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RESUMO

O controle por meio de andlises toxicologicas nos esportes tem sido o modo mais eficaz de
reprimir o doping de testosterona e derivados em atletas, pois muitos se arriscam com 0 USO
de substancias banidas pela promessa de maior desempenho fisico e crescimento muscular
acentuado. Desta forma, em consequéncia da necessidade de novas metodologias mais
sensiveis e econdmicas para determinacdo de testosterona, neste trabalho desenvolveu-se um
sensor eletroquimico de baixo custo a partir da modificacdo de superficie de um eletrodo de
ouro com filme de polianilina (PANI) e nanoparticulas de ouro (Au NPs), empregando-se a
técnica eletroquimica de voltametria ciclica. Ap6s a otimizagdo das condi¢des experimentais
de preparo, o eletrodo resultante apresentou dois pares de picos redox nos voltamogramas em
torno de 0,4 e 0,7 V que foram elucidados atraveés de um mecanismo proposto. A anélise por
microscopia eletrénica de varredura também permitiu a visualizagdo dos filmes de PANI
depositados, bem como a distribuicdo das Au NPs com um tamanho médio de 218 nm na
superficie do eletrodo. O eletrodo modificado com PANI e Au NPs exibiu uma resposta linear
para deteccdo de testosterona na faixa de 1 nmol L™ a 173 pmol L™, com limite de deteccéo
de 0,4 nmol L™ e limite de quantificacdo de 1,3 nmol L™. A aplicacdo do eletrodo em
amostras de urina sintética ocorreu com sucesso, alcancando valores de recuperacdo de 91,5 a
105,4% e precisdo de 1,4 e 0,8%. Assim, o eletrodo modificado com PANI e Au NPs se
mostrou como uma alternativa promissora de sensor eletroquimico para testosterona com
analise simples, sensivel, seletiva, de baixo custo, rapida e que pode vir a ser uma sugestao

para testes antidoping de verificacdo em esportes.

palavras-chave: nanoparticulas de ouro, polianilina, testosterona, sensor eletroquimico.



ABSTRACT

Controlling by toxicological testing in sports has been the most efficient way to suppress
testosterone’s doping in athletes, due to the risk of using banned substances by these
professionals just for the promise to increase physical performance and muscle growth. Thus,
this work developed a low cost electrochemical sensor from a surface modification of a gold
electrode with polyaniline film (PANI) and gold nanoparticles (Au NPs), using cyclic
voltammetry electrochemical technique, based on the need of a more sensitive and
economical methodologies for testosterone determination. After the optimization of
experimental conditions of preparation, the resulting electrode presented two pairs of redox
peaks in the voltammograms around 0,4 and 0,7 V elucidated through a proposed mechanism.
The analysis through scanning electron microscopy also allowed the visualization of PANI
films deposited, as well as the distribution of gold nanoparticles with average size of 218 nm
in electrode surface. The modified gold electrode with PANI film and Au NPs showed a
linear response for testosterone detection in the range of 1 nmol L™ to 173 umol L™, with
detection limit of 0,4 nmol L™ and quantification limit of 1,3 nmol L™. The electrodes
application in synthetic urine samples was a success, reaching recovery values between 91,5
to 105,4% and precision of 1,4 and 0,8%. So, modified electrode revealed as a promising
electrochemical sensor with simple, sensitive, selective, low cost, fast analysis to testosterone
determination and which it can be an alternative suggestion for sports check antidoping tests
in the future.

keywords: gold nanoparticles, polyaniline, testosterone, electrochemical sensor.
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1 INTRODUCAO

O uso de substancias que proporcionam o aumento do desempenho muscular e cultivo
do aspecto fisico por atletas profissionais, mesmo sendo proibido pela Agéncia Mundial
Antidopagem (AMA), ¢é ainda uma pratica comum desde a década de 50 (MOURA et al,
2014; ALQURAINI et al, 2017). A promessa do crescimento da musculatura, melhorias na
funcéo sexual, longevidade, alcance do peso ideal, incluindo aumento de resisténcia; tambem
desperta o interesse em amadores do esporte (ANAWALT, B. D., 2017). Contudo, o termo
doping foi criado para se referir apenas aos atletas que apresentarem niveis de substancias
acima do tabelado pelos comités responsaveis por competicdes (FORSDAHL et al, 2015).

Neste contexto, os esteroides androgénicos anabolizantes (EAA), em especial a
testosterona (CigHzs0,) e seus derivados, quando sdo empregados de forma abusiva e
indiscriminada, podem causar sérios efeitos adversos, tais como danos endocrinologicos,
cardiovasculares e lesdes a varios orgdos (ROCHA et al, 2014).

A deteccdo e o0 monitoramento do abuso de andrdginos, desta forma, tornam-se
fundamentais para manter condi¢des igualitarias e preservar a satde dos atletas (BOWERS, L.
D., 2009). Entretanto, as técnicas analiticas atualmente utilizadas para verificacdo de doping
em esportes como a espectrometria de massas, a cromatografia gasosa € 0 imunoensaio
apresentam certa morosidade, sdo relativamente caras, exigem grande volume de amostra e
técnicos qualificados, havendo assim a necessidade do desenvolvimento de novas
metodologias para testes antidoping (SLUIS et al, 2012).

Devido a sua simplicidade, rapidez de analise e baixo custo operacional, as técnicas
eletroquimicas surgem como metodos alternativos que vém apresentando boas aplicacdes em
diversas areas, inclusive para a determinacao de moléculas eletroativas em fluidos fisiol6gicos
(OSTOJIC et al, 2017; MANJUNATHA, J. G., 2017). A voltametria ciclica (VC), por
exemplo, € uma técnica eletroquimica que permite a caracterizacdo do comportamento de
analitos que podem ser oxidados ou reduzidos em um sistema, sendo que possibilita também
que eletrodos modificados quimicamente (EMQ) com novos materiais possam ser utilizados
como eletrodos de trabalho (JI et al, 2017). Os EMQ’s para o desenvolvimento de sensores
fornecem um pré-estabelecimento de caracteristicas fisico-quimicas que controlam a natureza
da superficie de contato do eletrodo detector com a solucdo que contém o analito a ser
analisada, tornando os eletrodos mais reativos e facilitando a aplicacdo em estudos
eletroquimicos (LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006).
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Os sensores eletroquimicos que tém em sua base nanomateriais, por sua vez,
minimizam problemas relacionados a seletividade e sensibilidade, principalmente
nanomateriais como nanocompasitos, pois estes possuem na sua estrutura bases poliméricas
que oferecem propriedades cataliticas melhoradas para o desenvolvimento dos sensores
(SHAMSIPUR et al, 2015). A transferéncia eletronica facilitada pela incorporacdo de
nanoparticulas de metais inorganicos em filmes poliméricos, também é outra caracteristica
comprovada em varias pesquisas, fato que é associado a excelente condutividade que esses
tipos de nanoparticulas oferecem nesta interacdo com polimeros (ZHAO et al, 2017).

Tendo em vista essas informacgoes, o presente trabalho objetivou o desenvolvimento de
um sensor eletroquimico para a determinacéo de testosterona, com base na modificagdo de um
eletrodo de ouro, confeccionado em laboratorio, com polianilina (PANI) e eletrodeposicdo de
nanoparticulas de ouro (Au NPs) por voltametria ciclica. O método proposto exibiu uma

resposta seletiva, sensivel e rapida em amostras de urina sintética que continham o andrdgino.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Principais métodos analiticos para a determinacéo de testosterona

A testosterona (Fig. 1), juntamente com seus derivados, faz parte do grupo de
hormdnios esteroides androgénicos, ocorrendo a sua producdo natural pelos testiculos, cortex
das glandulas adrenais e também em pequenas quantidades pelos ovarios nas mulheres.
Possui varias aplicacbes médicas para 0s humanos, como na terapia de reposicdo hormonal,

efeito contraceptivo e no tratamento de cancer (MEITE et al, 2016).

Figura 1 — Estrutura quimica da testosterona
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O

Fonte: Adaptado de Pitarch-Motellén et al. (2017, p. 75).

Segundo Luo et al., medicbes com precisdo dos niveis de testosterona sdo muito
importantes para o estudo da fisiologia reprodutiva e a influéncia deste horménio sobre a
salde dos seres humanos, fazendo-se necessaria a determinacdo analitica por diferentes
metodologias (LUO et al, 2017). A AMA, 6rgdo internacional competente pela deteccdo de
doping nos esportes, estabelece como padrdo a técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) para a identificacdo e quantificacdo do esteroide
(PITARCH-MOTELLON et al, 2017). O controle tem sido realizado através de exames
toxicologicos de fluidos bioldgicos dos atletas durante as competicGes e também no decorrer
dos treinos, de modo que, devido a baixa volatilidade da testosterona e excrecdo como
conjugados de sulfato ou glicuronideo, é essencial que uma hidrdlise e uma derivacdo sejam
feitas apds a extracdo e antes da analise de CG-EM, dificultando a automacdo e tornando a
extragdo mais complexa para este método (CAMPOS et al, 2005; MCDONALD et al, 2011).

Como resultado, a literatura relata varias pesquisas relacionadas ao aprimoramento de

analises em CG-EM para determinacdo do androgino.
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Hadef e colaboradores (2008) desenvolveram um método alternativo para
determinagdo simultanea de nove esteroides anabolizantes, incluindo a testosterona, por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A otimizagdo para este método foi
realizada por um procedimento de derivatizacdo baseado em uma metodologia de superficie
de resposta. As melhores condi¢cbes de derivatizacdo foram obtidas por um modelo
matematico que permitiu avaliar os principais fatores como temperatura e tempo de reacéo,
sendo que apds as condicdes 6timas serem estabelecidas, através de parametros analiticos
como linearidade (todos os coeficientes de regressdo r > 0,99) e sensibilidade (faixa de
concentracdo 0,05 — 0,30 g mL™), o método proposto provou ser uma ferramenta interessante
para aprimorar a fase da hidrdlise enzimatica (HADEF et al, 2008).

Ja Impens e colaboradores (2001) relataram testes para determinagdo de esteroides
anabolicos através da cromatografia gasosa com armadilha de ions acoplada a espectrometria
de massas usando o hidrogénio como alternativa de gas de arraste. Um gerador de hidrogénio
também foi utilizado como fonte para o gas, atribuindo ndo sé vantagens cromatogréaficas
como menor tempo de analise e melhor desempenho, mas também vantagens econémicas ao
método por ndo utilizar apenas o gas hélio, normalmente o gas de arraste padréo para este tipo
de anélise (IMPENS et al, 2001).

