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DUARTE,Eduardo Henrique. Desenvolvimento de um método voltamétrico para
a determinacdo simultanea de paracetamol e 4cido ascérbico na presenca de
surfactante catiébnico empregando eletrodo de pasta de nanotubo de carbono.
2013. 72 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

Neste trabalho um eletrodo de pasta de nanotubo de carbono (NTC) foi utilizado
para a determinagdo simultdnea de paracetamol (PAR) e acido ascorbico (AA)
utilizando voltametria de pulso diferencial e na presenca do surfactante catidénico
(brometo de cetilpiridinio, CPB). Medidas realizadas por voltametria ciclica em pH
7,0 (tampao fosfato 0,1 mol L) utilizando eletrodo de carbono vitreo, bem como o
eletrodo de pasta de nanotubo de carbono revelaram sobreposicdo dos picos de
oxidacdo de AA e PAR. Por outro lado, as medidas realizadas na presenca de CPB
0,3 mmol L' promoveram um aumento acentuado nas correntes de pico anddico (/ps)
para PAR e AA além da satisfatoria separagdo dos picos de oxidacao (Eps) de 350
mV, especialmente para o eletrodo de pasta de nanotubo de carbono. A influéncia
do pH nos valores de E,, PAR mostrou que o numero de elétrons e H" que
participam do processo de oxidagdo é o mesmo. Por outro lado, para o AA a relagao
obtida e/H" foi de 2:1. A relagdo linear Iy, vs v mostrou que o processo de
oxidagcdo de ambos, AA e PAR, é controlado por um processo difusional. Os
parametros analiticos da voltametria de pulso diferencial (tempo de modulacdo de
4,5 ms, amplitude de pulso de 104,7 mV e velocidade de varredura de 100 mV s™)
foram otimizadas por meio de planejamento fatorial empregando multi-respostas. O
método desenvolvido apresentou faixa linear de 100,0 ymol L™ a 700,0 umol L™ e
39,4 uymol L' a 146,3 pmol L™ respectivamente para AA e PAR. Foram obtidos
limites de detecgdo de 7,11 pmol L™ para AA e 2,1 ymol L™ para PAR. A presenca
de acido urico, cafeina, glicose, uréia e 2-nitrofenol em concentragdes até 10 vezes
de PAR e AA nao interferiu na determinacao individual e simultdnea dos farmacos. A
precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade, rendendo desvio
padrao relativo (DPR) para n=10 de 1,4% e 1,0% para AA nas concentragdes de
30,0 e 300,0 pumolL™, respectivamente, e 1,9% e 1,3% para PAR nas
concentracdes de 10,0 e 120,0 pmol L™". O método desenvolvido foi aplicado em
formulagbes comerciais, cuja exatiddo foi atestada pela anélise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) como técnica de referéncia (teste t-pareado com
95% de confianga).

Palavras-chave: Sensor voltamétrico. Formulagdo farmacéutica. Surfactante
catidnico. Acido ascorbico. Paracetamol. Otimizagdo multi-
resposta



DUARTE, Eduardo Henrique. Development of a voltammetric method for the
simultaneous determination of paracetamol and ascorbic acid in the presence
of cationic surfactant employing carbon nanotube paste electrode. 2013. 72 p.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2013.

ABSTRACT

In this work a carbon nanotube paste electrode (CNT) was used for the simultaneous
determination of paracetamol (PAR) and ascorbic acid (AA) using differential pulse
voltammetry in the presence of cationic surfactant (cetylpyridinium bromide, CPB).
Measurements carried out by cyclic voltammetry at pH 7.0 (0.1 mol L™ phosphate
buffer) using glassy carbon electrode, as well as the carbon nanotube electrode
paste revealed overlapping of the oxidation peaks of AA and PAR. On the other
hand, the measurements carried out in the presence of 0.3 mmol L' CPB promoted a
marked increase in the anodic peak currents (/,5) for PAR and AA, as well as a
satisfactory separation of oxidation peaks (E,s) of 350 mV, mainly for the carbon
nanotube electrode paste. The influence of pH on the Ep, values for AA and PAR
shows that the number of electrons and H* that participate of the oxidation process is
the same. On the other hand, for the AA the relationship e7/H" achieved was 2:1. The
linear relationship /55 vs v showed that oxidation process for both, AA and PAR, is
controlled by a difusional process. The analytical parameters of differential pulse
voltammetry (modulation time of 4.5 ms, pulse amplitude of 104.7 mV and scan rate
of 100 mV s') were optimized by means of factorial design employing multi-
responses. The developed method showed linear range from 100.0 pmol L to 700,0
umol L™ and 39.4 umol L to 146.3 pmol L, respectively, for AA and PAR. It was
obtained limits of detection of 7.11 ymol L™ for AA and 2,1 pmol L™ for PAR. The
presence of uric acid, caffeine, glucose, urea and 2-nitrophenol in 10-fold more
concentrated did not interfere in the individual and simultaneous of drugs. The
precision of method was assessed in terms of repeatability, yielding relative standard
deviation (RSD) for n=10 of 1.4% and 1.0% for AA at 30.0 e 3000 umol L™
concentrations, respectively, and 1.9% and 1.3% for PAR at 10.0 e 120.0 pymol L™,
The developed method was applied in commercial formulations, whose accuracy was
attested by high performance liquid chromatography (HPLC) as reference technique
(paired t-test with 95% of confidence).

Keywords: Voltammetric sensor. Pharmaceutical formulation. Cationic surfactant.
Ascorbic Acid. Paracetamol. Multi-response optimization.
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1 INTRODUCAO

O paracetamol (PAR) ou n-acetil-p-aminofenol € um farmaco muito
importante dentro da industria farmacolégica, principalmente encontrada em
antipiréticos ou analgésicos, para dores moderadas como dor de cabecga, dores nas
costas, artrite e pds-operatoério. Este medicamento pode servir como alternativa para
pacientes que ndo podem usar a aspirina [1,2]. Quando ingerido em altas doses
pode causar o acumulo de metabdlitos téxicos causando assim nefrotoxidade que
em alguns casos é associado com insuficiéncia renal [3].

O &acido ascérbico (AA) ou mais conhecido como vitamina C, € um
medicamento soluvel em agua e indicado em casos de gripe, entretanto é eficaz em
tratamentos de doengas como Alzheimer, arterosclerose, cancer, entre outras. Assim
sendo, a presenga desta substancia para o ser humano é fundamental e a sua
auséncia pode causar danos, como a sindrome conhecida de escorbuto [4]. Essas
duas substancias encontram-se associadas em alguns medicamentos. O uso de
acido ascoérbico em formulagdes farmacéuticas associado com paracetamol tem
papel complementar na agcao do analgésico reduzindo sua toxicidade no figado,
justificando a dosagem destes dois compostos em medicamentos [5].

Sendo assim, a determinacdo simultanea de PAR e AA para o
controle de qualidade em formulacdes farmacéuticas € muito importante, que pode
ser realizada com sucesso por meio da cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) [6-7]. Porém, tendo em vista os relativos altos custos de aquisicdo e
manutengdo da técnica cromatografica supracitada, métodos eletroquimicos, por
serem menos onerosos € por apresentarem sensibilidade satisfatéria, podem ser
utilizados com sucesso na determinagao simultdnea de farmacos. No entanto, a
determinacdo de AA e PAR em eletrodos a base de carbono ndo modificado
(carbono vitreo e pasta de grafite), ou metalico (Hg, Au, Pt) é impossibilitada devido
a falta de seletividade, obtendo uma sobreposicao dos picos de oxidagdo. Assim
sendo, algumas abordagens incluindo modificacdo de superficie de eletrodos ou
emprego de novos materiais eletrédicos vém sendo desenvolvidas a fim de
solucionar este problema.

Os trabalhos como o poli (3-metiltiofeno) / paladio sub-micro-
modificado [8], o eletrodo de ouro modificado com nanoparticulas de 1,6-hexaneditiol

com brometo de tetraoctilaménio [9] e nanoparticulas de paladio (Pdnano) €m poli(n-
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metilpirrole)(PMPy) revestido em pelicula no eletrodo de platina (Pt) [10], sao
exemplos de modificacdo de superficies de eletrodos. A deteccdo por amperometria
de multiplos pulsos através de um eletrodo de diamante dopado de boro, também
tem sido investigada para a determinagao simultdnea de AA e PAR [11,12]. O uso de
sensores eletroquimicos baseados em nanotubos de carbono (NTC) tem sido
bastante intensificado para determinagao de espécies eletroativas [13,14], devido a
sua habilidade em promover a reagao de transferéncia de elétron com alto efeito
eletrocatalitico quando usado como materiais eletrodicos [15,16]. Além disso, o
comportamento eletroquimico em termos de sensibilidade e seletividade destes
sensores, utilizados na forma de pastas de nanotubos de carbono, ou dispersos
sobre superficies de platina, ouro ou carbono vitreo, pode ser melhorado por meio
de procedimentos que envolvam a modificagdo quimica da superficie dos NTC.

Shahrorokhian e Asadian estudaram a determinagao simultanea de
AA e PAR em farmacos e amostras de plasma utilizando eletrodo de nanotubo de
carbono modificado com Tionina. As medidas foram feitas em pH 4,0, observando-se
uma separagao dos picos de oxidagao (~ 303 mV) [17].

Em outro estudo foi desenvolvido um eletrodo de pasta de
nanotubos de carbono multiparedes modificado com n-(3,4-nihidroxifenetil)-3,5-
dinitrobenzamida e usado como eletrocatalisador para oxidagdao de AA, PAR e
triptofano (TP) em pH 7,0 [18]. S&do reportados também eletrodos de carbono vitreo
modificado com nanotubos multiparedes dispersos em polihistidina [19], e nanotubos
de carbono multiparedes covalentemente modificado com polimero redox baseado
em Osmio [20] para determinacdo simultanea de PAR e AA.

