBS 0,1M. A sensibilidade foi estudada pelo o aumento e a

diminui¢cao da corrente na presencga dos interferentes.

3.3.6 Estabilidade

A estabilidade consiste em demonstrar a variagdo da resposta em fungao dos
numeros de medidas que sao realizadas em sequéncia, com intuito de obter
informacgdes sobre a capacidade pratica que o sensor tem de realizar medi¢des. A
estabilidade eletroquimica do GBE-Cu foi avaliada por meio da relagdo entre o
numero de ciclos voltamétricos e as correntes faradaicas, apos a obtencdo de 80
voltamogramas consecutivos na faixa de potencial de 0,35V a -0,6V a 25mV s em
solugdo PBS 0,1mol L' na presenga de 88,4uM de creatinina. Todos os

experimentos foram realizados na temperatura de 25°C.
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3.3.7 Repetibilidade

A repetibilidade mostra a variagcdo da resposta do sensor em fungcdo do
tempo, essas medidas foram feitas para se obter informacdes sobre o tempo que o
sensor pode ser utilizado. A repetibilidade foi avaliada por voltametria ciclica. Os
voltamogramas foram obtidos em uma faixa de potencial que varia de 0,35V a -0,6V

em solugdo PBS 0,1 mol L' com creatinina 88,4uM. Os experimentos foram

realizados em temperatura de 25°C. A repetibilidade foi estimada em porcentagem

pela diferenga entre as correntes dos 5 eletrodos testados.
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Area de trabalho do eletrodo

Para avaliar a eficiéncia do processo de isolamento da area lateral do
eletrodo, na Figura 4 sado apresentados os perfis voltamétricos do GBE
completamente isolado com parafina (linha preta), e com a area da base exposta
(linha azul) em solugdo de K4Fe(CN)s] 1mmol L' com KCI 0,1 mol L™ a 25 mVs™.
Para o eletrodo completamente isolado, nenhuma corrente faradaica foi observada,
enquanto para o eletrodo com a area de trabalho exposta, € evidente a presenca
dos processos redox referente ao par Fe(CN)s>” / Fe(CN)s*", demonstrando que a
estratégia utilizada aqui, além de simples, permite a obtencéo de eletrodos de grafite

de pilhas descarregadas com uma area de trabalho bem delimitada.

| —— GBE completamente isolado
—— GBE area da base exposta
0.1
<C 0.0-
=
=
-0.11
-0.2 " T " T
-0.5 0.0 0.5

E (vs ECS)/V

Figura 4: Voltamogramas ciclicos para o GBE completamente isolado (linha
preta) e com a area de trabalho exposta (linha azul) em solugao K4[Fe(CN)g]
1mmol L' com KCI 0,1 mol L' a 25 mVs™.
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4.2 Comportamento Eletroquimico da creatinina no GBE-Cu

As propriedades eletroquimicas dos eletrodos GBE e GBE-Cu foram
investigadas por voltametria ciclica na faixa de 0,35 a -0,6V (vs ECS). Na Figura 5
sado apresentados os voltamogramas ciclicos (CVs) obtidos para os eletrodos antes
(GBE) e depois da eletrodeposi¢do de cobre (GBE-Cu), em 0,1mol L' PBS pH 6,0.
Como pode-se observar, a eletrodeposicdo de cobre (linha azul) levou ao
aparecimento de dois picos redox: um anodico em -0,04 V e um catddico em -0,2 V,
atribuidos respectivamente a oxidagéo e redugdo do par Cu%Cu(ll) (Raveendran et
al., 2017). Este resultado sugere que as particulas de cobre foram depositadas com

sucesso na superficie do eletrodo.