Abdel-Khalik e colaboradores (2013), por sua vez, escreveram uma revisdo sobre
metodologias analiticas baseadas na cromatografia gasosa ou liquida acoplada a
espectrometria de massas para determinacdo de esteroides em urina humana e animal,
avaliando as relacdes entre as técnicas analiticas utilizadas e a sensibilidade analitica obtida
para os esteroides em questdo. Neste estudo, os autores puderam concluir que em muitos
trabalhos foram necessérias preparacdo de amostras e/ou derivatizacdo para se conseguir
niveis baixos dos limites de quantificacio (LQ), com LQ < 1 pg mL™, sendo que a
sensibilidade ao analito geralmente foi associada ao se utilizar ionizagao por eletrospray (IES)
(ABDEL-KHALIK et al, 2013).

Em um estudo semelhante, Cha e colaboradores (2017) descreveram uma metodologia
para cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo por
ionizacdo a eletrospray para analise de esteroides como derivados de trimetilsilil (TMS) em
urina humana. Quando comparados os resultados de CG-IES/EM com cromatografia liquida
com ionizacdo por eletrospray acoplada a espectrometria de massas (CL-IES/EM), os
esteroides apresentaram perfis de ionizacdo semelhantes sem dependéncia com a fase ou
derivatizacdo submetida, apresentando coeficientes de regressdo na faixa de 0,9641 para

0,9992; enquanto o desvio padrdo relativo (DPR%) foi de 9,66 para 22,14. O método proposto
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se demonstrou adequado para analise de derivados de TMS em urina humana, podendo ser
possivelmente utilizado como teste de doping (CHA et al, 2017).

Entdo, por continuidade do aperfeicoamento para a deteccdo de testosterona e
derivados, outras técnicas classicas como o radioimunoensaio (RIE), a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia liquida com detector de ultravioleta (CL-UV) ou
espectrometria de massa tém sido propostas como alternativa a CG-EM, justamente porque a
analise de esteroides é desafiadora, pois com o passar dos anos novas substancias sdo
incluidas na lista de proibidos ou tem seus limites de deteccdo alterados pela AMA (SAYYID
et al, 2018; ZHANG et al, 2017).

Shrivastav e Kanaujia (2007) desenvolveram um radioimunoensaio (RIE) direto com
base no principio da inibicio competitiva para a dosagem sérica da testosterona, usando *H
como marcador. A forca i6nica e o baixo pH do tampao foram utilizados para a liberacdo do
esteroide ligado a proteinas presentes no soro. Desta forma, a quantificacdo de testosterona
nas amostras de soro foi realizada por um programa de computador desenvolvido pelos
autores, usando o método de regressdo linear log-logit e testes foram realizados para
comparacgdo de valores de amostras obtidas entre 0 RIE proposto e o RIE de fase solida. O
método desenvolvido apresentou limite de deteccdo (LD) de 270 pg mL™ para uma faixa de
1,0 — 10 ng mL™, sendo que os valores de recuperacdo se encontraram entre 102,97% e
108,94%. O método proposto demonstrou ser realizado sem fase de extracdo e com menor
custo do que o método cromatografico, sendo completado em 2 dias (SHRIVASTAV, T. G,;
KANAUJIA, P. K., 2007).

Ja Studzinska e Buszewski (2013) propuseram um procedimento analitico simples,
rapido e sensivel para a separagdo e quantificacdo de varios hormonios esteroides — incluindo
a testosterona — em urina utilizando a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). Com
a otimizacdo da metodologia, verificou-se que a fase estacionaria octadecil € mais adequada
para este tipo de andlise, observando-se também que além do tipo de ligante de fase
estacionaria, o tamanho das particulas influencia no tempo e resolucdo de andlise. A
sensibilidade do método proposto foi avaliada comparando-se os resultados da pesquisa com
resultados obtidos pelo método padrdo de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
concluindo-se que 0 método em questdo tem muitas vantagens na determinacéo de esteroides,
como na separacdo de isdmeros, pouco tempo de analise, menor consumo de modificador
organico, apresentando um limite de quantificacdo menor que 1 ng mL™ (STUDZINSKA, S.;
BUSZEWSKI, B.; 2013).



21

Apesar de todas as técnicas acima apresentarem sensibilidade e reprodutibilidade,
enquadrando-se nos padrdes estabelecidos para o tipo de andlise antidoping; por vezes sdo
ensaios demorados, com equipamentos de alto-custo, utilizam muitos reagentes e dependem
de operadores habeis para a instrumentacdo (ORNELAS; LUCENA, 2018).

Em contrapartida, os métodos eletroquimicos sdo foco de pesquisas recentes no que se
diz respeito a deteccdo de anabolizantes, visto que se apresentam como métodos rapidos e
econdmicos com sensibilidade, seletividade e que possibilitam o uso em amostras biol6gicas
ou ambientais sem qualquer pré-tratamento complexo ou extenso; outro fator notavel é que os
limites de deteccdo também podem ser reduzidos, mantendo-se resultados confiaveis. Além
disso, os metabdlitos comuns em fluidos bioldgicos tais como &cido Urico, dopamina e &cido
ascorbico ndo sdo interferentes na determinacdo eletroquimica, ja que ndo sofrem reducéo
(GOYAL et al, 2010; ADUMITRACHIOAIE et al, 2018; YADAV et al, 2013).

Os metodos eletroquimicos podem possibilitar também que eletrodos modificados
quimicamente (EMQ) com novos materiais possam ser utilizados como eletrodos de trabalho,
denominados como sensores eletroquimicos para determinagdo de diversos tipos de analitos
(1 et al, 2017).

2.2 Sensores eletroquimicos e eletrodos quimicamente modificados para deteccdo de

testosterona

Segundo Yogeswaran e Chen (2008), sensores eletroquimicos sdo dispositivos
compostos por um material ativo de deteccdo com um transdutor de sinal. Esses dispositivos
sdo capazes de transmitir o sinal sem qualquer amplificacdo de um composto seletivo ou de
uma mudanca na reacdo, o qual é convertido em sinal digital para processo adicional. Os
sensores sdo classificados de acordo com o tipo de sinal de saida, que pode ser elétrico,
térmico ou Optico. Os sensores eletroquimicos recebem destaque, uma vez que os eletrodos
detectam os materiais presentes no meio sem causar danos ao sistema (YOGESWARAN, U.;
CHEN, S. M.; 2008).

Por outro lado, os sensores eletroquimicos podem ser classificados de acordo com a
técnica eletroquimica utilizada, como por exemplo, neste presente trabalho utilizou-se a
voltametria ciclica. O sensor voltamétrico utiliza uma diferenca de potencial medida entre o
eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia em um intervalo de potencial controlado,
provocando a oxidacdo ou reducdo das espécies eletroativas no meio (KUSHIKAWA, 2014).

Entretanto, no intervalo de potencial selecionado podem existir outras espécies quimicas
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eletroativas que podem causar interferéncia durante as determinacgdes, diminuindo a
seletividade do método. Uma forma de solucionar problemas relacionados a seletividade em
sistemas eletroquimicos abrange metodologias para modificacdo da superficie de eletrodos de
trabalho para construgdo de sensores eletroquimicos (LOWINSOHN, D.; BERTOTTI, M,;
2006). Os eletrodos modificados quimicamente (EMQ’s) sdo eletrodos mais reativos que
promovem aos métodos eletroquimicos o alcance de limites de deteccdo muito menores nas
determinagdes, comparados aos limites de deteccdo obtidos com eletrodos sem modificacao.
Os materiais utilizados nas modificacdes geralmente sdo nanoparticulas e nanocompadsitos,
materiais poliméricos e liquidos i6nicos (SAJID et al, 2016).

A escolha do modificador da superficie eletrodica é muito importante no preparo do
eletrodo que ird ser modificado. Na literatura podem-se encontrar varios trabalhos que
utilizaram os EQM’s no desenvolvimento de sensores para deteccao de testosterona, podendo
alguns ser citados a seguir.

Heidarimoghadam e colaboradores (2016), por exemplo, desenvolveram uma pesquisa
na qual um eletrodo de carbono vitreo era modificado com 6xido de grafeno reduzido para o
estudo do comportamento de eletro-reducdo da testosterona. O sensor eletroquimico foi usado
na quantificacdo de testosterona em fluidos bioldgicos por voltametria ciclica, apresentando
um limite de deteccdo de 0,1 nmol L™ e um intervalo linear na faixa de 2,0 — 210 nmol L™,
dispensando qualquer pré-tratamento de amostra para analise e tendo como base a reducéo
eletroquimica de testosterona na presenca do surfactante catibnico brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB). A metodologia foi avaliada aplicando-se o teste de recuperacéo a
amostras com padrdes adicionados, obtendo-se exatiddo com valores entre 98,1 a 104,2%
(HEIDARIMOGHADAM et al, 2016).

Goyal e colaboradores (2010), por sua vez, investigaram eletroquimicamente a
determinacdo simultanea de testosterona e epitestosterona em urina humana por um eletrodo
de grafite pirolitico modificado por nanotubos de carbono de parede simples, aplicando-se a
técnica de voltametria de onda quadrada. Os autores puderam concluir através deste estudo
que a reducdo dos dois isbmeros ocorreu em um processo com dependéncia do pH, em que a
curva de calibracdo com faixa linear foi obtida no intervalo de 5 — 1000 nmol L™ para ambos
os esteroides e com limite de deteccdo de 2,8 nmol L™ para testosterona e 4,1 nmol L™ para
epitestosterona. Os resultados obtidos a partir do método voltamétrico foram comparados com
a analise de CLAE, mostrando-se semelhante a analise padrdo (GOYAL et al, 2010).

Em alternativa, a pesquisa desenvolvida por Laczka e colaboradores (2011) utilizou

anticorpos através de plataformas de deteccdo tridimensionais que usavam dispositivos em
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formato de microeletrodos de disco-anel para a imunossensibilizagdo competitiva da
testosterona. Cada dispositivo possuia dois tipos de arranjos: o primeiro, formado por um
grande nudmero de microdiscos individuais que atuava como substrato para a
imunofuncionalizacdo e o desempenho do ensaio; e um micrémetro acima, o Segundo,
composto por microanéis que foram utilizados como o eletrodo de trabalho para o
monitoramento eletroquimico. A deteccdo de testosterona foi realizada pela técnica de
cronoamperometria, na qual se obteve uma faixa linear de 0,01 — 10 ng mL™ e um baixo
limite de deteccéo de 12,5 pg mL™ de testosterona com tempos de deteccéo de 45 minutos.

Li e colaboradores (2016), entretanto, utilizaram um imunossensor simples e sensivel
baseado em nanocorpos que foram desenvolvidos para a determinacdo de testosterona por
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). O imunossensor exibiu uma faixa linear
de 0,05 — 5 ng mL™, com um limite de deteccdo de 0,045 ng mL™, revelando especificidade
nas deteccdes com potencial para abordagem de diagnéstico sensivel e preciso para
testosterona (LI et al, 2016).