No presente trabalho, propde-se o desenvolvimento de um método
voltamétrico basedo em pasta de nanotubo de carbono multiparedes sem qualquer
modificagdo quimica visando a determinacdo simultdnea de PAR e AA em
formulagdes farmacéuticas. O método aqui desenvolvido € uma alternativa simples e
de baixo custo comparada aos métodos acima citados, principalmente por conferir a
confeccdo simples do eletrodo e por fazer uso de medidas na presenca de
surfactante, o qual promove melhorias significativas na seletividade e sensibilidade
das analises eletroquimicas [21,22]. Cabe salientar ainda o ineditismo do trabalho,
tendo em vista que o efeito sinérgico de surfactantes catibnicos com eletrodos de
pasta de nanotubo de carbono ainda nédo foi investigado para determinagao

simultdnea de PAR e AA em amostras farmacéuticas.



16

Por fim, no trabalho a énfase também foi dada a otimizacao
multivariada por meio de planejamento fatorial e fungcdo de desejabilidade baseadas
em multi-resposta. Este tipo de otimizagdo multivarida apresenta vantagens sobre as
técnicas univariadas, uma vez que diminui o numero de experimentos, tempo de
analise, permite avaliar os efeitos de interagdes entre os fatores estudados. Ja a
funcdo de desejabilidade baseada em multi-resposta permite otimizar de forma
adequada um método quando mais de uma resposta € analisada, sendo, portanto,

de grande importancia em determinagdes simultaneas [23].
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PARACETAMOL

O paracetamol ou n-acetil-p-aminofenol € um amida aromatico
acilado (Figura 1) muito importante dentro da industria farmacolégica, sendo um
analgésico ou antipirético para alivio de dor e febre, recomendado para adultos e
criangas. Este medicamento € o segundo mais usado em todo o mundo, ficando
atras apenas do acido acetilsalicilico, introduzido na medicina por Von Mering em
1983 [24,25], servindo como alternativa para pacientes que ndo podem consumir

medicamentos como a aspirina [26-27].

Figura 1 — Estrututa molecular do paracetamol
H
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Produtos contendo este farmaco na bula é indicado para pacientes
que apresentam dores leves a moderadas, incluindo dor de cabeca, ferimentos leves
e dores cotidianas apresentadas habitualmente, além de ser um farmaco bastante
eficaz em casos de febres, artrite e pds-operatorio [28-29]. Este importante farmaco
€ um acido fraco que possui pKa de 9,5 obtendo a capacidade de ser absorvido e
distribuido rapidamente pelo corpo, passando por glicuronidagdo e sulfatacdo em
metabdlitos inativos que sao eliminados pela urina [30].

Quando ingerido em altas doses pode causar o acumulo de
metabalitos toxicos podendo causar nefrotoxidade que em alguns casos é associado
com insuficiéncia renal. Essa toxicidade hepatica é resultado do metabolito toxico
produzido no figado pelo citocromo P-450. A enzima CYP2E1 presente no figado é
responsavel pelo metabolismo do paracetamol, que quando ingerido com alcool
pode aumentar essa toxicidade, pois este tem o papel de induzir essa enzima [31].

O desenvolvimento de técnicas eficientes € utilizado para a
determinagao de paracetamol, seja ele na forma pura, formulagdo, combinagdo com

outras substancias ou até mesmo em amostras biolégicas. Dentre as técnicas
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utilizadas estao a titulacao [32], espectrofotometria [33,34], quimiluminescéncia [35],
cromatografia [36], entre outros.

Apesar da Farmacopéia Americana e a A.O.A.C (Association of
Official Analytical Chemists) recomendar o uso de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e espectrofotometria [37], pode-se observar um amplo numero de
trabalhos empregando métodos eletroanaliticos para a determinagao deste analito.
Oliveira et al. (2010) [38] desenvolveram um sensor baseado na modificagdo de
eletrodo de carbono vitreo com tetrapiridinoporfirazina (FeTPyPz) na presenca de
DMF (dimetilformamida) e Nafion® [38]. O eletrodo modificado apresentou
propriedades cataliticas na oxidagao do paracetamol e foi empregado em sistemas
de analise por injecao em fluxo para a determinanagao do farmaco.

Em outro trabalho, foi empregada a técnica de voltametria de
redissolugcdo adsortiva para determinacdo de paracetamol fazendo uso de
nanotubos de carbono multicamadas modificados na superficie do eletrodo de grafite
pirolitico [39]. A determinagao eletroquimica direta de paracetamol em plasma foi
reportada por Christie et al.(1993) [40], utilizando a técnica de permeacéo seletiva
em membrana de acetato de celulose e policarbonato tratado com dimetilclorosilano.

Outra metodologia foi reportada para a determinagdo de
paracetamol, efetuando a modificacdo de cristal piezelétrico de quartzo com MIPs
(Polimeros Molecularmente Impressos) a fim de analisar o farmaco em amostras
reais, tal como o soro humano e a urina [41] . A determinacdo voltamétrica de
paracetamol na presencga de outros farmacos, tais como norepinefrina, acido félico,
dopamina, epinefrina e acido ascoérbico também ¢é estudada em formulacdes
simultaneas [42,43]. Nestes trabalhos, foram empregados eletrodos baseados em
nanoclusters de paladio eletrodepositado em eletrodo de platina modificado com

filme de poliuretano, bem como eletrodos de carbono mesoporoso.

2.2  Acibo ASCORBICO

O acido ascérbico ou popularmente conhecido como vitamina C
(Figura 2), € um importante composto para os seres vivos, podendo ser encontrado
em frutas citricas, em produtos horticolas [44,45] e nos vegetais (brécolis, tomate,
repolho e batatas), demonstrando ser um antioxidante, que auxilia na desintoxicagao

e na melhora da obsor¢ao do ferro, além de também desempenhar um importante



19

papel no corpo, como o radical livre limpador, que contribui a prevengao de radicais

livres, causadores de doengas induzidas, como a de Parkinson e o cancer [46].

Figura 2 — Estrutura molecular do acido ascorbico.
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Concentracdes inferiores a 1,2 mg L™ no organismo humano pode
indicar diagnostico de sindrome de ascorbuto [47-48]. Assim, a ingestdo via
formulagdes farmacéuticas € necessaria para suprir a falta do farmaco em alimentos.
O acido ascoérbico tem grande importédncia comercial em farmacos antigripais
efervecente e associado com outros analitos. Este acido possui um pka de 4,2 e em
meio aquoso no pH fisiolégico como qualquer outro acido, essa molécula se ioniza
liberando um préton, tendo a forma oxidada chamada de ascorbato [49]. Dados
mostram que o acido ascoérbico pode ser recomendado para prevencao e tratamento
de doenca mental, cancer, infertilidade e em alguns casos em manifestagdes do
virus HIV [50].

Na literatura sdo reportados métodos espectroanaliticos [51,52] e
cromatograficos [53] para determinagdo de acido ascorbico em formulagéo
farmacéutica, associado a outros medicamentos.

Em relagédo as técnicas eletroanaliticas, varios trabalhos podem ser
encontrados na literatura visando a determinagcao de acido ascérbico isoladamente
ou na presenca de outros farmacos. Recentemente Wu et al. (2012) [54] utilizaram
eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de paladio em 6xido de
grafeno (PdNPs-GO) para determinagdo de AA em comprimidos de vitamina C. Em
outros casos de determinacdao de AA, foram utilizados como eletrodo de trabalho,
pasta de carbono dopado com grafeno [55], filme de 6xido de nedbio imobilizado em
silica na superficie de um eletrodo ceramico de carbono SiO,/C/Nb,Os [56], eletrodo
de carbono vitreo modificado com (PVP/Mo(CN)s*") [57], entre outros.

A determinagao de AA concomitante com outros farmacos também
foi estudada, utilizando eletrodo de grafeno dopado com nitrogénio, que consiste em

uma mistura de oxido de grafeno com melamina, para a determinagcdo de analitos
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como a acido ascorbico, dopamina e acido urico [58]. Eletrodos de carbono vitreo
modificados com uma fina pelicula de politiramina (Pty) sdo reportados para

determinagao de acido ascoérbico e dopamina [59].
2.3 PARACETAMOL E ACIDO ASCORBICO

Algumas formulagbes farmacéuticas possuem associagdo de
paracetamol e acido ascoérbico, pois o uso deste ultimo farmaco tem papel
complementar na agado do analgésica do paracetamol, bem como permite reduzir a
toxicidade do analgésico no figado, justificando a dosagem destes dois farmacos em
medimamentos [5].

Devido a importadncia dos farmacos supracitados, pesquisadores
vém abordando o desenvolvido de métodos analiticos para um controle de qualidade
em farmacos comerciais, utilizando HPLC [60], métodos espectrofotométricos [61],
eletroforese, entre outros. Métodos eletroquimicos podem ser alternativos para a
determinacao destes farmacos, pois apresentam relativamente, baixo custo de
aquisicao e manutencao.

No entanto, a determinagao simultdnea de PAR e AA em eletrodos a
base de carbono (carbono vitreo ou pasta de grafite) e eletrodos de ouro e platina,
nao é possivel devido a sobreposi¢ao dos picos de oxidagao. Desta forma, estudos
visando a modificagdes dos eletrodos supracitados tém sido estudados ao longo dos
anos, seja em formulagbes contendo paracetamol e acido &ascorbico, ou
concomitante com outros analitos.

Atta & EI-Kady (2009) desenvolveram um sensor voltamétrico
baseado na modificagdo de platina com polimero condutor poli(3-metiltiofeno) [8].
Neste trabalho, foi possivel determinar simultaneamente, em meio acido (0,1 mol L™
de H,SO,), paracetamol, hidroquinona, acido ascérbico e dopamina por voltametria
de pulso diferencial. Apesar do potencial de separagcdo dos picos de oxidacdo dos
analitos, os autores ndo efetuaram a validacdo do método em amostras reais e,
tampouco, determinam os parametros analiticos, tais como faixa linear e limite de
detecgao do método.