0.31 ——GBE em PBS
| —— GBE-Cuem PBS

GBE

-0.61 06 -04 02 00 02 04

E (vs. ECS)/ V
06 -04 02 00 02 04
E (vs. ECS)/V

Figura 5: Voltamogramas ciclicos para o GBE antes e depois da
eletrodeposigdo de Cu, em 0,1mol L' PBS Ph 6,0. Velocidade de
varredura: 25 mVs™.
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Na sequéncia, o comportamento eletroquimico do GBE-Cu foi avaliado na
auséncia e na presenca de creatinina (Cn). Como esperado, os voltamogramas para
o GBE sem modificacdo, ndo apresentaram corrente faradaica na presenca ou
auséncia de creatinina (inset Figura 6A), confirmando que este eletrodo ndo possui
propriedades cataliticas especificas nem mecanismos de deteccéo indireta para este
analito. Por outro lado, para o GBE-Cu na presenca de 88,4 uM de creatinina (Figura
6A, curva rosa), observou-se um aumento na corrente do pico de oxidagao, e uma
pequena diminuicdo na corrente catédica. E proposto que os ions Cu(ll) formados
durante a oxidacado eletroquimica na superficie do eletrodo sdo quelados pela
creatinina formando um complexo soluvel. Neste caso, o aumento da corrente de
pico pode ser atribuido a dissolugdo do cobre na forma do complexo cobre-
creatinina. Com isso, novas “camadas” de cobre serdo expostas na superficie do
eletrodo, aumentando a quantidade de Cu disponivel para sofrer oxidagao (Chen et
al., 2012; Raveendran et al., 2017). Comportamento semelhante foi observado
anteriormente para eletrodos de carbono impressos modificados por cobre (SPCE)
(Raveendran et al., 2017). Portanto, a sensibilidade deste novo sistema de deteccao
€ baseada na capacidade quelante entre a creatinina e o cobre, e nao
necessariamente no comportamento redox da propria creatinina.

O efeito da taxa de varredura nas correntes de pico pode ser usado para
explorar informagdes valiosas sobre o comportamento eletroquimico da creatinina no
GBE-Cu em PBS. Nesse sentido, voltamogramas foram registrados no GBE-Cu em
0,1mol L' PBS contendo 88,4 uM de creatinina em diferentes velocidades de
varredura, de 15 a 400 mVs™ (Figura 6B). Como pode ser observado, as correntes

de pico aumentaram linearmente em fungdo da raiz quadrada da velocidade de
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varredura, indicando que o processo redox € controlado por difusdo, provavelmente

relacionado ao complexo soluvel cobre-creatinina.

Y GBE
" |——GBE+Cn
|——GBE-Cu
—— GBE-Cu+Cn
0.0
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E (vs. ECS)/V
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E (vs. ECS)/V

Figura 6: A) Voltamogramas ciclicos para GBE e GBE-Cu em 0,1 mol L' PBS pH
6,0 na auséncia e presencga de creatinina (88,4 uM) a 25mVs™. Inset: visualizagdo
ampliada dos voltamogramas para o GBE. B) Voltamogramas ciclicos para o GBE-
Cu em PBS pH 6,0 com 88,4 uM de creatinina em diferentes velocidades de

varredura
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4.3 Parametros de otimizacao da fabricacao do GBE-Cu para

deteccao de creatinina

Afim de se obter as melhores condigdes para a detecgdo de creatinina,
alguns parametros de construgcdo do GBE-Cu foram otimizados. Para isso, um
estudo cronoamperométrico foi realizado, variando a concentragdo de CuSO., o

potencial aplicado e tempo de deposi¢ao, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros avaliados para eletrodeposi¢cédo do cobre.

Parametros Variagao
Concentragéo de cobre 0,01 mol L' — 0,2 mol L™
Potencial aplicado -0,5V—-(-0,9V)
Tempo de deposicao 40s-120s

Inicialmente, a concentragdo de CuSO, disperso em 0,1 mol L'de H,SO, foi
variada entre 0,01 mol L'e 0,2 mol L'. Apdés as eletrodeposicbes em cada
concentracao, os eletrodos foram lavados com agua deionizada e seus respectivos
voltamogramas foram registrados em 0,1 mol L'PBS contendo 88,4 uM de
creatinina. Analisando os voltamogramas na Figura 7A, € possivel observar que o
GBE-Cu, preparado com 0,1 M de Cu(ll), apresentou o maior pico de corrente de
oxidagao, quando comparado as demais concentragbes avaliadas. Portanto, essa
concentragcado de CuSO, (0,1 M) foi utilizada nos demais experimentos.

Apos otimizar a concentragcao de cobre, o potencial aplicado (de -0,5 a -0,9
V) e o tempo de deposicao (de 40 a 120 s) foram investigados. Com base nos

voltamogramas das Figuras 7B e 7C, foram observados melhores resultados para
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os eletrodos GBE-Cu preparados pela aplicagao de -0,7 V por 100 s. Portanto, essas
foram as condicdes otimizadas utilizadas neste trabalho para a fabricagcao de GBE-
Cu para deteccao eletroquimica de creatinina.