De outra forma, tanto a pesquisa desenvolvida por Betatache et al. (2014) quanto o
estudo proposto por Fourou et al. (2017) apostaram em uma modificacdo de eletrodos de ouro
pelo método de polimeros molecularmente impressos (MIP’s) para a deteccao de testosterona,
utilizando as técnicas de impedancia eletroguimica e voltametria de onda quadrada,
respectivamente. Os trabalhos apresentaram a constru¢do de sensores MIP’s com uma ampla
faixa linear e baixos limites de deteccdo, exibindo reprodutibilidade e estabilidade
(BETATACHE et al, 2014; FOUROU et al, 2017).

Feitas essas consideracdes, 0s sensores eletroquimicos construidos a partir da
modificacdo de superficie de eletrodos se mostram como uma alternativa promissora para a
determinacdo de testosterona, porém ainda se existe a necessidade de novas metodologias
mais sensiveis e com um melhor custo-beneficio para este tipo de analise, pois novas
substancias derivadas sdo incluidas na lista de proibidos pelos comités internacionais ou tem
seus limites de deteccdo alterados ao longo dos anos. A polianilina (ou PANI) (Fig. 2) € um
polimero condutor considerado um material bastante promissor na fabricacdo de novos
sensores.

Figura 2 — Estrutura da PANI

S

Fonte: Adaptado de Huang et al. (2004, p. 1315).
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Este polimero possui uma elevada condutividade, baixo custo, permeabilidade seletiva
e facilidade de polimerizacdo. Outro aspecto importante é que este grupo polimérico pode se
ligar com nanoparticulas de metais nobres, aumentando a natureza aderente e estavel das
nanoparticulas na modificacdo da superficie de eletrodos (HUANG et al, 2004; SHAMSIPUR
et al, 2015).

A PANI pode ser sintetizada por métodos eletroquimicos através da oxidacdo do seu
monbémero, a anilina. Este método possibilita a formacdo de uma fina pelicula sobre a
superficie do eletrodo, de forma que a polimerizacdo se torna mais rapida e sustentavel do que
0 método quimico, ja que ndo se faz necessario o uso de aditivos oxidantes (WANG et al,
2016). O método da voltametria ciclica, um dos mais versateis da eletroquimica, permite o
estudo do comportamento eletroquimico de compostos, no qual é possivel se avaliar a atuacao
de carga-descarga na modificacdo da superficie de um eletrodo aplicado. Portanto, este
método se torna uma alternativa para a formacao e eletrodeposicao de filmes polimericos para
a producgéo de sensores com caracteristicas melhoradas (MAHLA et al, 2013).

A eletrodeposicdo produz um filme de PANI que € constituido por dois tipos de
camadas: a primeira, formada nos estagios iniciais de crescimento apresentando uma estrutura
mais compacta com uma nucleacdo progressiva 2D a um mecanismo 3D na segunda, que
possui estrutura menos densa (FONTANA et al, 2012). A PANI pode ser utilizada em
processos de automontagem para construir arquiteturas funcionais complexas, justamente por
apresentar este tipo de estrutura. Os compositos de PANI e nanoparticulas (NPs) sdo sistemas
de baixo custo facilmente formados por reducéo elétrica apos a polimerizacao da anilina, nos
quais a transferéncia de carga ocorre entre a PANI conjugada e as NPs, aumentando a
condutividade dos compositos em relacdo ao meio em que sdo inseridos, podendo assim ser
utilizados para beneficiar as aplicacfes na construcdo de dispositivos voltados para analise de
analitos organicos (TSENG et al, 2007).

Na literatura, podem-se encontrar sensores eletroquimicos compostos pelo composito
PANI e nanoparticulas de ouro (Au NPs) para determinacdo de diversos analitos, como
descrito por Chu e colaboradores (2015) para a determinacéo de acido ascArbico e dopamina;
também na metodologia desenvolvida por Mazeiko e colaboradores (2013) para detec¢do de
glicose e inclusive na deteccdo seletiva de ions de prata, desenvolvido por Yang e
colaboradores (2015) (CHU et al, 2015; MAZEIKO et al, 2013; YANG et al, 2015).

Neste trabalho, um sensor eletroquimico para determinacdo de testosterona foi
desenvolvido pela modificagédo de um eletrodo de ouro por um filme de polianilina (PANI) e

nanoparticulas de ouro (Au NPSs), pois a interacdo entre esses componentes proporciona ao
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eletrodo modificado propriedades cataliticas melhoradas e também a transferéncia eletrdnica
facilitada, caracteristica comprovada em varias pesquisas, no entanto ainda ndo se foi relatado
na literatura este tipo de modificacdo para fabricacdo de um sensor eletroquimico para a
testosterona (SHAMSIPUR et al, 2015). (ZHAO et al, 2018).

2.3 Urina sintética

O doping é definido pela presenca de substancias proibidas em amostras biologicas
coletadas, como sangue ou urina. No entanto, o0 método de coleta da urina se torna mais
vantajoso em relacdo a coleta de sangue justamente por ndo ser invasivo. Considerando a
importancia dos meios ou matrizes para validagdo de estudos eletroquimicos, aproximando-os
a resultados de amostras biologicas reais, a urina sintética vem sendo bastante utilizada em
pesquisas (MORALES-CRUZ et al, 2018; COTILLAS et al, 2018; DBIRA et al, 2015).

Silva e colaboradores (2015), por exemplo, descreveram o desenvolvimento e a
otimizacdo de um método eletroanalitico utilizando um eletrodo de diamante dopado com
boro para a determinagdo simultanea do farmaco besilato de anlodipino (ANL) e do diurético
hidroclorotiazida (HCZ) em urina sintética. Este método empregou a urina sintética com o
objetivo de simular o comportamento de uma urina natural de pacientes que utilizam o
tratamento combinado destes compostos, apresentando uma metodologia rapida, simples e de
baixo custo capaz de evitar reacdes adversas provocadas pela falta de precisdo nas
quantificacdes de formula¢Bes farmacéuticas e urina de pacientes (SILVA et al, 2015).

Mais recentemente, Morales-Cruz e colaboradores (2017) aplicaram a urina sintética
para 0 estudo de um sistema de ureolise, utilizando a bactéria Proteus vulgaris para
transformacdo de ureia em amdnia e posterior oxidacao para nitrogénio em um eletrodo de
platina (Pt). A reacdo de oxidacdo da amonia foi detectada por voltametria ciclica, na qual se
definiu condicBes Otimas para o processo de oxidacdo, pois foi observado que altas
concentracBes de ureia no sistema urinario sintético diminui a eficiéncia da oxidacdo dos
eletrodos de Pt. O método proposto pelos autores demonstrou a partir dos resultados das
conversdes a possibilidade de recuperacdo de agua a partir da urina sintética, concluindo que
ainda sdo necessarias melhorias adicionais, como a concentracdo ideal de P. vulgaris em urina
real, para que a validacdo de um sistema de ureolise auto-sustentavel seja realizada
(MORALES-CRUZ et al, 2017).

Embora na literatura se encontre sobre validagdo de métodos classicos utilizando urina

sintética como meio para deteccdo de esteroides, como descrito por Zulfigar e colaboradores
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(2014), recentemente ndo se tem reportado estudos com aplicagcdo de urina sintética para
deteccdo eletroquimica de esteroides (ZULFIGAR et al, 2014).

Desse modo, sabendo-se das vantagens em se trabalhar com a urina sintética, a urina
produzida de forma artificial se torna pertinente também aplicada como meio para validacéo
de métodos eletroquimicos na detec¢do de esteroides, como no caso da testosterona, pois esse
meio simula o comportamento de uma urina natural, sendo possivel a anélise de interferentes
no processo das reacdes de oxidagdo e reducao que podem acontecer no sistema eletroquimico

durante a analise.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver um sensor eletroquimico a partir da modificacdo de superficie de um
eletrodo de ouro com polianilina e nanoparticulas metalicas de ouro e aplicd-lo na

determinacdo de testosterona em amostras de urina sintética por voltametria ciclica.

3.2 Especificos

Foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

- Confeccionar e caracterizar o eletrodo de ouro a ser utilizado para o desenvolvimento de um
sensor eletroquimico;

- Sintetizar filme de polianilina e nanoparticulas de ouro como modificadores na superficie do
eletrodo através da técnica de voltametria ciclica;

- Estudar o comportamento eletroquimico do eletrodo modificado;

- Estabelecer a curva de calibragéo para analise quantitativa;

- Aplicar o novo sensor na determinacdo de testosterona em amostras de urina artificial,

avaliando o desempenho do ponto de vista analitico e estatistico.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados na pesquisa (Tabela 1) foram de grau analitico para
analise (PA) ou com pureza especificada e as solugdes foram preparadas a partir de reagentes
solidos dissolvidos ou de solugdes concentradas que foram diluidas em agua ultrapura tratada

pelo sistema Purelab Option Q, com uma resistividade de 18,2 MQ-cm.

Tabela 1 — Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados

Material Formula Quimica Procedéncia Pureza (%)
Acido sulfarico H,S0, Vetec PA
Anilina CeH-N Vetec PA
Cloreto de amdnio NH,CI Impex 99,5
Cloreto de calcio o
) CaCl,.H,0 Quimis 99,8
monohidratado
Cloreto de potassio KCI Vetec PA
Cloreto de sodio NaCl Dinamica PA
Dihidrogenofosfato de
o KH,PO4 Vetec PA
potassio
Sulfato de sodio Na,SO, Alphatec PA
Testosterona bioidéntica C19H250; Farmécia Equilibrio 10,0
Ureia (NH).CO Vetec 99,8

Fonte: Elaborada pela autora.

A eliminacdo de oxigénio (O,) dissolvido foi feita pelo borbulhamento de argonio (Ar)

nas solucdes durante 40 segundos antes das analises.
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4.2 Preparo de solucdes

4.2.1 Solucéo diluida de &cido sulfarico

As solugdes de acido sulfurico foram preparadas através da transferéncia de volumes
dos 4cidos para bal®es volumétricos com 4gua ultrapura para concentracdes de 0,05 mol L™ e
0,01 mol L™, utilizadas como eletrdlito suporte nas etapas de modificacdo do eletrodo e
deteccdo de testosterona, respectivamente.

4.2.2 Solugéo de anilina

A anilina foi tri-destilada sob atmosfera inerte de nitrogénio (N) para purificacéo,
sendo posteriormente, mantida ao abrigo de luz e refrigeracdo até o seu uso. Para a
eletropolimerizacdo nos eletrodos de trabalho, solu¢bes de anilina foram preparadas com
concentracdes variando de 0,1; 0,5 e 1,0 mmol L™ em 1 mL de &cido sulfdrico a 0,05 mol L™
(GENG et al, 2017).