Santhosh et al. (2009) [9] determinaram PAR e AA utilizando um
eletrodo de Au (ouro) modificado com 1,6-hexaneditiol (HDT) contendo brometo de

tetraoctilaménio (TOAB-AuNPs). Em pH 7,0 o eletrodo foi capaz de determinar
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simultaneamente PAR e AA com AE de 210 mV. O método foi aplicado em plasma
humano e em medicamentos contendo PAR.

Em outra pesquisa estudou-se o uso do eletrodo de carbono vitreo
revestido com niquel magnético (C-Ni/GCE) na determinagédo de PAR na presenga
de AA e dopamina [62]. Em outro trabalho, através da voltametria de pulso
diferencial, foi determinado PAR e AA em formulagdes farmacéuticas e amostras
bioldgicas, utilizando um eletrodo de nanotubo de carbono cerédmico (SWCNT/CCE)
[63].

A determinacdo de acido ascorbico, paracetamol e triptofano foi
ivestigada no trabalho de Keyvanfard et al. (2013) [64], através da voltameria de
onda quadra utilizando eletrodo de pasta de carbono modificado com nanotubo de
carbono multicamadas na presenga do mediador 3,4-acido diidroxicinamico (3,4-

DHCA) sendo aplicado em farmacos, sucos, frutas e em amostras de urina.

2.4 NANOTUBOS DE CARBONO

A descoberta dos nanotubos de carbonos em 1991 [65] teve um
grande impacto na tecnologia e na ciéncia, em relagdo ao campo das ciéncias
eletroquimicas, havendo um aumento de pesquisas em metodologias para
determinacao de diversos analitos, pela vantagem destes materiais apresentarem
resisténcia mecanica, quimica, flexibilidade e resisténcia a ruptura quando dobrados
ou torcidos e, principalmente, do ponto de vista eletroquimico, alta condutividade,
devido o arranjo hexagonal de atomos de carbono sp?.

Os NTC podem ser classificados em varios grupos, dentre eles dois
tipos de grupos, os nanotubos de carbono de parede simples (SWCNTs) ou
nanotubos de carbono multicamadas (MWCNTSs) [66].

Os SWCNTs sdo compostos por um unico tubo ou lamina de
carbono (Figura 3.A), ja os MWCNTs sao formados por varios cilindros de carbono
concéntricos, ou seja, de varias camadas (Figura 3.E) e infinitas possibilidades das
moléculas de carbono (Figuras 3. B-D), podendo assim apresentar propriedades

fisicas distintas [67].
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Figura3 - Esquema de reprsentacao estrutural, (A) SWCNTs, (B,C-D) diversas
formas de estrututas do grafeno dobrado e (E) MWCNTs [66].
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Merkogi (2006) [67] e Rivas et al. [68] realizaram revisdes
exaustivas sobre o emprego dos nanotubos de carbono em diferentes seguimentos
das ciéncias analiticas, enfocando desde aplicacdes em técnicas de extracdo e no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Como ja mencionado, os nanotubos
de carbono denominados como “materiais do seculo 21” proporcionam propriedades
mecanicas, térmicas e elétricas intrigantes, e além disso observa-se uma grande
area superficial, obtendo assim um comportamento eletrébnico de semicondutor ou
condutor, o que consequentemente acarreta em uma maior facilidade na
transferéncia de elétrons em sensores eletroquimicos.

Sensores eletroquimicos baseados em nanotubos de carbono
podem ser preparados mediante a confec¢gdo na forma de pastas com aglutinantes
[69]. No estudo realizado por Abbar et al. (2012) [70], os autuores desenvolveram
um eletrodo de nanotubos de carbono/parafina 2:7(m/m) para determinagcdo de
pentoxifilina, encontrado em farmacos hemorreolégicos. Além deste método de
preparo, os NTC podem ser dispersos em surperficies eletrddicas, tais como ouro ou

carbono vitreo.
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2.5 PROPRIEDADES E APLICACAO DE SURFACTANTES EM MEDIDAS ELETROQUIMICAS

Uma alternativa ambientalmente amigavel para melhorias no
desempenho dos sensores baseados em NTC refere-se ao uso de surfactantes nas
medidas eletroquimicas. Surfactantes sdo compostos anfifilicos baseados em uma
cadeia longa de hidrocarbonetos (cauda) e a parte polar (cabeca), podendo ser ndo-
iGnico, catibnico, anibnico e anfotero. Os surfactantes catidnicos utilizado neste
trabalho consiste em geral a formula R,X'Y", onde R representa uma ou mais
cadeias hidrofébicas, X € um elemento capaz de formar uma estrutura catiénica e Y
€ um contra ion [71]. As moléculas de surfactante quando estdo acima da
concentragdo micelar critica (CMC) se reorganizam formando micelas [72], no
entanto quando estdo abaixo do CMC, ficam como monomeros n&o organizados.

Na Figura 4 € mostrada a representagao de um sensor de NTC na
presenca de surfactante catibnico [73], revelando a maneira como o surfactante
pode ser adsorvido na superficie do eletrodo. A eficiéncia dos surfactantes catibnicos
em medidas eletroquimicas fundamenta-se pelo aumento na transferéncia eletrénica
do analito na superficie eletrodica. Isto ocorre por conta da forte atragcao eletrostatica
do analito em sua forma ionizada aniénica com o surfactante catidnico. O resultado
da atracdo eletrostatica € um aumento das correntes de pico e melhorias na
seletividade, pois o potenciais de oxidacdo/reducdo sao deslocados para valores
mais proximos de zero. Os aglutinantes comumentes utilizados na confecgédo de

eletrodos de pasta de NTC constituem o éleo mineral ou a parafina.

Figura4 — Representagao esquematica de um eletrodo de pasta de NTC com
surfactante catidnico adsorvido na superficie.
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A aplicagdo dos surfactantes ndo tem sido restrita apenas em
analises eletroanaliticas, mas também em outras aplicagdes eletroquimica, tais
como galvanoplastia, corrosao em células de combustivel e eletrocatalise [74].

Um exemplo de aplicacdo de surfactantes catidnicos em
eletroanalitica visando melhoria em sensibilidade e seletividade foi reportado por
Dos Reis et al. (2008) [22]. Neste trabalho, foi empregado o surfactante cloreto de
cetilpiridinio (CPC) com intuito de permitir a separagdo dos picos de oxidagédo de
acido ascorbico e acido urico, utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial
e eletrodo de carbono vitreo.

Em outro trabalho, pode-se observar a aplicagao de um eletrodo de
carbono vitreo modificado com MWCNT, cujas medidas por voltametria ciclica, pulso
diferencial e onda quadrada para determinagcdo do farmaco gemifloxacino foram
feitas na presenca do surfactante CTAB e outros agentes tensoativos como SDS
(dodecil sulfato de sddio) e teewn-20 [75]. O efeito do surfactante CTAB na corrente
de pico do farmaco foi superior em relagao aos outros tensoativos. No entanto, cabe
salientar que o procedimento de dispersao do NTC sobre a superficie do eletrodo de
carbono vitreo € pouco reprodutiva. A utilizacdo de surfactantes catidbnicos também
pode ser encontradas em determinagdes eletroanaliticas de isoflavonas [76],
nitroprussiato de sodio [77] na presenca de CTAB, acido ascoérbico e dopamina na
presenca de CPC [78], e serotonina na presenca de CTAC e CPC [ 79].

Pode-se observar também que surfactantes n&o ibnicos como o
Tween 20, tem promovido melhorias em termos de sensibilidade na determinagao
eletroquimica por voltametria de onda quadrada de antacapona, uma droga utilizada
no tratamento da doencga de Parkinson [80].

Surfactantes aniénicos também podem ser explorados em medidas
eletroanaliticas, como foi abordado no trabalho de Atta et al. (2007) [74]. Foi
observado que a sensibilidade na determinagao do anti-hipertensivo terazozina, por
voltametria linear e de pulso diferencial, foi substancialmente aumentada na
presenca de dodecil sulfato de sédico (SDS), em detrimento as medidas feitas em
CTAB.
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2.6 VOLTAMETRIA CiCLICA

A voltametria ciclica tem um importante papel nos trabalhos
eletroanaliticos, pois &€ uma técnica que permite fornecer um diagnéstico sobre o
processo de oxidagao e reducao que ocorre do analito a ser estudado, além de
averiguar o processo de transferéncia de elétron e adsorgdo na superficie do
eletrodo. A resposta de corrente para um pequeno eletrodo em repouso € obtida em
funcdo de um sinal de excitagao na forma triangular como observado na Figura 5
[84].

Figura 5 — Potencial vs Tempo, sinal de excitacdo da voltametria ciclica.
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Fonte: Wang,J (2000, p. 29).

Como pode ser observado na Figura 5, o tridngulo é formado pelo
potencial inicial até o final, e esta variagcdo pode comecar tanto de um valor positivo
quanto negativo, da mesma forma que o numero de ciclos é escolhido a partir do
interesse de cada analise. Pode-se observar também que na voltametria ciclica
existe uma varredura direta e uma reversa, e isto ocorre de acordo com a velocidade
escolhida dadaem V s™.

A partir da equacao de Randles- Sevick, sob 25° C dada por:
iy=2,69x10°n*?AcD"?v""2 (1)

onde i, é a corrente de pico (A), A é a area do eletrodo (cm?), ¢ é a concentracdo
(mol/cm®) e v é a velocidade de varredura (V s™), pode-se mostrar que a corrente de

pico é diretamente proporcional a concentragao do analito [81].
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Na Figura 6, observa-se uma resposta para um par redox de uma

reacao reversivel em um unico ciclo de varredura de O + né — R.

Figura 6 — Representacao voltamétrica de um processo reversivel.
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Fonte: Wang,J (2000, p. 29).