Em uma etapa seguinte, o efeito do pH na resposta do GBE-Cu a presenca
de creatinina foi investigado variando o pH de 5,0 a 8,0. Na Figura 7D sao
apresentados os voltamogramas obtidos para GBE-Cu em PBS 0,1 M com 88,4 uM
de creatinina nos diferentes pHs e as maiores correntes de pico aparecem em pH
6,0 (inset Figura 7D). Os pKas da creatinina séo 4,8 e 9,2, respectivamente, dessa
forma a creatinina pode se tornar carregada positivamente em solugdes acidas,
diminuindo seu comportamento quelante (Chen et al., 2012). Além disso, o pH da
urina varia de 6 a 7, portanto, escolhemos o pH 6,0 como a condicéo ideal para a

deteccgao da creatinina.
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Figura 7: Voltamogramas ciclicos para os diferentes parametros de
eletrodeposicao: A) Concentragao de cobre; B) Potencial aplicado; C) Tempo
de eletrodeposicéo e D) Efeito do pH na resposta de corrente do GBE-Cu na
presenca de 88,4 uM de creatinina.
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4.4 Determinacgao eletroquimica da Creatinina

Apos a otimizacdo das principais condigcbdes operacionais, a detecgcao
eletroquimica de creatinina no eletrodo GBE-Cu foi realizada utilizando voltametria
ciclica. Os experimentos foram realizados em ftriplicata, na faixa de -0,60V a 0,35V
na velocidade de 25mV s™. Na Figura 8A, é possivel observar que as correntes de
oxidagdo aumentam linearmente com o aumento da concentracdo de creatinina na
faixa de 26,5 a 150,3 uM, com um coeficiente de correlagido (R?) de 0,9979. Esse
intervalo é adequado para a analise de amostras diluidas de urina, bem como de
soro sanguineo (40 -150 uyM). O mecanismo de detecgao da creatinina sugere que o
cobre oxidado eletroquimicamente na superficie do eletrodo se combine com a
creatinina para formar um complexo soluvel. Com a dissolucédo gradual do complexo
cobre-creatinina na superficie do GBE-Cu, mais cobre é exposto, proporcionalmente
a concentracao de creatinina, e dessa forma, uma maior quantidade de cobre ira se
oxidar, aumentando as correntes de oxidacdo (Raveendran et al.,2017). Com base
na curva de calibragdo apresentada na Figura 8B, estimamos os limites de detecgao

(LOD) e quantificagao (LOQ) em torno de 7,73 uM e 25,79 uM, respectivamente.
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Figura 8: (A) Voltamogramas ciclicos para o GBE-Cu em 0,1 mol L" PB
com diferentes concentragbes de creatinina a 25 mV s (Inset: visédo
ampliada das correntes de pico de oxidagao). (B) Curva analitica para o
sensor de creatinina GBE-Cu.

A Tabela 2 resume o desempenho analitico do GBE-Cu e fornece uma
comparagao com outras publicacdes sobre sensores de creatinina. O GBE-Cu
apresentado neste trabalho, possui um limite de detecgao préximo ou melhor, em
comparagao a outros sensores ja reportados na literatura, com uma preparagao
experimental mais simples e com baixo custo efetivo, uma vez que o sensor é

baseado em pilhas comuns reciclaveis. Além disso, as analises podem ser



41

realizadas em uma acidez proxima do meio biologico, o que indica menos

interferéncias e maior precisao na determinagao da creatinina.

Tabela 2: Comparagio entre limite de detecgédo, faixa linear e tipo de eletrodo
utilizado na literatura, para a detecgao eletroquimica da creatinina.