4.2.3 Solucéo de acido cloro-aurico

A solucdo de acido cloro-aurico (HAuUCI,) foi preparada pela dissolucdo de 0,146 g de
uma chapa de ouro em 0,2 mL de &gua-régia, a fim de se obter a proporc¢éo de 22% (m/V) de
HAUCI,;. Em seguida, 5 pL da solucdo de acido cloro-aurico foi diluida em 1 mL de acido
sulfarico a 0,05 mol L™ para a eletrodeposicdo de ouro nos eletrodos de trabalho por meio da
técnica de voltametria ciclica (OLIVEIRA et al, 2016).

4.2.4 Solucgdes de testosterona

Os padrdes de testosterona com concentragdo de 1 mmol L™ foram preparados por
dissolucdo em 1 mL de 4cido sulfirico 0,01 mol L™. Para solucdes de concentragdo menor, o
preparo foi realizado através da transferéncia de um volume determinado da solucdo padréo
de 1 mmol L™ e posterior diluicio. Para cada estudo preparavam-se novas solugdes, das quais
se pbde avaliar o comportamento eletroquimico da testosterona e consequentemente construir

uma curva analitica.
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4.2 .5 Urina sintética

As amostras de urina sintética foram preparadas como descrito por Silva et al. em um
baldo volumétrico de 250 mL com &gua ultrapura, contendo as seguintes proporcbes de
reagentes: 0,73 g de NaCl; 0,40 g de KCI; 0,27 g de CaCl,.2H,0; 0,56 g de Na,SQOy; 0,35 g de
KH,POy; 0,25 g de NH,4Cl e 6,25 g de (NH;),CO. Amostras de urina sintética de 1 mL foram
dopadas com duas diferentes concentracdes de testosterona, simulando concentragdes da urina
natural feminina e masculina em individuos com idades entre 20-30 anos. Todas as medidas
eletroquimicas foram realizadas com solucGes de urina sintética recém-preparadas (SILVA et
al, 2015).

4.3 Instrumentacéo basica

» Balanga analitica digital Adventures, modelo AR2140 com preciséo de + 0,1 mg;

» pHmetro digital Metrohm modelo 827;

» Pipetas de microvolume Kasvi de 1-10 uL e 10-100 uL,;

» Sistema eletroquimico

As medidas voltamétricas foram feitas com o uso de um sistema eletroquimico
potenciostato/galvanostato Autolab Metrohm modelo PGSTAT302N acoplado a um
computador com software NOVA versdo 2.0.1. Tanto as caracterizagdes do comportamento
eletroquimico dos eletrodos modificados quanto as determinagdes de testosterona foram
realizadas através da técnica de voltametria ciclica (VC).

» Célula e microcélula eletroquimica

Todos os experimentos eletroquimicos foram feitos em uma célula eletroguimica

(Figura 3-A) de vidro com capacidade de 150 mL, contendo o eletrodo de ouro modificado
com polianilina e nanoparticulas de ouro (trabalho), o eletrodo de platina (auxiliar) e o

eletrodo de prata-cloreto de prata (referéncia). No entanto, para as etapas de modificacdo da

polianilina e eletrodeposi¢cdo do ouro no eletrodo de ouro, bem como nas determinacgdes de
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testosterona; uma microcélula (Figura 3-B) foi confeccionada para ser inserida dentro da
célula eletroquimica.

Figura 3 — A) Célula eletroquimica com entrada para trés eletrodos utilizada.
EA = eletrodo auxiliar; ER = eletrodo de referéncia; ET = eletrodo de trabalho.

B) Representagdo esquematica de uma microcélula

Contato

elétrico
p——
\__./

-

|

Ponte
B)

salina

—

Fonte: Autora.

A microcelula eletroquimica é uma poderosa ferramenta para aplicagdes em
microrregides, logo, o presente trabalho utilizou esse dispositivo com o propdésito de que o
processo de difusdo das solucbes de pequeno volume fosse restrito a area de superficie do
eletrodo a ser modificada (AKITA et al, 2012). A microcélula foi construida a partir de um
cilindro de acrilico de capacidade maxima de 2 mL com um pequeno furo em uma
extremidade, sendo preenchido por papel filtro saturado com solugdo de 3 mol L™ de KCI
para construcdo de uma ponte salina que ficava em contato com o eletrolito de suporte da

célula eletroquimica, o &cido sulfarico.
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4.4 Preparo dos eletrodos

4.4.1 Confeccdo dos eletrodos de trabalho

Na Figura 4 é mostrado o esquema proposto de construcao do eletrodo de ouro, este
que foi confeccionado em laboratério segundo a metodologia apresentada em MELO, S. M.
(2016).
Figura 4 — Esquema de montagem do eletrodo de trabalho de ouro

Superficie Eletrodo de trabalho de ouro
Polimero recoberta Superficie recoberta com Com area geom¢étrica
limpo e com ouro ouro e contato elétrico de definida
irradiado (65 — 80 nm) cobre l

Fonte: Desenvolvido por MELO, S. M. 2016.

O procedimento tem inicio com a deposicdo de um filme fino de ouro em uma folha de
poliéster pelo processo de pulverizagdo catodica (ou sputtering). Através desta técnica, um fio
de ouro com padrédo de pureza 99,99% foi evaporado termicamente em uma camara de vacuo
Edwards 306, sob condicdo de alto vacuo (10° torr). Apés evaporacdo, o filme de ouro se
condensou na folha de poliéster, sendo que, para maior aderéncia ao filme, a folha foi
submetida por um processo de irradiagdo com luz ultravioleta (365 nm) por uma semana. A
espessura da folha resultante do filme de ouro foi determinada no proprio equipamento antes
de se iniciar o processo de pulverizacdo do ouro, apresentando filmes de ouro com 65-80 nm
de espessura. Em seguida, a folha foi cortada em pequenos retangulos (5 mm x 7mm) para
construcdo do eletrodo. Um fio de cobre foi fixado na folha de ouro com a finalidade de se
estabelecer contato elétrico, e a adesdo das pecas foi feita através da cobertura de uma fita
adesiva, apenas com uma abertura para contato com as solucgdes, a qual era constituida de uma
area circular de aproximadamente 0,03 cm?. Para o selamento das laterais, uma fita de Teflon
foi utilizada. Em seguida, o eletrodo de ouro foi submetido a modifica¢fes de superficie para
a construcdo de um sensor eletroquimico voltado para a determinagdo de testosterona, as

etapas das modificacdes foram resumidas na Figura 5 e detalhadas nos topicos a seguir.
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Figura 5 — Esquema para etapas de modifica¢éo do eletrodo de ouro
Modifica¢do do eletrodo de ouro

Eletrodo de ouro Eletropolimerizacao
da anilina

. Eletrodeposicao
Limpeza |y, de nanoparticulas
eletroquimica de ouro
204
134
104
g s
= !
0
B4
-10 T T T
0,0 0.3 1,0 15
E(V)

Fonte: Elaborado pela autora. Obs.: VC = Voltametria ciclica; T = Testosterona.

4.4.2 Limpeza dos eletrodos

Primeiramente, antes de cada analise, o eletrodo de ouro foi submetido a uma limpeza
eletroquimica com é&cido sulfarico 0,05 mol L™, aplicada a uma faixa de potencial de
varredura de -0,2 a +1,55 V; com uma velocidade de 0,25 V s; a fim de se obter uma
superficie do eletrodo livre de interferentes, bem como o conhecimento de sua area, sendo que

todos os eletrodos apresentaram aproximadamente 0,03 cm?.
4.4.3 Eletropolimerizacdo da anilina

Apos a limpeza quimica, procedeu-se com a polimerizacdo eletroquimica, resultando
na deposicdo direta de um filme de polianilina (PANI) sobre a superficie do eletrodo a partir
da técnica de Voltametria Ciclica (VC). Esta técnica proporciona a modificacdo regular do
potencial do eletrodo de modo ciclico, em que o polimero sofre alteracbes de estado de
conducdo (GVOZDENOVIC et al, 2011). Outra caracteristica de destaque da voltametria

ciclica é que a formacéo de filmes de polianilina na superficie do eletrodo ocorre com cadeias
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dispersas de estrutura aberta, além de promover a nucleacdo de particulas de maneira
homogénea (HEINZE et al, 2010; OLIVEIRA et al, 2016).

Estudos de VC foram feitos para avaliar o crescimento de filmes de polianilina na
superficie do eletrodo de ouro construido, variando trés fatores: a concentracdo das solucdes
de anilina (0,1; 0,5 e 1,0 mmol L™); as velocidades de varreduras (25; 50 e 100 mV s*) e o
namero de varreduras (10; 20 e 30 ciclos) durante a eletropolimerizacdo da anilina com
potenciais inicial e de vértice inferior de 0,00 V e potencial de vértice superior de +0,8 V
(BALTRUNAS et al, 2008).

4.4.4 Eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro

A eletrodeposi¢é@o de ouro sobre a superficie do eletrodo de ouro recoberto com PANI
também foi realizada por VC, pois segundo Oliveira e colaboradores (2016), esta técnica
promove que a superficie de modificacdo se torne mais adequada para a deposicdo do ouro,
resultando em particulas uniformes depositadas (OLIVEIRA et al, 2016). Foram utilizados os
seguintes parametros: potenciais inicial e final de -0,4 V; potencial de vértice de +0,2 V;
velocidade de varredura de 100 mV s™; variando o nimero de varreduras entre 2 e 4 ciclos

consecutivos de eletrodeposicao de ouro.

4.5 Desempenho do eletrodo modificado

A avaliacdo do desempenho dos eletrodos modificados foi realizada através do estudo
do comportamento eletroquimico destes eletrodos frente aplicacdo em amostras de urina
sintética na deteccdo de diferentes concentragdes do analito em questdo. Além das
caracterizacdes por VC, fotomicrografias da superficie dos eletrodos nas etapas de
modificacdo foram obtidas no Laboratorio de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do
Instituto Federal do Piaui (IFPI1), em um microscépio eletrénico de varredura da marca
Shimadzu, modelo SSX 550 SUPER SCAN.

4.6 Validacao do método eletroanalitico
A validacdo é um recurso analitico que pode garantir a confiabilidade de uma

metodologia aplicada, buscando assegurar que os resultados obtidos por uma determinada
andlise sdo de qualidade (VALENTINI et al, 2007).
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Para a validacdo do método exposto, foram analisados 0s seguintes parametros
estatisticos: linearidade, precisdo (desvio padrdo), sensibilidade (limite de deteccdo e
quantificacdo) e exatidao (método de recuperacao); os quais sdo apresentados a seguir.