Na varredura “scan direto” considera-se que somente a espécie
oxidada (O) esta presente na reacdo, sendo assim nessa varredura (direcéo
negativa), comegcando em um valor onde nao ocorre a reducgdo, conforme a
varredura do ciclo se aproxima do potencial padréo (E°) caracteristico para o
processo redox, a corrente catddica € aumentada, até que o pico seja visualizado.
No ciclo reverso (sentido positivo), as moléculas de espécies reduzidas em R
(geradas no meio ciclo inicial e acumuladas a superficie) sao reoxidadas novamente
em O resultando em um pico de oxidagao anddico [82].

2.7 VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

A voltametria de pulso foi introduzida na ciéncia por Barker e Jenkin,
que pretendiam reduzir o limite de deteccdo das medidas voltamétricas pela
substancial diferenca entre as correntes faradaicas e nao faradaicas, permitindo

assim que tais técnicas obtivessem um valor de limite de quantificagao abaixo de 10
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® mol L™ [82]. Com o desenvolvimento de uma ferramenta instrumental, a voltametria
de pulso diferencial possibilitou medidas de correntes e aplicagées de potencial em
intervalos de pequenos tempos, demonstrando ser uma técnica extremamente util
para a medicdo de espécies organicas e inorganicas, em diferentes composig¢des de
matriz.

Essa técnica consiste em dois sinais mais comuns de excitagao
utilizados em instrumentos comerciais de voltametria de pulso diferencial (Figura 7),
onde o primeiro (Figura 7A) é utilizado em instrumentos analdgicos, que € obtido
pela sobreposicdo de um pulso periddico sobre uma rampa linear. Ja em
instrumentos digitais, a exitacdo do sinal € obtida como a soma de um pulso sobre
uma rampa de potencial na forma de escada, onde assim, um pequeno pulso,
tipicamente de 50 mV, é aplicado durante os ultimos 50 ms do periodo de tempo de

cada degrau do sinal de excitagao [81] (Figura 7B).

Figura 7 — Representacgao de sinais de excitagdo em voltametria de pulso
diferencial.
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Fonte: Holler, F. J (2009, p. 757)

Sendo assim, observa-se na Figura 7, que dois valores de corrente
sdo obtidos Si1 e Sy, antes da aplicagcdo do pulso e antes do fim do pulso
respectivamente, onde essa diferenga de corrente por pulso (Ai) € registrado em
funcdo do aumento linear do potencial de excitacdo. A curva diferencial resultante
consiste em picos (Ai vs potencial) conforme demonstrado na Figura 8, onde a
intensidade da corrente (altura) & proporcional a concentragdo do analito na célula

eletroquimica.
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Figura 8 — Representacao de um voltamograma de pulso diferencial.
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Dois fatos pronunciam a maior sensibilidade para a voltametria de
pulso em relagdo a voltametria classica, o primeiro esta relacionado ao aumento da
corrente faradaica, e o segundo é a diminuigdo da corrente de carga (nao faradaica).
Isso pode ser compreendido ao se considerar 0s processos que ocorrem na
superficie do eletrodo quando o potencial é subitamente aumentado em 50 mV. Se
uma espécie eletroativa esta presente nesta camada, havera um rapido aumento no
valor da corrente, reduzindo assim o valor da concentragdo do reagente em fungéo
do potencial aplicado. Sendo assim, conforme a concentragéo se aproxima do valor
de equilibrio, a corrente diminui para um valor determinado pela difusdo. Assim, a
um determinado potencial aplicado sera sempre observado um aumento rapido no

valor da corrente idéntica a cada pulso de potencial [81].

2.8 OTIMIZACAO MULTIVARIADA E FUNCAO DE DESEJABILIDADE

Os fatores que influenciam no desempenho de métodos
eletroanaliticos explorando determinagdes simultdneas, bem como cromatograficos,
devem ser otimizados em fungcdo do comportamento simultdneo dos analitos em
estudo. Desta forma, planejamentos fatoriais associados com multi-resposta
empregando funcdo de desejabilidade s&o ferramentas quimiométricas essenciais
para a correta otimizagdo dos métodos supracitados.

A otimizagdo multivariada avalia simultdneamente todos os fatores
selecionados levando em consideracdo também suas interacdes, além de exigir
menor numero de experimentos, menor tempo de execucdo e consequentemente

menor consumo de reagentes. Em geral, na otimizagcdo multivariada aplica-se
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primeiramente um planejamento fatorial e num segundo passo, utiliza-se de
planejamentos mais complexos, como a metodologia de superficie de resposta, para
obter a fungdo matematica entre os fatores significantes e a resposta analitica, a
partir da qual é possivel calcular a condicdo 6tima [83].

As fungdes de desejabilidade (do inglés, desirability) apresentadas
por Derringer e  Suich (1980), propde uma ferramenta  para
otimizagao de experimentos multi-resposta [84]. Com o intuito de obter um resultado
global, a desejabilidade global é obtida a partir de respostas individuais. De um
modo geral esta ferramenta consiste em primeiramente converter as diversas
respostas y; (i= 1, 2, ... m) em fungdes de desejabilidade individuais di que varia de
0 < d; =1. A condigao di=1 € atribuida a resposta desejada e d;=0 para a resposta que
estiver fora da regido aceitavel. A fungdo de desejabilidade individual é calculada

pela equagao 2 para o caso de se desejar a maximizagao das respostas estudadas.
d = (yl__'-j
" {H-L 2)

Onde, y; € a resposta, observada em um experimento particular, L e
H sdo a maior e menor resposta, respectivamente, observada no conjunto de
respostas consideradas. As variaveis independentes sdo escolhidas de maneira a
maximizar a desejabilidade global (D), que é definida como a média geométrica
ponderada das fungées de desejabilidade individuais (di), de acordocom a

equacao 3:

D=9/d xd}>x..d} 3)

Onde m é o numero de respostase Pié o peso correspondente
acada uma delas. Em se tratando da otimizacdo de determinado sistema, as
funcdes de desejabilidade sdo desenvolvidas adotando como  critério as
respostas maximas obtidas para as duas respostas, atribuindo a mesma importancia
para ambas respostas. Assim, 0s menores valores para cada conjunto de

duas respostas sdo assumidos como nao aceitavel (desejabilidade zero) e para os
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valores maximos, considerados como valores 6timos, uma desejabilidade 1 (D=1) é
atribuida. Para se obter os perfis de desejabilidade atribui-se peso unitario
para todas as fung¢des de desejabilidade individuais. A aplicacdo de fungdes de
desejabilidade oferece vantagens como objetividade, economia e eficiéncia na

otimizagao de procedimentos de resposta multipla.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral desenvolver um novo método
voltamétrico visando a determinacdo simultanea de AA e PAR em formulacbes
farmacéuticas, utilizando um eletrodo de pasta de nanotubo de carbono sem

modificado quimica, na presenca de surfactante catidnico.

3.2 OBUJETIVOS ESPECIFICOS

Estudo voltamétrico de AA e PAR, comparando o desempenho do
eletrodo de NTC/nujol com o eletrodo de carbono vitreo;

Estudos do efeito do pH, tipos de eletrdlitos suporte e forga idnica,
além da otimizagao dos parametros da técnica de voltametria de pulso diferencial;

Determinacédo das figuras de mérito da metodologia analitica como
limites de deteccdo, quantificacao e precisao;

Avaliacdo do efeito de interferentes;

Aplicagdo do método na determinagao de PAR e AA em formulagdes
farmacéuticas;

Validagdo da metodologia voltamétrica usando cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC).



32

4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 INSTRUMENTAL

As medidas eletroquimicas foram realizadas num
potenciostato/galvanostato modelo PGSTAT101 da Autolab com o emprego de uma
célula eletroquimica de 3 eletrodos, como ilustrado na Figura 9. O eletrodo de
Ag/AgCI (3 mol L) foi empregado como referéncia (azul), uma espiral de fio de
platina como contra eletrodo (preto) e o eletrodo de pasta de NTC como eletrodo de
trabalho (vermelhos). Com intuito de avaliar o desempenho do eletrodo de NTC,

utilizou-se um eletrodo de carbono vitreo (CV).

Figura 9 — Representacdo de uma célula eletroquimica utilizada nos experimentos,
sendo (azul) o eletrodo de referéncia, (vermelho) o eletrodo de trabalho e
(preto) o contra eletrodo.

Para o estudo de exatidao analitica, foi empregado, como técnica de
referéncia, um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia modelo LC-20AT, Shimadzu,
operando como gradiente. Foi utilizado o detector de foto diodo UV-VIS a 225 nm e
injetor com alga de 20uL . A separagao foi realizada em uma coluna Shimadzu CLC-
ODS (tamanho da coluna: 250 mm x 4.6 mm i.d., tamanho da particula: 5 ym) a
25°C e uma velocidade de fluxo de 1,0 mL min™ usando como fase mével tampao

fosfato/metanol (50:50, v/v) em pH 6,2 sob condi¢ao isocratica [85].
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4.2 REAGENTES

As solugdes de acido ascorbico (Synth, 99%), paracetamol (Sigma-
Adrich, 99%), brometo de cetilpiridinio (CPB) (Sigma-Aldrich, 98%), brometo de cetil
trimetil amonio (CTAB) (Acros, 99%), foram preparados em agua desionizada MILLI-
Q (resistividade 18,2 MQ cm™). Solugbes tampao de fosfato (Merck, 99%-102%),
Tris-HCI (Invitrogen, 99,9%-100,1%), NaCl (F.MAIA,99%), KCI (Dinamica,99,5%) e
Mg(NO3)2.6H20 (Vetec 98%-102%), foram utilizadas nos estudos relativos ao efeito
do tampao no perfil voltamétrico de AA e PAR. Metanol (Sigma-Aldrich, = 99.9%) foi

utilizado para a validagao por HPLC.