LOD Faixa linear Eletrodo Referéncias

Eletrodo impresso de carbono
preanodizado.
Eletrodo de carbono vitreo [5]
modificado com PVI[Fe(CN)5]
Eletrodo de platina modificado com
as enzimas creatininase,
4.5uM 0 - 500uM creatinase e sarcosine oxidase [21]
(SO) utilizando albumina de soro
bovino (BSA) e glutaraldeido (GA)

7.73uM  26.5uM -150.3 uM GBE-Cu

8.6uM  0,37mM - 3,6mM [4]

12uM 12 pM - 500uM

Este
trabalho

4.5 Estabilidade e Repetibilidade

A estabilidade do eletrodo foi testada submetendo o GBE-Cu a varios ciclos
voltamétricos consecutivos em PBS pH 6,0 com 88,4 uM de creatinina. Como pode
ser visto na Figura 9A, nenhum deslocamento de potencial foi observado e, mesmo
apo6s 80 ciclos, as correntes faradicas diminuiram em menos de 6%, indicando uma
alta estabilidade eletroquimica do sistema. A repetibilidade do GBE-Cu na detecgao
de creatinina, foi avaliada por experimentos de voltametria ciclica para cinco
diferentes testes, usando um mesmo eletrodo. Em todos os testes realizados foram
observadas praticamente as mesmas intensiades de correntes (Figura 9B), com uma
variagao de apenas 6,4% entre as medidas, demonstrando assim que o eletrodo

apresenta boa repetibilidade na deteccéo de creatinina.
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Figura 9: (A) 80 ciclos voltamétricos obtidos para GBE-Cu em solugéo de
PBS 0,1M na presenca de 88,4 uM de creatinina. (B) Voltamogramas
ciclicos para seis testes diferentes em PBS com 88,4 uM de creatinina,
usando um mesmo eletrodo.
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4.6 Estudo dos interferentes e analise em amostra de urina

artificial

Para aplicagdes praticas, ndo apenas a sensibilidade do eletrodo deve ser
levada em consideragcdo, mas também a seletividade. A Figura 10A apresenta as
correntes de oxidagcao obtidas para GBE-Cu em PBS pH 6,0 apds a adigdo de 88,4
MM de cada uma das espécies comumente interferentes (glicose - Glu, acido
ascorbico - AA, cloreto de soédio - SC e ureia - U) na presenca de 88,4 uM de
creatinina. Observa-se que os interferentes em questdo nao tiveram influéncia
significativa na detecgéo de creatinina, uma vez que a corrente do pico de oxidagéo
€ apenas levemente afetada pelas espécies interferentes. A porcentagem de
interferéncia de cada molécula testada na resposta da creatinina foi de 3,4%, 6,4%,
5,9% e 1,5%, respectivamente. Além disso, na Figura 10B, & possivel observar que
mesmo na presenga de todos os interferentes (Glu, AA, SC e U) ao mesmo tempo
no meio eletrolitico, a adicdo consecutiva de 88,4 uM de creatinina promove um
aumento linear na corrente do pico de oxidacdo. Assim, o eletrodo fornece
seletividade e sensibilidade suficientes para uma aplicagao pratica.

Como prova de conceito, o eletrodo GBE-Cu foi usado com sucesso para
detectar creatinina em uma amostra de urina artificial. Como pode ser visto na
Figura 10C, o eletrodo foi sensivel a presenga de creatinina com um aumento nas
correntes de oxidacao semelhante ao observado nos testes em PBS, mostrando que

o eletrodo é promissor para aplicagdes praticas na detecgéo de creatinina em urina.
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Figura 10: Estudo de interferéncia na resposta da creatinina: (A) na presenga de

cada interferente

(glicose,

acido ascorbico,

cloreto de soédio e uréia,

respectivamente); e (B) na presenca de todos os interferentes ao mesmo tempo;
(C) Voltamogramas ciclicos na amostra de urina artificial na auséncia e na

presenca da creatinina



45

CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, demonstramos pela primeira vez a fabricagcdo e aplicacao
de um sensor eletroquimico reprodutivel e de baixo custo a base de carbono grafite
de pilhas comuns descarregadas, na determinagao eletroquimica de creatinina em
urina artificial. O eletrodo GBE-Cu obtido apresentou bom desempenho de
repetibilidade na detecgao de creatinina, com limites de detecgao e quantificagao de
7,73 UM e 25,79 uM, respectivamente. Além disso, foram observadas alta
estabilidade eletroquimica e seletividade na presenga dos principais interferentes,
tornando o eletrodo desenvolvido um forte candidato para aplicagbes praticas na

deteccgao e quantificacdo de creatinina em amostras de urina.
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