No que se diz respeito a linearidade, avaliou-se a capacidade do método em obter
resultados nos testes que seriam diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra. Recomenda-se um minimo de cinco concentrages para avaliar a linearidade para
calibracdo do método (TIWARI, G.; TIWARI, R., 2010; DAKSH et al, 2015).

J& em relacdo a precisdo, a partir deste parametro se determinou qual a proximidade
entre os valores obtidos por medidas replicadas de apenas uma quantidade em um selecionado
padrdao (ARAUJO, 2009). Geralmente a precisao é expressa em forma de desvio padrédo (DP)
ou desvio padréo relativo (DPR), sendo que esta Ultima é dada em porcentagem. O DP e o
DPR podem ser expressos pelas equacdes abaixo, respectivamente (INMETRO, 2010):

DP = il — x)?
n—1

DP
DPR (%) = ?X 100

Nas quais x € a média aritmética das medidas; x; € o valor de cada medida e n ¢ a

quantidade de medidas.

Outro fator importante citado para validacdo é a sensibilidade, que segundo o
INMETRO (2010), demonstra o quanto a resposta variou em relacdo a concentracdo do
analito. E geralmente associado ao limite de deteccdo (LD), definido como a menor
concentracdo detectavel de um analito em uma amostra, mas nao necessariamente que possa
ser quantificada (PETERS et al, 2007).

O LD pode ser expresso como:

3 X DP,
D=——1"2
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Sendo DP, o desvio padrdo do branco e a a inclinagdo da equacéo da reta obtida pela
curva de calibragdo (VIAL, J.; JARDY, A.; 1999).

O limite de quantificacdo (LQ), por sua vez, € a menor concentracdo do analito que
pode ser quantificada, isto €, com precisdo e exatiddo aceitaveis no experimento realizado
(ANVISA, 2012). E expresso como:

_ 10 x DP,

a
Na qual DP, é o desvio padrdo do branco e a é a inclinacdo da reta calculada pela

curva de calibragdo.

A exatiddo do método foi observada de acordo com a proximidade de valores
experimentais em relacdo aos valores teoricos esperados, com a aplicacdo de concentracdes
conhecidas de testosterona em solucdo de urina sintética, e posteriormente, feito calculo do
valor de recuperacdo (%) (PETERS et al, 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Voltamograma ciclico tipico do eletrodo de ouro

A limpeza eletroquimica oferece a retirada de impurezas da superficie dos eletrodos,
sendo um pré-tratamento muitas vezes indispensavel para que se tenha seguranca em analises
extremamente sensiveis. Os voltamogramas ciclicos obtidos pela limpeza em meios &cidos do
eletrodo de ouro convencional sdo bastante detalhados na literatura (FOGUEL et al, 2016).

A investigacdo e o entendimento a respeito da cinética e mecanismos de transferéncia
eletronica da eletro-oxidacdo em meios acidos na superficie desse tipo de eletrodo é
largamente aceita conforme a seguinte descricao feita por Wang et al, 2013:

1) Au—(H,O)ads —= Au—OH+H + & } Oxidagao: formagio de oxidos
(2) Au=OH —= Au=0 +H + & Redug&o: oxidos sio reduzidos de volta
AU=0+ Hy0 —= 0=AuZ(H,O)ads 40 0UrO

Segundo Wang e colaboradores (2013), as contribui¢cbes de correntes anodicas,
representadas por correntes de pico de oxidacao, sdo relacionadas a eletroformacao de éxidos
de ouro da superficie do eletrodo de ouro para a solucdo de acido sulfurico; enquanto que as
contribuicdes de correntes catddicas, referentes as correntes de pico de reducdo, indicam que
os 6xidos formados retornaram para a superficie do eletrodo, reconstruindo uma camada
limpa de impurezas (WANG et al, 2013).

Com base nos mecanismos descritos acima, a limpeza eletroquimica feita em eletrodos
de ouro confeccionados em laboratorio forneceu VCs tipicos do eletrodo de ouro
convencional, apresentando um perfil condizente com a literatura (MA et al, 2013; HOLZE,
R., 2015; XIAO et al, 2016; HERNANDEZ, W. T., 2014).

Em todos os voltamogramas dos eletrodos de ouro testados (Figura 6), foram

observadas contribuicBes de correntes anodicas representadas por picos de corrente de
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oxidacdo (a) préximos a +1,3 V e picos de correntes de reducdo (b) foram observados em
torno de +0,85 V. A érea eletroativa do eletrodo foi calculada em 5,65.10° C.

Figura 6 — VVoltamogramas ciclicos de eletrodos de ouro na limpeza eletroquimica,

com v = 250 mV s*; 3° ciclo; em contato com solugdo de H,SO,4 0,05 mol L™.
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Fonte: Resultados da pesquisa.

A partir dos voltamogramas também se verificou que ha reprodutibilidade do método
de construcdo do eletrodo, visto que todos os dispositivos exibiram picos de correntes
proximos ao esperado para o eletrodo de ouro nas mesmas condigdes experimentais. A
confeccdo em laboratorio € relativamente barata, sendo uma plataforma viavel para

construcdo de um sensor eletroquimico.
5.2 Eletrossintese da polianilina (PANI)

A técnica de eletrodeposicdo com potencial controlado para produzir filmes finos de
PANI é largamente usada, pois os filmes resultantes apresentam estabilidade quimica, forte
aderéncia a substratos e homogeneidade (MELLO, H. J. N. P. D.; MULATO, M., 2018).

Na literatura também ¢é relatado que a sintese deve ser feita em meio acido com pH
baixo e que a concentracdao de anilina influencia na taxa de eletrodeposicdo de PANI, pois a
maior disponibilidade de fons H" e do monémero precursor promove uma taxa de reagdo de
oxidacdo mais significativa (RESTREPO et al, 2005).
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Tendo em vista essas informagdes, apés a limpeza eletroquimica, seguiu-se com a
deposicdo do filme de polianilina na superficie dos eletrodos de ouro como a primeira etapa
de modificacdo para o desenvolvimento do sensor eletroquimico.

A eletrossintese da polianilina (Fig. 7) foi estudada através da técnica de voltametria
ciclica em solucdo de H,S0O,4 0,05 mol L™ (pH = 0,96), com o primeiro ciclo sendo conduzido
na faixa de potencial de 0,0 a +1,0 V a fim de fornecer um impulso para que a PANI se
deposite mais facilmente nos ciclos posteriores, que foram realizados na faixa de potencial de
0,0 V a +0,8 V. Essa regido de potencial foi escolhida justamente pelo fato de que em meio
acido o eletrodo de ouro neste intervalo ndo apresenta picos de oxidacédo e reducao relevantes,
podendo-se observar o crescimento dos picos de oxidacdo e reducdo da PANI sem a
interferéncia da formacéo e deposicao de 6xidos de ouro. Os fatores avaliados para a sintese
foram: concentracdo do mondomero, velocidade de varreduras e numero de ciclos; durante
as voltametrias de sintese para se estabelecer condicOes ideais para formacdo dos filmes de
PANI (MEDEIROS et al, 2012).

Analisando-se a Figura 7, pode-se perceber o aumento das correntes de pico anodicas
e catodicas durante uma das condicOes da eletrossintese de PANI realizada e a comparacéo

com o eletrodo de ouro limpo no mesmo intervalo de potencial na auséncia de anilina.

Figura 7 — Voltamogramas ciclicos obtidos A) para o crescimento do filme de PANI no
eletrodo de ouro em soluc&o de anilina 0,5 mmol L™ no eletrélito de H,SO4 0,05 mol L™
a uma velocidade de varredura: 50 mV s, com a-d representando a formacao de picos
durante a sintese; B) eletrodo de ouro limpo em H,SO, 0,05 mol L™, com velocidade de

varredura a 50 mV s, na mesma faixa de potencial aplicada & eletrossintese de PANI.
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Fonte: Resultados da pesquisa.
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5.2.1 Efeito da concentragéo

Os voltamogramas ciclicos de filmes finos de PANI depositados com diferentes
concentragdes sdo mostrados na figura 8.

Figura 8 — Voltamogramas ciclicos obtidos de filmes finos de PANI depositados
em eletrodo de ouro por diferentes concentracdes de anilina (0,1 mmol L™*; 0,5 mmol L™

e 1 mmol L™), em H,S0,4 0,05 mol L™, 10° ciclo a 250 mV s™.
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Fonte: Resultados da pesquisa.

A partir da figura 8 pode-se observar que a medida que a concentracdo inicial de
anilina aumenta de 0,1 mmol L™ para 0,5 mmol L™ com a eletropolimerizacéo nos eletrodos,
0 crescimento na corrente de picos de oxidacdo em +0,52 V relativos a PANI aumenta, ou
seja, sugerindo que com maior concentracdo o filme é mais espesso, recobrindo a superficie
do eletrodo de ouro. Também € possivel notar que a corrente de pico de reducdo caracteristica
do eletrodo de ouro em +0,80 V exibe uma diminuicdo na area de pico mais evidente com o
eletrodo que teve sua eletrossintese de PANI com a concentragdo de 0,5 mmol L™, indicando
que mais PANI foi depositada sobre o substrato. No entanto, quando o eletrodo é submetido a
eletropolimerizacdo com uma concentracdo ainda maior, a solugdo de 1 mmol L™ de anilina, a
leitura do voltamograma do eletrodo apresenta pico de degradacdo da anilina em +0,80 V,
pico de oxidacdo em +1,39 V e um pico de reducdo em +0,80 V referentes a formacdo e
deposicdo de oxidos de ouro, indicando que ndo houve formagdo de filmes de PANI
(RESTREPO et al, 2005). Logo, a concentracdo de 0,5 mmol L™ foi definida sendo a mais

adequada para a formacéao dos filmes de PANI.
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O mecanismo de sintese eletroquimica da PANI ¢é detalhado por Gvozdenovi¢ e
colaboradores (2014) e as reagdes que ocorreram para a formacdo do filme de PANI sobre o
eletrodo de ouro em meio &cido podem ser explicadas a partir do entendimento deste
mecanismo (GVOZDENOVIC et al, 2014):

Oxidag#o da anilina ©+
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A primeira etapa do processo de polimerizacdo consiste na formacdo de cétions pela
oxidacdo do mondmero da anilina, sendo que dois tipos de radicais sdo formados (radical de
posicdo p- e 0-). Em seguida, esses radicais sdo acoplados pela eliminacdo de dois prétons e
formam dimeros que sofrem oxidagdo adicional da anilina restante. Por fim, os radicais
formados pelos dimeros e da anilina se acoplam para a propagacdo da cadeia (PRON, A;
RANNOU, P., 2002).