4.3 PREPARO DO ELETRODO

O eletrodo de trabalho (area geométrica 0,942 cm?) foi preparado
através de uma mistura de nanotubos de carbono multicamadas (fornecido por CNT
Co. Ltda. Yeonsu-Gu, Incheon, Korea 93% diametro 10-40 nm e comprimento de 5-
20um) e 6leo mineral (Nujol®), na proporgéo de 22:78% (m/m) [86].Cabe mencionar
que, devido a seu carater isolante, a diminuicdo da proporgdo do aglutinante 6leo
mineral possivelmente ocasionaria aumento das correntes de pico de PAR e AA. No
entanto, o manuseio da pasta se torna prejudicado com pouca quantidade de 6leo
mineral, ocasionando baixa aderéncia da pasta na cavidade do eletrodo. Assim
sendo, a composicdo acima mencionada foi adotada nos experimentos. Apds a
mistura de NTC e 6leo mineral, esta foi homogeneizada em uma placa de petri com
uma espatula metalica por 15 minutos. Apds esse procedimento, a pasta foi
colocada cuidadosamente em uma cavidade (3 mm de didmetro, 1 mm de
profundidade) de eletrodo de vidro tendo como suporte uma placa de platina (Figura
10). Finalmente, a superficie do eletrodo de pasta foi compactada a fim de deixar

sua superficie lisa e enxaguada cuidadosamente com agua MILLI-Q.
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Figura 10 — Esquema representativo do eletrodo de trabalho baseado em pasta de
NTC.

[l
L

4 Tubo de vidro, 15 cm

Fo derdgue ‘orimnde

Placa de platina

Cavidade onde se deposita ,_5

apasta

4.4 PROCEDIMENTO DE OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DO METODO DE VOLTAMETRIA DE
PuLso DIFERENCIAL (VPD)

Os parametros de otimizagdo do método de VPD para determinagao
simultanea de PAR e AA foi otimizado por meio de um planejamento fatorial de 23
utilizado para fazer uma triagem da influéncia de cada fator sobre a resposta
analitica, e uma matriz de Doehlert para otimizagdo final. Os parametros
instrumentais analisados foram a Amplitude de Pulso (AP)(mV), o tempo de
modulacdo (TM) em segundos e Velocidade de Varredura (VV) (mV s™). Todos os
dados foram processados usando o programa STATISTICA (versao 6.0).

As respostas analiticas averiguadas foram a corrente de pico de
oxidagdo e a largura do pico para ambos analitos, AA e PAR. Cada resposta
analitica foi calculada como desejabilidade individual (d;), conforme mencionado na
secao 2.8. No presente trabalho, foi adotado a escala de desejabilidade individual
variando de 0 (para uma resposta inaceitavel) a 1 (para a resposta desejada),
conforme equacado 2, para maximizar a resposta analitica, ou seja, aumentar a
corrente de oxidagao e diminuir a largura do pico de AA e PAR. No entanto, deve-se

ressaltar que a melhor resposta para largura do pico (W/2) foi definida como aquela
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que proporciona a menor largura do pico. Apos o calculo das desejabilidades
individuais, foram determinadas as desejabilidades globais (D) (se¢ao 2.8), utilizando

0 mesmo peso para as respostas de PAR e AA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPORTAMENTOS VOLTAMETRICO DE AA E PAR UTILIZANDO ELETRODOS DE
CARBONO VITREO (CV) E PASTA DE NANOTUBO DE CARBONO (NTC)

Para o estudo do comportamento voltamétrico dos analitos AA e
PAR utilizou-se a técnica de voltametria ciclica e os eletrodos de carbono vitreo (CV)
e nanotubo de carbono (NTC) na auséncia e presencga do surfactante CPB. A
eficiéncia do eletrodo de estudo (NTC/Nujol) foi comparado com o eletrodo de CV,

conforme pode ser observado nas Figuras 11 e 12.

Figurall— Voltamogramas ciclicos de AA (0,5 mmol L") na auséncia e na
presenca de surfactante CPB 0,3 mmol L. 3° ciclo e velocidade de
varredura de 80 mV s em eletrodos de CV e NTC. Tampéo fosfato
0,1 mol L™" em pH 7,0.
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Os voltamogramas representados pela Figura 11 do AA demonstram
que mediante a adigdo do surfactante, ha um deslocamento de potencial de
oxidagao para valores menos positivos de 0,4 a 0,1 V para o eletrodo de NTC e de
0,5 a 0,3 V para o eletrodo de CV. Este comportamento pode ser explicado tendo
em vista que o pKa do AA é de 4,2; ou seja, em pH 7,0 a molécula encontra-se

desprotonada em forma de anion ascorbato, facilitando a interacao eletrostatica com
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o surfactante catidnico que provavelmente esta adsorvido na superficie do eletrodo
de NTC, aumentando a transferéncia de elétrons [87]. Pode-se observar também
que para o eletrodo de NTC ha uma diminuicdo da corrente de pico do AA na
presenca de CPB, o que pode ser justificado provavelmente pela diminuicdo da area
eletroativa do eletrodo.

Para o PAR, constata-se que o deslocamento de potencial para
valores menos positivo € menos pronunciado, de 0,5 a 0,45 V, para ambos os
eletrodos de CV e NTC (Figura 12). No entanto, pode-se notar ganhos consideraveis
na corrente de pico de oxidagao ao se comparar o eletrodo de NTC com o de CV,
tanto na presengca quanto na auséncia de surfactante, mostrando o melhor
desempenho do sensor NTC para determinacdo de PAR. As medidas feitas com o
eletrodo de NTC na presenca de surfactante apresentaram um leve aumento na
corrente de pico e deslocamento de potencial de oxidagdo para valores menos
positivos de 20 mV, comparando com as medidas com eletrodo de NTC na auséncia

de surfactante.

Figura 12— Voltamogramas ciclicos de PAR (0,1 mmol L") na auséncia e na
presenca de surfactante CPB 0,3 mmol L. 3° ciclo e velocidade de
varredura de 80 mV s™ em eletrodos de CV e NTC. Tampao fosfato
0,1 mol L' em pH 7,0.
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Foi avaliada a possibilidade de determinagcdo simultanea de AA e
PAR na auséncia do surfactante cationico em eletrodo de CV e NTC conforme

Figura 13.

Figura 13 — Voltamogramas ciclicos de AA (0,5 mmol L™") e PAR (0,1 mmol L") na
auséncia de CPB. 3° ciclo e velocidade de varredura de 80 mV s em
eletrodos de CV e NTC. Tampao fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,0.
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Na Figura 13 observa-se uma limitagdo na separagao dos picos na
determinacado simultdnea de AA e PAR em eletrodo de carbono vitreo. Porém,
quando se utiliza o eletrodo de NTC, além do aumento na intensidade de corrente,
ha também uma leve separacao dos picos de AA e PAR, mas ainda impossibilitando
a determinacdo simultdnea dos dois farmacos. Entretanto, com a adicdo do
surfactante CPB observa-se uma separagao entre os picos de AA e PAR no eletrodo
de CV de 250 mV. Por outro lado, a separagao fica mais evidente (340 mv) quando

se emprega o eletrodo de NTC como pode ser observado na Figura 14.
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Figura 14 — Voltamogramas ciclicos de AA (0,5 mmol L™) e PAR (0,1 mmol L") na
presenca de surfactante CPB 0,3 mmol L. 3° ciclo e velocidade de
varredura de 80 mV s com eletrodos de CV e NTC. Tampao fosfato

0,1 mol L' em pH 7,0.
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5.2 INFLUENCIA DO TIPO E DA CONCENTRAGAO DE SURFACTANTES CATIONICOS NA

DETERMINACAO SIMULTANEA DE AA E PAR

Embora o uso de surfactante catidnico seja essencial na separagéo
dos picos, principalmente no eletrodo de NTC, foram avaliados o CPB e CTAB
ambos em concentracdes de 0,3 mmol L™ (Figura 15). Verificou-se que a separagdo
de pico na presenca de CTAB foi substancialmente menor (A Epa = 240 mV) em
comparagao com CPB (A Epa = 350 mV). Este comportamento pode ser atribuido a
maior atividade surfactante do CPB [88] em detrimento ao CTAB. Mediante estes

resultados, optou-se pelo surfactante CPB para os estudos posteriores.
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Figura 15 — Voltamogramas ciclicos de AA (0,5 mmol L") e PAR (0,1 mmol L™)
com surfactantes catiénicos CPB e CTAB 0,3 mmol L. 3° ciclo e
velocidade de varredura de 80 mV s™'. Tampao fosfato 0,1 mol L™ em
pH 7,0.
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O efeito da concentragdo de CPB na separacido dos picos de

corrente de oxidacdo do AA e PAR foi estudado na faixa de 0,1 a 0,6 mmol L™

(Figura 16).

Figura 16 — Voltamogramas ciclicos de AA (0,5 mmol L™) e PAR (0,1 mmol L™) na
presenca de surfactante CPB em concentragdes de 0,1 mmol L™ a 0,6
mmol L™. 3° ciclo e velocidade de varredura de 80 mV s™'. Tampao
fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,0.

auséncia de CPB
——0,1 mmol L"'CPB
10+ ——0,2mmol L'CPB
——0,3mmol L'CPB
—_ 1 |——0,6 mmol L'cPB
<
2 54
(O]
9
C
(O]
=
o) _
3 0
-5
] T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E(V) vs Ag/AgCl



41

Nao foi observada diferenca significativa dentro deste intervalo de
concentracido, sendo assim a concentragao de 0,3 mmol L'1, foi adotada durante os
demais experimentos. Concentragcbes menores n&do foram escolhidas a fim de
garantir adequada separagao dos picos de oxidagao de AA e PAR, ao se empregar
concentracdes elevadas destes farmacos durante a construcdo da curva analitica.
Cabe salientar ainda que o intervalo de concentragdo estudado (0,1 a 0,6 mmol L)
estd abaixo da concentracdo micelar critica (CMC) do surfactante CPB [72],
indicando que a separag¢ao dos dois farmacos em eletrodo de pasta de nanotubo de
carbono nao requer a um ambiente altamente organizado pelas micelas adsorvidas
no eletrodo, como observado em trabalhos que fazem uso de eletrodos comerciais

de carbono vitreo [22,78].

5.3 EFEITO DO PH NA OXIDAGAO DO AA E PAR

O efeito do pH no perfil voltamétrico de AA e PAR foi avaliado de 4,0
a 8,0. Nessa faixa de pH foi utilizado tamp&o fosfato 0,1 mol L™". Como observado
na Figura 17, os potenciais de pico de oxidagao do AA e PAR dependem do pH e
apresentam um comportamento linear, com coeficiente angular de -52,7 mV para o
PAR, indicando que o numero de elétrons e H* que participam do processo de
oxidacdo € o mesmo; esses dados foram similares aos que foram observados por
Habibi et al. (2011) [63]. No entanto, para o AA obteve-se um coeficiente angular de
-28,3 mV indicando que a relacdo entre elétrons e H* é de 2:1, sendo esta relacéo

também encontrada no trabalho de Dos Reis et al. (2005) [78].



42

Figura 17 — Dependéncia do pH com Epa (V). AA (0,5 mmol L"), PAR (0,1 mmol L~
'Y na presenca de CPB 0,3 mmol L', 80 mV s, 3°ciclo. Tampao
fosfato 0,1 mol L™
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O efeito do pH na oxidagcdao do AA também pode ser interpretado
pela participacdo dos ions H* na oxidagdo (Esquema 1). Em meio acido ha um
deslocamento da reagao para a esquerda, indicando que potenciais maiores serao
necessarios para promover a oxidagao do AA (2). No esquema 1 pode-se também
observar a oxidagdo do PAR (1), deslocando-se para direita em meio basico assim

como o AA (2), com consequente aumento do potencial de oxidagao.

Esquema 1 - Mecanismo proposto para oxidagdo de PAR (1) e AA (2).
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As correntes de pico anddico (Ipa) de AA e PAR também foram
avaliadas em funcao do pH. De acordo com a Figura 18, a maior corrente de pico foi
obtida em pH 6,0. Porém, ao analisarmos o efeito do pH numa solugao binaria
(Figuras 19 A,B), observou-se uma melhor separacao dos picos de oxidagao de AA
e PAR em pH 7,0, uma vez que a molécula de AA, por possuir pKa de 4,2 encontra-
se desprotonada ocasionando atracdo eletrostatica com o surfactante catibnico
adsorvido na superficie do eletrodo, e como consequéncia, promovendo um
deslocamento do pico de oxidagcdo do AA para valores mais negativos, aumentando
a seletividade do método. Para o PAR apesar de em pH 7,0 a corrente ter sido
menor do que em relagdo ao pH 6,0, nota-se que na Figura 19 que o pico ficou
melhor definido em uma solug¢ao binaria, sendo assim o pH 7,0 foi escolhido para os

estudos posteriores.

Figura 18 — Dependéncia do pH com Ipa (pA), AA (0,5 mmol L'1? e PAR (0,1 mmol
L™") na presenca de CPB 0,3 mmol L, 80 mV s, 3°ciclo. Tampao
fosfato 0,1 mol L.
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Figura 19 — Voltamogramas ciclicos para (AA 0,5 mmol L™") e PAR (0,1 mmol L™
na presenga de CPB 0,3 mmol L™. Tampao fosfato 0,1mol L™. (A) pH
6,0 (B) pH 7,0.
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5.4 EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA NA OXIDACAO DO AA E PAR

O efeito da velocidade de varredura no comportamento voltamétrico
do AA e PAR foi realizado no eletrodo de trabalho NTC/Nujol em tampao fosfato
0,1mol L, AA 0,5 mmol L™, PAR 0,1 mmol L™, CPB 0,3 mmol L™, como mostrado
nos voltamogramas das Figuras 20 e 21 aplicando velocidades de varredura de 30 a
290 mV s™.
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Figura 20 — (A) Voltamogramas ciclicos de AA (0,5 mmol L") na presenca de CPB
0,3 mmol L™; (B) Relacgdo de Ipa (uA) vs v (mV s™); (C) relacdo de Ipa

vs v? (mV s™)"2. Tampao fosfato 0,1mol L.
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As Figuras 20 (B e C) e 21 (B e C) mostram um aumento na
magnitude de correntes anddicas e catddicas (apenas para o PAR) com o aumento

12
)

da velocidade de varredura, (Ilpa vs v assim como de a Ipa vs v'“). A melhor

corregéo linear destes graficos foi verificada para o comportamento da Ipa vs v,
mostrando que o processo de oxidagdo de ambos os analitos € controlado por
difusdo. Porém, uma analise mais detalhada do comportamento /pa vs v, revela boa
correlagdo para baixas velocidades de varredura inferiores a 100 mV s (Figuras 20
B e 21 B). Este comportamento mostra que n&do ha limitagdo cinética do transporte

de elétrons. Porém, para altas velocidades (acima de 100 mV s™), a transferéncia de
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massa dos analiticos por meio do fendbmeno de difusdo para a superficie do
eletrodo, ndo acompanha a taxa de transferéncia de elétrons. Este comportamento &
corroborado pelo leve deslocamento dos potencias de oxidagdo do AA e PAR para
valores mais positivos quando se aumenta a velocidade de varredura (Figura 20A e
21A).

Figura 21— (A) Voltamogramas ciclicos de PAR (0,1mmol L") na presenca de CPB
0,3 mmol L. (B) Relacéo de Ipa (uA) vs v (mV s™). (C) relagdo de Ipa
vs v? (mV s™)"2, Tampao fosfato 0,1mol L.
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5.5 DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE DIFUSAO DE AA E PAR NA PRESENCA DE CPB

A cronoamperometria foi empregada para determinar o coeficiente
de difusdo do AA e PAR, em um tempo de 60 s e potencias de 0 e 400 mV

respectivamente, variando a concentragdo dos analitos de 0,05 mmol L™ a 0,20
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mmol L, conforme verificado nos amperogramas das Figuras 22 e 23. Para o
analito eletroativo (AA e PAR) com coeficiente de difusdo D, a corrente observada
para a reagao eletroquimica na condicéo limite de transporte de massa é descrita

pela equacao de Cottrell (4) [89].

1/2
| - IFASD, (4)
7t

onde, n = 2, F é a constante de Faraday (96500 C), A é a area efetiva do eletrodo

(cm?), D, é o coeficiente de difusdo (cm? s™") e C, é a concentragdo ( mol cm™).

Figura 22 — Cronoamperograma de Ipa (JA) vs tempo (s). AA 0,05 mmol L™ a 0,20
mmol L™ na presenca de CPB 0,3 mmol L™". Tamp&o fosfato 0,1 mol L™
(PH7,00t=60seEa=0V.

I 0,20 mmol L™

Ipa (uA)

0,05 mmol L™

Tempo(s)

Figura 23 — Cronoamperograma de Ipa (uA) vs tempo (s). PAR 0,05 mmol L a
0,20 mmol L™ na presenga de CPB 0,3 mmol L. Tampéo fosfato 0,1
mol L™ (pH 7,0)t =60 s e Ea = 400 mV.
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Para determinar o coeficiente de difusdo do AA e PAR foram
construidos gréaficos lineares de | (A) vs t'2 (s?) em diferentes concentragdes,
cujo coeficiente angular foi utilizado para o calculo dos coeficientes de difuséo.

Figura 24 — Graficos de Ipa (uA) vs t'"2 obtidos dos cronoamperogramas variando

concentracdes de 0,05 a 0,20 mmol L™ de AA.
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Figura 25— Gréficos de Ipa (uA) vs t'"2 obtidos dos cronoamperogramas variando
concentracdes de 0,05 a 0,20 mmol L™ de PAR.
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A partir da equagao de Cottrell, com os coeficientes angulares dos
graficos | (A) vs t"2 (s™?), determinou-se os coeficientes de difusdos médios para o
AA de 4,12x10°cm?s™ e de 3,31x10°cm?s™ para o PAR.
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Cabe salientar que, para o calculo do coeficiente difusional por meio
da equacao de Cottrell, encontrou-se a area efetiva do eletrodo através da equacéao
de Randles-Sevcik (5) [89], usando o coeficiente angular de Ip vs v'2 da sonda
K4Fe(CN)s 5,0 mmol L' em 1,0 mol L™ KCI.

Ip=2.69x10°n*?AD"2y"2C  (5)

Onde n =1 e D é o coeficiente de difusdo de K4sFe(CN)s no valor de
7.6x10°cm?s™.

Os valores dos coeficientes de difusdo aqui obtidos sdo similares
aos reportados na literatura. Wang et al. (2007) [62], utilizando um eletrodo de
carbono vitreo revestido com nanoparticulas de niquel magnético, obteve coeficiente
de difusdo de 4,97x107° cm?s™" para o PAR. Por outro lado, no trabalho realizado
por Dos Reis et al. (2005) [78] utilizando medidas na presenga de 1,0 mmol L' de
CPC, os autores determinaram um coeficiente de difusdo substancialmente baixo
para o AA de 2,15x107"" cm? s™', possivelmente por conta da formacdo de micelas

no seio da solucgao.

5.6 EFEITOS DO ELETROLITO E SUA CONCENTRAGCAO NA OXIDACAO DO AAE PAR

Para avaliar os diferentes compostos como suporte eletrolitico na
oxidagao do AA e PAR, foram usados os seguintes eletrélitos: tampao fosfato, Tris-
HCI e os sais cloreto de potassio (KCI), cloreto de sddio (NaCl) e nitrato de magnésio
Mg(NO3),.6H,0 em concentracdes de 0,1mol L' e em pH 7,0. Adotou-se a técnica
de pulso diferencial nestes experimentos, por conta da inerente maior sensibilidade
em comparagao a voltametria ciclica. Os voltamogramas apresentados na Figura 26
foram realizado a uma velocidade de varredura de 30 mV s e uma amplitude de
100 mV.
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Figura 26 — Voltamogramas de pulso diferencial variando eletrdlitos na presenca de
CPB 0,3 mmol L', AA (0,5 mmol L™ e PAR (0,1 mmol L™), velocidade
de varredura 30 mV s™' e amplitude de 100 mV.