5.2.2 Influéncia da velocidade de varredura

As propriedades finais na morfologia da PANI sobre o eletrodo de ouro também séo
influenciadas pela velocidade de varredura aplicada durante a deposicdo eletroquimica
(XAVIER et al, 2006). Na Figura 9 séo apresentados os voltamogramas ciclicos dos eletrodos
de ouro apos a eletropolimerizacdo de 0,5 mmol L™ de anilina em diferentes velocidades de
varredura (25; 50 e 100 mV s™).

Figura 9 — Voltamogramas ciclicos resultantes (1° varredura) dos eletrodos de ouro apos
polimerizacéo da anilina 0,5 mmol L™ a 10 ciclos, em diferentes velocidades de

varredura: A) 25 mV s*, B)50 mV s* e C) 100 mV s™.
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Fonte: Resultados da pesquisa.



43

A partir desses graficos, levando em consideracdo que a diferenga de potencial (AE)
entre 0s picos anodicos e catddicos para o crescimento do polimero permite averiguar a
resisténcia do transporte de ions envolvidos nas reaces redox que ocorrem no eletrodo, foi
verificada a influéncia da velocidade de varredura no processo de sintese da PANI.

O valor de (AE) geralmente aumenta com a quantidade de filme depositada no
eletrodo, sendo assim, € possivel obter informacgdes sobre a espessura do filme formado pelo
calculo de AE = Epico ansdico — Epico catadico, POIS, S a transferéncia de elétrons entre a PANI e o
eletrolito esta sendo mais lenta, isto indica que a espessura do filme é maior naquela condicéao
(SEZGIN et al, 2012). A AE entre os potenciais de picos anddicos e catddicos presentes nos
voltamogramas foi maior para a velocidade de varredura de 50 mV s, com um valor de 0,04
V, podendo assim inferir que o eletrodo de ouro é mais revestido a essa velocidade.

O primeiro par de picos redox, em torno de 0,5 V, presente em todos os
voltamogramas resultantes do eletrodo modificado por PANI é associado a conversdo dos
estados leucoesmeraldina/esmeraldina do polimero. Porém, nota-se também o crescimento de
um segundo par de picos redox visualizado apenas para a velocidade de varredura de 50 mV
s, que estd associado & conversdo dos estados esmeraldina/pernigranilina, confirmando o
aumento da espessura do filme depositado (FONSECA et al, 2015).

Outro fator importante a ser definido além da concentracdo e velocidade de varredura
para a eletrossintese da PANI é a quantidade de ciclos utilizada para a formacdo dos filmes
(MATTOSO, 1996).

5.2.3 Escolha do nimero de ciclos

Seguindo o estudo para se selecionar as condi¢bes mais apropriadas de sintese da
PANI sobre o eletrodo de ouro, o exame do nimero de ciclos necessarios durante o processo
de polimerizacdo da anilina foi realizado. Conforme descrito por Bonastre e Bartlett (2010), a
eletrodeposicdo de PANI em microeletrodos por VC ocorre de modo que as correntes de pico
dos diferentes processos redox aumentam com o acréscimo do numero de ciclos
(BONASTRE, A. M.; BARTLETT, P. N., 2010).

A Figura 10-A apresenta os voltamogramas dos eletrodos de ouro resultantes da
modificacdo com PANI em que diferentes nimeros de ciclos (10, 20, 30 e 40 ciclos) foram
aplicados na sintese de PANI. Pode-se identificar que o crescimento de dois pares de picos

redox em +0,46 V e +0,70 V, caracteristicos da deposi¢do de PANI sobre o eletrodo de ouro,
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é proporcional ao aumento do namero de ciclos durante o processo de formacdo dos filmes

poliméricos.

Figura 10 — A) Eletrodeposicdo de PANI a partir de 0,5 mmol L™ de anilina em 0,05 mol
L de H,SO4 no eletrodo de ouro, com velocidade de varredura de 50 mV s, variando o
namero de varreduras de deposicao de 1 a 40 ciclos; B) Dependéncia do crescimento da
corrente de picos anddicos e catddicos em relacdo ao numero de ciclos utilizados durante

0 processo de polimerizacéo de anilina até 30 ciclos.
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Fonte: Resultados da pesquisa.

Além disso, conforme relatado por COT et al (2012), o aumento das correntes de
oxidacdo com o numero de varreduras demonstra que 0 processo € autocatalitico, pois, apos a
primeira camada formada de filme na superficie do eletrodo, a polimerizacéo ocorre de forma

preferencial na direcéo vertical em cima da primeira camada depositada e ndo na superficie do
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eletrodo sem PANI (COT et al, 2012; KELLENBERGER et al, 2014). Desta forma, o nimero
de 30 ciclos foi definido como mais apropriado para a modificagdo no eletrodo de ouro por
deposicédo de filmes de PANI, pois quando se realiza a sintese com mais ciclos, o crescimento
do primeiro par de picos redox ndo € verificado ou desprezivel. Em virtude desses resultados,
a modificagdo com PANI foi definida com o eletrodo de ouro estando em contato com
solucdo 4cida de anilina 0,5 mmol L™ a uma velocidade de varredura de 50 mV s*, com
janela de potencial de 0,0 a +1,0 V no primeiro ciclo e 0,0 V a +0,8 V nos ciclos restantes,
totalizando 30 ciclos.

5.2.4 Comportamento eletroquimico do filme de PANI

A Figura 11 mostra o voltamograma ciclico caracteristico da deposi¢cdo do filme de
PANI na superficie do eletrodo de ouro em solugdo de 4cido sulfdrico 0,05 mol L™ (pH =

0,96) na auséncia de anilina e as respectivas reaces que ocorrem em cada pico apresentado.

Figura 11 — Voltametrias ciclicas para o eletrodo de ouro sem modificacdo e com PANI
em H,S0, 0,05 mol L™, v =250 mV s™ mostrando os mecanismos reacionais para os dois
pares redox presentes. EAu = eletrodo de ouro (SONG, E.; CHOI, J.W., 2013).
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A partir do voltamograma ciclico do eletrodo de ouro modificado com PANI pode-se
conferir a ocorréncia de dois processos redox distintos, indicados pela presenca de dois pares
de picos de corrente anddica e catddica. De acordo com SONG e CHOI (2013), o primeiro par
redox que aparece proximo a +0,45 V é referente a conversdo dos estados de composi¢do da
PANI da base leucoesmeraldina reduzida a esmeraldina oxidada de forma parcial, conforme
ilustrado na Figura 11. J& o segundo par redox, presente em torno de +0,70 V, é associado a
conversao do estado esmeraldina para pernigranilina totalmente oxidada (SONG, E.; CHOI, J.
W., 2013).

5.3 Deposicao eletroquimica de nanoparticulas de ouro (Au NPs)

Apesar de os filmes de PANI depositados proporcionarem interessantes propriedades
elétricas e opticas em eletrodos modificados, a PANI sofre de baixa estabilidade ciclica
devido ao inchaco e encolhimento volumeétrico e subsequente degradacdo mecanica causada
pelo processo de carga e descarga dos ions em sua estrutura (GUPTA et al, 2006; GENG et al,
2017). Devido a esse problema de estabilidade, o estudo da produgédo de compdsitos de PANI
com nanoparticulas de metais depositadas se torna uma possivel solugédo para essa dificuldade
(ZHENG et al, 2012).

Figura 12 — Voltamogramas ciclicos obtidos A) dos eletrodos de ouro modificados com
PANI e Au Nps variando o numero de varreduras de deposi¢ao do ouro de 2 e 4 ciclos
em H,S0, 0,05 mol L™ a 250 mV s™ e B) eletrodos de ouro modificados com PANI e Au
Nps na presenca de 1.10° pmol L™ de testosterona para comparativos entre o nimero de
ciclos de deposicdo do ouro; em contato com solucéo de H,SO, 0,05 mol L™, com
velocidade de varredura de 50 mV s™. Fonte: Resultados da pesquisa.
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A técnica escolhida para a formacdo de nanoparticulas neste trabalho foi a voltametria
ciclica (Fig. 12), pois segundo Goyal e colaboradores (2005), a deposicéo do ouro e nucleacdo
de particulas se da de forma uniforme na superficie do eletrodo com a aplicagdo desta técnica.
Foram preparados eletrodos com PANI para deposicdo de Au Nps com solucdo de &cido
cloro-aurico a 22% (m/V) em H,S0,4 0,05 mol L™ (pH = 0,96) com velocidade de 100 mV s,
variando o nimero de varreduras consecutivas de deposi¢do do ouro de 2 e 4 ciclos. A fim de
se determinar qual o numero ideal de ciclos para a formacdo das Au NPs produziria
caracteristicas desejadas para detec¢cdo dos analitos, preparou-se uma solucéo de testosterona
de concentracdo 1.10° pmol L™ para que os eletrodos de ouro com PANI/Au NPs fossem
testados quanto a sua capacidade de detecgdo por VC, como mostrado na Figura 12.

A formacdo de nanocompositos PANI-Au NPs no eletrodo ocorre com a redugéo de
sais do ouro pela PANI reduzida, uma vez que o complexo de ouro (AuCl,’) tém o potencial
redox menos negativo que o da PANI. O nanocomposito PANI-Au NPs é formado por um
filme do polimero recoberto com pequenos aglomerados de Au (SHEFFER et al, 2008).

A literatura relata que a deteccdo de testosterona por métodos eletroquimicos se baseia
nas medidas da magnitude das correntes de reducdo, comprovada frente a diversos estudos
sobre eletrodos (MOURA et al, 2014; XUE, Q.; KATO, D., 2013). Para a testosterona, duas
formas conjugadas estdo presentes na urina, o sulfato de testosterona e o glicuronideo de
testosterona. Justamente por isso, muitos métodos de determinacdo de testosterona, incluindo
0 de CLAE, sdo realizados ap0s a hidrolise acida do esteroide conjugado sintético em acido
sulfurico ou acido cloridrico. Logo, para a deteccdo de testosterona neste trabalho foi utilizado
0 acido sulfurico como eletrdlito de suporte nas voltametrias ciclicas (KJELD et al, 1978).
Sabendo-se dessas informacdes, atraves da Figura 12-A, pode-se observar que as correntes de
pico anddicas e catddicas no eletrodo modificado resultante aumentam com o acréscimo do
namero de ciclos durante a eletrodeposicdo de ouro, ou seja, mais nanoparticulas sao
depositadas em 4 ciclos. No entanto, analisando os voltamogramas ciclicos obtidos na
presenca de testosterona em 4cido sulfdrico 0,05 mol L™ (pH = 0,96), na Figura 12-B, um par
de picos de corrente anddica e catddica sdo evidenciados no caso do eletrodo de ouro
modificado com PANI e Au NPs com apenas 2 ciclos durante a eletrodeposi¢do de ouro em
+0,68 V e +0,28 V, respectivamente; enquanto que no caso do eletrodo modificado com 4
ciclos apresenta-se apenas um pico de reducao em +0,03 V. Isso pode ser explicado pelo fato
de que no caso do eletrodo modificado com 4 ciclos, a superficie eletrodepositada pode ter
sofrido um aumento do tamanho dos agregados de ouro de forma que a sua capacidade

eletroquimica foi diminuida, tornando o eletrodo isolado em relacdo a deteccdo de
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testosterona (OLIVEIRA et al, 2016). Portanto, a reacdo de reducdo que ocorre no eletrodo
modificado com 4 ciclos refere-se sobre a deposicdo de 6xidos de ouro e ndo da testosterona.
Um comparativo pode ser feito analisando o voltamograma do eletrodo de ouro sem nenhuma

modificagdo mostrado na Figura 13, confirmando essa suposicao.