80
4 Fo_sfato
70 Moo ) 8H2O
1 NaCl
60 S KCl
3 9507
£ 401
[ |
g 30-_
20 1 \
104 ==
O T T T T T T

02 00 02 04 06 08
E(V) vs Ag/AgCl

De acordo com os voltamogramas de pulso diferencial apresentados
na Figura 21, a escolha do eletrdlito tampao fosfato foi destacada devido ao
deslocamento dos potenciais de oxidagao para valores menos positivo, bem como
pelos maiores valores de corrente de oxidacdo, rendendo um aumento na
seletividade e sensibilidade na determinagao simultanea de AA e PAR. Dentre os
eletrélitos avaliados, o tampao Tris-HCI apresentou menor desempenho no tocante
as correntes de oxidacdo e a separacao dos picos, possivelmente por apresentar
baixa condutividade na solugdo. Em relagdo aos sais KCI, NaCl e Mg(NO3),.6H,0,
verificou-se satisfatérias correntes para AA e PAR, porém, os potenciais de
oxidagdo, quando comparado ao tampao fosfato, foram deslocados para valores

mais positivos. Assim, adotou-se o tampao fosfato para os posteriores estudos.

5.7 EFEITO DA CONCENTRACAO DO TAMPAO FOSFATO

Foi avaliado o efeito da concentracdo do tampao fosfato no
desempenho voltamétrico de AA e PAR, alterando a concentracédo de 0,01 a 1,0 mol

L™, conforme apresentado na Figura 27.
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Figura 27 — Influéncia da concentragcao do tampao fosfato no perfil voltamétrico da
mistura de AA (0,5 mmol L") e PAR (0,1 mmol L") na presenca de
surfactante CPB 0,3 mmol L™,
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Analisando a Figura 27, observa-se um deslocamento do potencial
de oxidagao de AA e PAR para valores mais positivos, bem como menores correntes
de oxidacdo quando se emprega 0,01 mol L' de tampao fosfato. Alterando a
concentragdo do tamp&o para 0,05 mol L™, verifica-se um aumento consideravel nas
correntes de oxidagdo de AA e PAR, porém, os picos de corrente sdo mais
alargados. Utilizando 0,1 mol L™ de tampéo, a separacéo dos picos de AA e PAR e
as intensidades de correntes de oxidagdo sao satisfatérias. Por outro lado,
concentragdes de tampdo acima de 0,1 mol L', conferem uma diminuicdo da
intensidade de corrente de oxidacdo do AA, mas pouca influéncia do pico de
oxidacdo do PAR. Estes resultados eram um tanto quanto esperado, tendo em vista
que em pH 7,0, o AA encontra-se na forma anibnica e um excesso de tampao
atenua a atracao eletrostatica do analito com a superficie do eletrodo, que se
encontra carregada positivamente com o surfactante CPB, diminuindo a
transferéncia de elétrons. Mediante os resultados obtidos, optou-se por utilizar a

concentracdo de 0,1 mol L™ de tampao fosfato.

5.8 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA TECNICA DE VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL
UTILIZANDO PLANEJAMENTO FATORIAL

A técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) foi selecionada

para o desenvolvimento do método analitico visando a determinagao simultanea de
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AA e PAR. A influéncia dos tipos e concentracbes dos eletrélitos no perfil
voltamétrico do AA e PAR, utilizando VPD foram previamente estudadas. Assim, a
influéncia dos parametros eletroquimicos relativos a técnica VPD incluindo tempo de
modulacdo (TM), velocidade de varredura (VV) e amplitude de pulso (AP), foram
estudados fixando a concentracdo do tampao fosfato em 0,1 mol L™ e surfactante
CPB em 0,3 mmol L™

Para avaliar o efeito dos parametros eletroquimicos, fez-se uso de
um planejamento fatorial 2%, ou seja, realizou-se um conjunto de oito ensaios em
duplicata totalizando 16 experimentos, utilizando como resposta a corrente e a
largura do pico. O planejamento fatorial permite extrair do sistema em estudo o
maximo de informagdes com um numero minimo de experimentos [83]. A variacéo

dos niveis esta representada na Tabela 1.

Tabela 1 — Fatores e niveis empregados no planejamento fatorial 2°

Parametros estudados Minimo (-) Maximo (+)
Tempo de modulagéo (ms) (TM) 5 50
Velocidade de Varredura (mV s™) (VV) 30 100
Amplitude de modulacdo (mV) (AM) 25 100

A Tabela 2 apresenta os resultados do planejamento fatorial 2)eo0
resultado da desejabilidade global. Adotou-se neste trabalho como resposta analitica
a desejabilidade global, uma vez que a alteracao dos niveis dos fatores estudados
reflete na corrente e a largura do pico. Conforme mencionada na segéo 4.4, para
calcular a desejabilidade global de cada experimento foi necessario primeiramente
determinar a desejabilidade individual de cada resposta, neste caso corrente e
largura de pico. Assim sendo, cada resposta individual foi transformada em uma
escala adimensional de desejabilidades individuais (d;). A escala de desejabilidades
individuais variou de 0 (para uma resposta inaceitavel) a 1 (para a resposta
desejada). Esta transformacéo tornou possivel combinar os resultados obtidos para
as propriedades medidas em diferentes ordens de grandeza. Com as

desejabilidades individuais, determinou-se a desejabilidade global (D).



Tabela 2 — Matriz do planejamento fatorial e respostas analiticas
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Ensaios TM VV AP Ipa(uA) Ipa(pA) (W/2) (W/2) Dipa Dlpa Dw/2 DW/2 D.
AA PAR AA PAR AA PAR AA PAR GLOBAL
1,00 + + + 20,43 9,59 0,18 0,13 036 020 0,55 0,20 0,00193
2,00 - + + 47,36 38,84 0,19 0,12 1,00 1,00 0,37 0,47 0,04344
3,00 + - + 17,22 6,41 0,18 0,15 0,28 0,11 0,60 0,00 0
4,00 - - + 45,25 28,46 0,17 0,11 0,95 0,71 0,65 0,60 0,06588
5,00 + + - 5,78 3,09 0,18 0,0 0,00 0,02 0,55 0,73 0,00001
6,00 - + - 7,33 4,45 0,22 009 0,04 006 0,02 1,00 0,00001
7,00 + - - 5,50 2,38 0,14 0,0 0,00 0,00 1,00 0,77 0
8,00 - - - 6,02 3,89 0,18 0,11 0,01 0,04 0,60 0,68 0,00005
9,00 + + + 20,40 9,45 0,17 0,14 035 0,19 0,62 0,17 0,00184
10,00 - + + 47,50 38,90 0,19 0,11 1,00 1,00 0,39 0,64 0,06239
11,00 + - + 17,30 6,30 0,18 0,15 0,28 0,11 0,59 0,00 0,00001
12,00 - - + 45,20 28,20 0,17 0,11 0,95 0,71 0,63 0,60 0,06322
13,00 + + - 5,60 3,40 0,17 0,0 0,00 0,03 0,63 0,82 0,00001
14,00 - + - 7,10 4,30 0,23 009 0,04 005 0,00 1,07 0
15,00 + - - 5,70 2,50 0,14 0,0 0,00 0,00 1,00 0,76 0
16,00 - - - 6,10 3,90 0,17 0,11 0,01 004 0,63 0,69 0,00006

TM = tempo de modulacdo (ms), VV = velocidade de varredura (mV s”) e AP = amplitude de

modulagéo (mV)

desejabilidade global, utilizou-se o diagrama de Pareto (Figura 28).
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A significancia dos fatores pode ser graficamente interpretada
quando a barra horizontal forma maior que o valor de 0,05 (nivel de confianga de
95%). Assim, o aumento da amplitude de pulso (25 para 100 mV) promove aumento
do sinal analitico mostrando um efeito positivo de 11,84. Por outro lado, quando se
aumenta o tempo de modulagao (5 para 50 ms) a resposta analitica diminui. Dentro
do dominio experimental (30 a 100 mV s™) a velocidade de varredura nao
apresentou significancia na resposta analitica. Assim, esta variavel foi fixada em 100
mV s”'. E importante mencionar que a interacdo entre tempo de modulagéo (TM) e
amplitude de pulso (AP) foi significativa, com efeito negativo de -11,46, mostrando
que melhores respostas analiticas podem ser obtidas com o menor e maior nivel
para TM e AP, respectivamente. Desta forma, a otimizagdo final destas duas
variaveis foi realizada mediante o uso da matriz de Doehlert, como mostrado na
Tabela 3. Esta matriz € composta por 7 ensaios diferentes, sendo o ponto central
realizado em quadruplicata. Igualmente ao planejamento fatorial completo 23,

adotou-se a desejabilidade global como resposta para a matriz de Doehlert.

Tabela 3— Matriz de Doehlert utilizada para otimizacdo do tempo de modulagao e
amplitude de pulso.