Figura 13 — Voltamograma ciclico tipico do eletrodo de ouro sem modificagdo em H,SO,

0,05 mol L™ na auséncia de testosterona, com v =50 mV s™.
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Fonte: Resultados da pesquisa.

Assim, o nimero de ciclos definido para a eletrodeposicédo de Au NPs foi de apenas 2
ciclos, resultando no voltamograma ciclico para o eletrodo modificado com PANI e Au NPs
abaixo:

Figura 14 — VCs do eletrodo de ouro (EAu) modificado com PANI e Au NPs A) durante

(100 mV s%) e B) p6s deposicdo de NPs em H,SO,4 0,05 mol L™ a 250 mV s
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Tseng e colaboradores (2007) investigaram o0 comportamento do efeito de
transferéncia de carga em relagdo ao nitrogénio presente no nanocompdsito PANI-Au NPs,
observando as diferencas de alongamento de ligacdo das funcGes nitrogenadas amina e imina
pela espectroscopia Raman. Neste estudo concluiu-se que as nanoparticulas de ouro ligadas a
PANI fornecem uma propriedade de transferéncia de carga parecida ao processo de
protonacdo por doping na PANI em meio acido (TSENG et al, 2007).

O doping da PANI é um processo que ocorre quando a base esmeraldina da PANI
reage com acido sulfurico concentrado promovendo a substituicdo de um atomo de hidrogénio
do anel benzénico pelo grupo —SO3H na estrutura da PANI, aumentando expressivamente a
sua condutividade (BORATO, 2002).

No contexto do nanocompdsito PANI-Au NPs, as nuvens de elétrons na ligagdo C=N
do conjugado podem parcialmente se transferir para as Au NPs pelo fato de que a PANI esta
carregada negativamente de forma parcial. Dessa forma, 0s processos observados no
voltamograma resultante do eletrodo de ouro modificado com PANI e Au NPs estdo
relacionados ao efeito de transferéncia de carga da atuacdo da PANI como doador e as Au
NPs como receptores de elétrons (TSENG et al, 2007).

5.4 Caracterizacgao do eletrodo de ouro modificado com polianilina e nanoparticulas de
ouro (EAU/PANI/Au NPs)

5.4.1 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada nesta pesquisa para a obtencao de
imagens que fornecessem informacGes sobre a morfologia de superficie do eletrodo de ouro
durante as diferentes etapas do processo de modificacdo (SHAMSIPUR et al, 2015).

A Figura 15-A mostra a morfologia de superficie lisa pertencente ao eletrodo de ouro
limpo (EAu) que apos a eletropolimerizacdo da anilina se torna mais rugosa pela formacao de
um filme fino de PANI, como se observa na Figura 15-B. J& a respectiva morfologia de
superficie e distribuicdo das nanoparticulas de ouro depositadas no filme de PANI pode ser
visualizada na Figura 15-C. As nanoparticulas de ouro depositadas apresentaram um tamanho
médio de 218 nm (calculado a partir do software ImageJ, dados no Quadro 1), mostrando uma

distribuicdo homogénea na superficie do eletrodo com recobrimento quase completo.
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Figura 15 — Fotomicrografias de MEV de A) EAu limpo, B) EAu/PANI e C)
EAU/PANI/Au NPs.

Fonte: Resultados da pesquisa.

Quadro 1 — Tamanhos individuais e tamanho médio das Au NPs depositadas

NP | Comprimento | NP | Comprimento | NP | Comprimento | NP Comprimento

(nm) (nm) (nm) (nm)

1 230 9 235 17 180 25 180

2 260 10 186 18 102 26 179

3 365 11 235 19 153 27 153

4 357 12 155 20 285 28 219

5 235 13 255 21 204 29 256

6 231 14 180 22 216 30 204

7 255 15 155 23 210 Tamanho médio =

8 231 16 206 24 218 218 nm

Fonte: Adaptado a partir do software ImageJ. Obs: NP = nimero da nanoparticula observada.
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5.4.2 Atividade eletroquimica do eletrodo de ouro modificado com polianilina e

nanoparticulas de ouro (EAU/PANI/Au NPs) em diferentes velocidades de varreduras

Realizou-se VCs nos eletrodos modificados em diferentes velocidades de varredura
para um melhor entendimento do comportamento eletroquimico redox do EAu/PANI/Au NPs
(MOURA et al, 2014).

Figura 16 — Voltamogramas ciclicos do EAu/PANI/Au NPs em velocidades de
varreduras de 50 a 250 mV s™ em H,S0O,4 0,01 mol L™ (pH = 1,51) e plots das correntes

de pico anddica e catddica para analise de linearidade.
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Fonte: Resultados da pesquisa.

Verificou-se a partir dos voltamogramas ciclicos da Figura 16 que os valores de
corrente de picos anodicos e catddicos exibiram uma relagdo linear com o aumento das

velocidades de varredura de 50 a 250 mV s, com coeficientes de regressdo linear (r) de 0,994
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e 0,993, respectivamente. Aparentemente, um largo pico redox é encontrado para cada
varredura, no entanto, Feng e colaboradores (2006) relataram que esse pico é na verdade a
sobreposicao de dois processos redox que se fundem quando a PANI é submetida a condicdes
acidas, sendo o primeiro a conversdo do estado leucoesmeraldina para esmeraldina e o
segundo a conversao da esmeraldina para a pernigranilina (FENG et al, 2006).

O estudo sobre o mecanismo de transferéncia eletrénica pode ser elucidado atraves do
logaritmo dos valores de correntes de pico anédico em funcdo do logaritmo das velocidades
de varredura. Para processos do tipo adsortivo, no qual as reacdes ocorrem na superficie do
eletrodo, o coeficiente angular da equacdo da reta obtida pela relacdo dos logaritmos
apresenta valor proximo a 1. Um grafico foi construido (Figura 17) do logaritmo das correntes
de pico anodica versus logaritmo das velocidades de varreduras do eletrodo de ouro
modificado com PANI e Au NPs visando a definicdo sobre o mecanismo de transferéncia
eletrénica, sendo que o valor obtido para o coeficiente angular (0,986) confirmou que o
processo € do tipo adsortivo (HOLLER et al, 2009).

Figura 17 — Representacdo do processo de transferéncia eletronica através do logaritmo
da corrente do pico anédico (A) vs o logaritmo da velocidade de varredura (V s7).

Correntes obtidas em H,SO,4 0,01 mol L™,
-5.0

Equagio| v=a+bx
J|Adj. R-§| 0,996

Valor |Desvio
52 logipa | Intercep. | -7.31(0.05501
™ |llogipa | Inclnacdo | 0.986] 0,02719

=
B
& -5.41
-5.61 m |logipa
—— Linear Fit of log ipa
T T T T T T
1.6 1.8 2.0 22

log [velocidade de varredura]

Fonte: Resultados da pesquisa.

5.5 Curva analitica para a determinacéo de testosterona por voltametria ciclica

Apos a determinacdo das condigdes ideais e consequente caracterizagdo do eletrodo de

ouro modificado com PANI e Au NPs, realizaram-se testes adicionando diferentes volumes de
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um padréo de concentragdo 1 mmol L™ de testosterona variando a concentracdo do analito de
0,001 pmol L™ a 173 pmol L™ na célula eletroquimica com H,SO4 0,01 mol L™. A resposta
voltamétrica do eletrodo modificado em contato com a testosterona € mostrada na Figura 18.

Figura 18 — Voltamogramas ciclicos obtidos a partir do eletrodo modificado na presenca

de quantidades crescentes de testosterona em H,SO,4 0,01 mol L™ a 50 mV s,
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Fonte: Resultados da pesquisa.

O comportamento eletroquimico da testosterona foi estudado para o desenvolvimento
de um mecanismo (Figura 19) que explicasse o decréscimo nas areas de pico catddico
proximo a 0,42 V apresentadas nos voltamogramas. Conforme descrito em Moura e
colaboradores, o decréscimo na corrente de pico catodico pode ser atribuido a formacao de
um radical aniénico do grupo carbonila (C=0) e a protonacdo do radical anidnico para
converter um grupo carbonila para alcool da molécula de testosterona (MOURA et al, 2014).

Na auséncia de testosterona, o processo de transferéncia de carga se restringe as
ressonancias dos elétrons da PANI para as Au NPs, enquanto que na presenca de testosterona
a reducdo é regida por dois processos. O primeiro processo se refere a formacdo do radical
anidnico formado pela atracdo com o polo positivo induzido das Au NPs, impedindo que a
ressonancia das nuvens eletrénicas entre a PANI e as Au NPs ocorra contribuindo assim para
0 descréscimo da corrente de reducdo do primeiro par redox caracterizado anteriormente na
superficie do eletrodo modificado. Ja o segundo processo esta relacionado a protonacdo do
radical carbonila liberado pela PANI, formando um grupo alcool, que € favorecido pela

presenca de ions H* do eletrélito de suporte (acido sulfdrico).
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Figura 19 — Esquema do mecanismo proposto para deteccéo de testosterona pelo
EAuU/PANI/Au Nps em H,SO,4 0,01 mol L™ (pH = 1,51) a50 mV s,
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir dos dados de correntes de pico catodico fornecidos pela Figura 18, uma curva
de calibracdo foi construida para a determinacao de testosterona pelo eletrodo modificado.

Para a obtencdo da curva analitica, optou-se por trabalhar com a faixa de 1 nmol L* a
173 pmol L™ a fim de que o método proposto fosse aplicado como sugestdo em um possivel
teste antidoping, pois as concentracBes minimas naturais de adultos saudaveis de ambos os
sexos (0,001 e 0,01 pmol L™, para a mulher e o homem, respectivamente) se encontram nessa
faixa.

Entretanto, como é uma faixa ampla para analises, mesmo com a resposta sendo
distinguivel da concentracdo mais baixa para a mais alta, um grafico de Corrente (LA) versus
logaritmo da Concentracdo (mol L™) foi plotado (Figura 20), apresentando uma equacdo de
correlagdo ipe = 0,526.109 (Cestosterona/10®) — 4,106, com coeficiente de regressao linear (r)

igual a 0,998. O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacéo (LOQ) foram estimados
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em 0,40 nmol L™ e 1,3 nmol L™, respectivamente; e o desvio padrdo apresentou um valor de
7,07.10°.

Figura 20 — A) Voltamogramas ciclicos do EAu/PANI/Au Nps para determinacéo de
testosterona, variando as concentracdes de 1nmol L™ a 173 umol L™ em H,S0,4 0,01 mol
L*,com velocidade de varredura de 50 mV s™ e curva de calibracéo da B) Corrente de
pico catodico vs Concentracdo e C) Corrente de pico catédico vs logaritmo da
Concentracdo do EAu/PANI/Au Nps para deteccéo de testosterona.
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Fonte: Resultados da pesquisa.
5.6 Aplicacdo do eletrodo modificado em amostras de urina sintética

Para investigar a aplicabilidade do método analitico proposto simulando um ensaio
proximo a amostra real de um fluido biol6gico, o eletrodo modificado com PANI e Au NPs
foi utilizado para determinacdo de testosterona em amostras de urina sintética (pH = 5,00)
produzida em laboratério, segundo a metodologia exposta em Silva e colaboradores (2015)
(SILVA et al, 2015).

O ensaio consistiu em contaminar as amostras de urina com testosterona em
concentracdes conhecidas para verificar a recuperacdo pelo eletrodo através da técnica de
adicdo de padrdo. Os padrbes adicionados foram concentracdes naturais manipuladas de
testosterona para individuos do sexo feminino e masculino na faixa de 25-30 anos,
correspondendo a 1,3 nmol L™ e 20 nmol L™ de testosterona nas amostras de urina para 0s
respectivos sexos (MOON et al, 2014).

A determinacdo de testosterona em urina sintética também foi avaliada quanto a

influéncia do pH, ja que a curva de calibracdo do presente trabalho foi feita com acido
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sulfarico 0,01 mol L™ (pH = 1,51) como eletrélito de suporte. Acidificou-se a amostra de
urina sintética com gotas de H,SO, 0,01 mol L™ até que o pH ficasse préximo ao da solugdo
de &cido sulfurico, resultando uma solucdo de urina com pH = 1,69. A Figura 21 exibe as
respostas eletroquimicas das amostras de urina contaminada com pH = 5,00 e 1,69 em contato
com o eletrodo modificado.

Figura 21 — Voltamogramas ciclicos do eletrodo de ouro modificado com PANI e Au Nps
para determinacéo de testosterona com concentracdes feminina (1,3 nmol L™) e
masculina 20 nmol L™, no qual ( —) corresponde a solucéo de urina com pH = 5,00

e (—) a amostra de urina com pH = 1,69.
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Fonte: Resultados da pesquisa.

A partir das respostas de corrente de pico catddico dos voltamogramas pbde-se
perceber que as amostras de urina sintética natural para ambos 0S sexos apresentaram
resultados estatisticos proximos a concentracdo de testosterona adicionada (Tabela 2), com
recuperacdes de 105,4 % para feminina e 91,5 % para a masculina. Entretanto, também ¢é
possivel perceber um deslocamento do pico catddico em relacdo ao potencial, que
normalmente foi relatado em 0,40 V na solucdo de H,SO,4 0,01 mol L™, para 0,15 V na urina
feminina natural e 0,31 V para urina masculina natural. Esta mudanca de potencial pode ter
ocorréncia relacionada ao pH mais elevado do meio (pH = 5,00), no qual a PANI diminui a
sua condutividade e favorece a oxidacdo da pernigranilina para esmeraldina conforme
observado por Lange e colaboradores (2010) em um estudo sobre o comportamento do

nanocompdsito PANI-Au NPs em valores crescentes de pH (LANGE et al, 2010).
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Por outro lado, quando as amostras de urina foram acidificadas para posterior adi¢do e
quantificacdo de testosterona, as interagcdes eletroliticas com as nanoparticulas de ouro
depositadas no filme de polianilina aumentaram devido a maior condutividade da PANI em
solucBes com pH acidos, provocando contribuicGes nos valores de correntes de pico catodicos
diferentes ao esperado para as concentragdes de testosterona adicionadas.

Como ja discutido anteriormente, quanto menor a corrente de pico catédico maior a
concentracdo de testosterona no eletrodo modificado, entéo se infere que a presencga de anions
dissociados (contra-fons) que compdem a urina (SO4%; CI, PO,>, SO3") podem competir pela
atracdo gerada nas nanoparticulas de ouro e também atuar como dopantes da PANI,
acarretando em recuperacGes muito maiores do que a realidade, pois tanto os radicais
anidnicos da carbonila da molécula da testosterona quanto os &nions da urina estdo sendo
contabilizados na determinacdo (PERERA et al, 2016).

Tabela 2 — Dados de recuperacao para amostras de urina sintética com adicéo de

testosterona em diferentes concentracoes.

Testosterona Testosterona Recuperacgéo DPR
Amostra o
adicionada (nM) detectada (nM) (%) (%, n=2)
urina sintética
feminina natural 1,30 1,37 1054 14
urina sintética
3
feminina acida 1,30 43 3.10 0,5
urina sintética
masculina 20,0 1,83 915 0.8
natural
urina sintética
3 4
masculina 4cida 20,0 6.10 3.10 13

Fonte: Resultados da pesquisa.

Portanto, como é possivel observar pelos dados expostos acima, o eletrodo de ouro
modificado com PANI e Au NPs alcancou valores satisfatérios para deteccdo e determinacédo
de testosterona em urina sintética sem tratamento prévio de pH, comprovando a viabilidade da
metodologia proposta com valores de recuperacédo entre 91,5 a 105,4% referente ao analito em
estudo. O eletrodo modificado também exibiu reprodutibilidade na deteccdo de testosterona

com um desvio padrdo relativo (DPR) de 1,4% para amostra de urina sintética com
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concentracgdo feminina de testosterona, bem como 0,8% para a masculina. O eletrodo tambem
foi estocado sob refrigeracdo durante um més para avaliacdo da estabilidade e nenhuma
mudanca para respostas de voltametria ciclica foram observadas durante esse periodo. Na
Tabela 3 sé&o comparados a faixa linear e o limite de deteccdo (LOD) para sensores
eletroquimicos utilizados na determinacdo de testosterona de publicacdes anteriores e do
presente trabalho. E notavel que o eletrodo de ouro modificado com PANI e Au NPs n3o s6
possui a faixa linear mais ampla de todos os trabalhos relatados com valor de LOD préximo a
quase todos os dos sensores, mas também apresenta uma confeccdo pratica de baixo custo,
sensibilidade, reprodutibilidade e rapidez no método de analise por VC em urina sintética sem
pré-tratamento de amostra, podendo assim vir a ser uma sugestdo de método alternativo para

testes antidoping em competicoes.

Tabela 3 — Comparacéo de sensores eletroquimicos para testosterona.

Eletrodo Faixa linear LOD Referéncias
Carbono vitreo/6xido de idari
_ 2nM — 210 nM 0,10 nM Heidarimoghadam et
grafeno reduzido al. (2016)
Grafite pirolitico/nanotubos
de carbono de parede Goval et al. (2010
_ 5nM—1000nM | 2,80 nM oyal etal. (2010)
simples
Au/ MIP acrilato 0,04 nM - 0,173 nM 0,4nM Betatache et al.
(2014)

. Laczka et al. (2011
Anticorpo 0,04 nM — 34 nM 0,04 nM (2011)
Nanocorpo 0,173nM—17nM | 0,156 "M Li et al. (2016)

10 fM — 100 fM 10 fM Fourou et al. (2017)
Au/DMIP
AuU/PANI/Au NPs 1nM-173 uM 0,4 nM Este trabalho

Fonte: Adaptada de Fourou et al. (2017). Obs.: LOD = limite de detec¢do; Au = ouro; MIP = polimeros
molecularmente impressos; DMIP = polimeros molecularmente impressos de dupla camada; PANI = polianilina;

NPs = nanoparticulas
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6 CONCLUSAO

Com base na proposta deste trabalho, um eletrodo de ouro foi confeccionado em
laboratorio e modificado superficialmente pela eletrossintese de um filme fino de polianilina
seguida da eletrodeposicdo de nanoparticulas de ouro por meio da técnica de Voltametria
Ciclica, visando o0 uso como sensor eletroquimico para deteccao de testosterona.

O eletrodo resultante das modificacbes foi caracterizado por voltametria ciclica,
apresentando dois processos redox nos voltamogramas em torno de 0,4 a 0,7 V que foram
elucidados através de um mecanismo proposto. A microscopia eletrdnica de varredura
também possibilitou comprovar a visualizacdo das diferentes etapas de modificacdo do
eletrodo, sendo assim possivel observar o recobrimento da superficie pelo filme de polianilina
e as nanoparticulas de ouro esféricas depositadas de aproximadamente 218 nm de tamanho,
distribuidas de forma homogénea na superficie do eletrodo.

Apos a otimizagdo dos parametros experimentais do eletrodo modificado, as melhores
condicdes experimentais para determinacdo de testosterona foram selecionadas em acido
sulfurico com medidas de voltametria ciclica em potencial controlado de 0,0 a 0,8 V vs
Ag/AgCI e velocidade de varredura igual a 50 mV s™*. Os voltamogramas do eletrodo
modificado em contato com a testosterona apresentaram dois picos de oxidacdo e reducéo que
se mostraram processos adsortivos quase-reversiveis, no entanto se escolheu utilizar o
primeiro pico de reducdo na quantificacdo do analito por ser mais evidente a linearidade na
faixa entre 1 nmol L™ e 173 umol L™. O limite de deteccdo obtido foi de 0,4 nmol L™,
enquanto que o de quantificacdo foi de 1,3 nmol L™, valores préximos ou menores que 0s
relatados na literatura para determinacdo de testosterona.

Por fim, o estudo para determinacdo de testosterona em amostras de urina sintética
com concentracdes conhecidas do analito foi realizado, apresentando recuperaces pelo
eletrodo com exatiddo entre 91,5 a 105,4% e precisdo de 1,4 a 0,8%.

Feitas estas consideracGes, o eletrodo de ouro modificado com polianilina e
nanoparticulas de ouro foi produzido de forma menos complexa que a maioria das
modificacdes de eletrodos encontradas na literatura, apresentando vantagens importantes
como a pequena quantidade de reagentes utilizados, a facil execucdo e rapidez dos
experimentos, baixo custo, sensibilidade, reprodutibilidade e sem necessidade de tratamento
prévio em relacdo aos testes de urina sintética, configurando-se como um sensor
eletroquimico que pode vir a ser utilizado como sugestdo de método alternativo em testes

antidoping de competicdes.
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