TM(ms) AP (mV) Ipa(uA) Ipa(pA) W2 W2 Dipa Dipa DW/2 DW/2 D GLOBAL

AA PAR AA PAR AA PAR  AA PAR

1 0(5) 0(100) 49,56 27,96 0,15 0,10 045 044 1,00 0,78

0,03812989
1 0(5) 0(100) 52,79 31,70 0,16 0,10 0,48 050 0,80 0,89 0,04301413
1 0(5) 0(100) 47,18 30,06 0,15 0,10 042 048 1,00 0,78 0,03881579
1 0(5) 0(100) 51,84 29,18 0,16 0,10 047 046 0,80 0,78 0,03371301
2 0(5) 1(180) 100,60 45,43 0,18 0,14 1,00 0,74 0,00 0,00 O
3 0,866(8) 0,5(140) 70,17 42,31 0,17 0,13 0,67 068 0,40 0,11 0,00507433
4 0(5) -1,0(20) 8,55 1,94 0,16 0,09 0,00 0,00 0,60 1,00 0
5 -0,866(2) -0,5(60) 28,97 19,49 0,16 0,11 0,22 0,30 0,60 0,67 0,0065882
6 -0,866(2) 0,5(140) 88,61 61,05 0,17 0,11 0,87 1,00 0,20 0,56 0,02415297
7 0,866(8) -0,5(60) 23,10 10,07 0,17 0,09 0,16 0,14 0,40 1,00 0,00217316

* experimentos realizados fixando a velocidade de varredura em 100 mV s™. Os primeiros ntiimeros
representados sao os valores codificados da matriz de Doehlert e os niUmeros entre parénteses sao
os valores reais das variaveis.
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O modelo estatistico obtido a partir da matriz de Doehlert é dado por:

Dg =-0,085016+ 0,022560 AP —0,002146 AP? + 0,001396 TM — 0,000006 TM? — 0,000031 APTM (6)

Por meio da analise de variancia (ANOVA) representada na Tabela
4, observa-se que o modelo quadratico ndo apresenta falta de ajuste, pois o F obtido
experimentalmente F(MQ falta de ajuste/ MQ erro puro) é de 4,8141 sendo menor
que o valor tabelado F1,2 (5,59) [83]. Desta forma, foi possivel construir a superficie
de resposta da Figura 29. O modelo estatistico acima (equagéo 6) foi derivado em
funcdo do TM e AP e assim permitiu obter valores maximos de TM= 4,5 ms e AP=
104,7 mV.

Tabela 4 — ANOVA obtida pelo modelo quadratico gerado pela matriz de Doehlert.

Média dos Nivel de
) Soma dos Graus de .
Efeitos ) Quadrados Teste F Probabilidade
guadrados liberdade
(MQ) (9]
™ 0,000138 1 0,000138 9,5159 0,053934
T™? 0,000884 1 0,000884 60,9928 0,004370
AP 0,000035 1 0,000035 2,4071 0,218586
AP? 0,001968 1 0,001968 135,7123 0,001359
TMxAP 0,000054 1 0,000054 3,7070 0,149846
Falta de
0,000070 1 0,000070 4,8141 0,115808
ajuste
Erro puro 0,000044 3 0,000015

Total 0,002931
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Figura 29 — Superficie de resposta da desejabilidade global entre amplitude de
pulso e tempo de modulagao.

RO RPN

5.9 DETERMINACAO DAS FIGURAS DE MERITO DO METODO PROPOSTO

Para a construcédo da curvas analiticas nas condi¢cdes otimizadas da
técnica de pulso diferencial, variou-se as concentracdes de 100,0 pmol L™ a 700,0
umol L™ para AA e de 39,4 ymol L™ a 146,3 ymol L™ de PAR.
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Figura 30 — Voltamogramas de pulso diferencial de AA e PAR em tampao fosfato
0,1mol L (pH 7,0). Concentracdes de 100 ymol L™ a 700 pymol L™ de
AA e 39,4 ymol L™ a 146,3 pmol L' de PAR. Tempo de modulacédo de
4,5 ms, amplitude de pulso de 104,7 mV e velocidade de varredura de

100 mV s™.
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Através das Figuras 31 e 32 foram calculados os limites de detecg&o
e quantificacdo do método de acordo com as recomendacbdes da IUPAC [90],

equacgdes 7 e 8:

3xs

LD="""b 7
b (7)
10

LQ= ;Sb (8)

onde S, é o desvio padrdo do branco para 10 medidas e 0 b é o

coeficiente angular da curva analitica. Sendo assim, foram obtidos os limites de

deteccdo 2,1 ymol L™ e quantificacdo de 7,2 ymol L™ para o PAR. Para o AA os
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limites de deteccdo e quantificacdo foram de 7,11 umol L' e 23,71 umol L™,

respectivamente.

Figura 31 — Curva analitica para o PAR. Tempo de modulag¢ao de 4,5 ms, amplitude
de pulso de 104,7 mV e velocidade de varredura de 100 mV s’ .
Tampao fosfato 0,1 mol L' ( pH 7,0).
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Figura 32 — Curva analitica para AA. Tempo de modulagao de 4,5 ms, amplitude de
pulso de 104,7 mV e velocidade de varredura de 100 mV s™' . Tampao
fosfato 0,1 mol L™ ( pH 7,0).
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A precisdo intra-dia do método foi checada tendo em vista o desvio
padrao relativo (DPR) obtido para 10 medidas de solugdes padrdo de AA e PAR. Os
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valores de DPR obtidos para AA foram de 1,4 e 1,0% para as respectivas
concentragdes de de 30,0 e 300,0 mmol L. Para o PAR os valores foram de 19e
1,3% para as concentraces de 10,0 e 120,0 mmol L™, respectivamente.

A influéncia de diferentes concentracbes de AA e PAR sobre a
eficiéncia de separagédo dos picos de oxidagdo também foi analisada. A Figura 33
mostra que concentracdes crescentes de AA (100 a 700 umol L) n&o altera o pico
de oxidagdo e tampouco a corrente para PAR na concentracdo de 50 umol L™
Adicionalmente, a sensibilidade da curva analitica para AA nesta condicdo nao difere
significativamente daquela apresentada na Figura 32. Resultados similares foram
obtidos para concentragdes crescentes de PAR (39 a 146,3 umol L") na presenca
de 200 pymol L de AA (Figura 34 e Figura 31). Estes resultados permitem concluir
que o método desenvolvido é confidvel para determinacédo simultdnea de AA e PAR

em diferentes proporcoes.

Figura 33 — Voltamogramas de pulso diferencial de AA e PAR. Concentragdes de
100 umol L™ a 700 pymol L™ de AA e 50,0 umol L' PAR. Tempo de
modulacao de 4,5 ms, amplitude de pulso de 104,7 mV e velocidade de
varredura de 100 mV s™'. Tampao fosfato 0,1mol L™ pH 7,0.
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Figura 34 — Voltamogramas de pulso diferencial de AA e PAR. Concentragdes de
39,4 pmol L a 146,3 pmol L' de PAR e 200 pymol L. Tempo de
modulacao de 4,5 ms, amplitude de pulso de 104,7 mV e velocidade de
varredura de 100 mV s™'. Tampao fosfato 0,1molL™" pH 7,0.
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5.10 ESTUDO DE INTERFERENTES

Com as condicdes otimizadas do método, foi analisado possiveis

interferentes, dentre eles o acido urico, cafeina, glicose, uréia e 2-nitrofenol. Cada

composto foi avaliado na determinagéo individual de AA e PAR ou simultédnea de

ambos, na presenca de CPB 0,3 mmol L. A concentracdo de AA e PAR foi fixada

em 0,1 mmol L. Nenhuma alteracdo na resolugdo dos picos de AA e PAR foi

observada até a propor¢ao de 1:10 (mol/mol, analito:interferente). No entanto,

constatou-se ainda, que o método permite determinar acido urico (AU) na presenca

de AA e PAR com satisfatoria separagao dos picos de oxidagao (Figura 35), embora

€ notado que em concentragdes superiores, o0 pico de oxidagdao do PAR desloca

para potenciais mais positivos.
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Figura 35 — Voltamogramas de Pulso Diferencial de AA e PAR na presencga e
auséncia de acido urico.
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6 APLICACAO DO METODO EM FORMULACOES FARMACEUTICAS E
EXATIDAO ANALITICA

Através das condi¢cdes ja otimizadas, o método desenvolvido foi
aplicado em diferentes amostras farmacéuticas contendo AA e PAR, individual ou
simultaneamente.

Foram analisados seis farmacos, sendo 5 de marcas comerciais (3
comprimidos, 1 em po (antigripal) e o outro em liquido). Para a determinagédo de
PAR na Amostra | (Liquido “medicamento em gotas”), inicialmente a amostra foi
diluida 100 vezes em uma solugdo agua/alcool (1:1, v/v). Posteriormente, uma
aliquota de 0,1 mL dessa solugao foi tranferida para a celula eletroquimica contendo
CPB e posteriormente o volume foi completado para 15 mL com tampao fosfato 0,1
mol L™ em pH 7,0.

Para os medicamentos Il (PAR e AA), Ill (PAR) e IV (PAR),
contendo AA e/ou PAR, pesou-se 5 comprimidos, macerou-os até se obter um po
fino e bem misturado. Os mesmos foram pesados com uma massa conhecida e
diluidos em 5 mL de agualélcool (1:1, v/v) de acordo com as concentragdes
desejadas e sonicado por 10 minutos [2,26]. Posteriormente, a solugdo foi
transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL. Uma aliquota de 0,1 mL foi
transferida um célula eletroquimica contendo CPB e, posteriormente, o volume foi
completado para 15 mL com tampao fosfato 0,1 mol L™ em pH 7,0.

Para as amostras V (p6 antigripal) e VI (comprimido efervecente),
0,25 g e 0,38 g, respectivamente, foram pesados e dissolvidos em agua.

Os mesmos procedimentos adotados no preparo das amostras
visando as analises voltamétricas foram adotados nas analises por HPLC, exceto
pelo processo de filtracao em filtros de porosidade de 0,22 ym. Para construgao da
curva analitica por HPLC, foram pesados 30,0 mg e 100,0 mg de padrdes de PAR e
AA, respectivamente. Os padroes foram dissolvidos na fase mével MeOH/Tampao
fosfato 0,01 molL™" pH 6,2, cujo volume foi aferido para baldo volumétrico de 10mL.
Um volume de 20 puL da solugdo foi injetado manualmente no HPLC e
cromatografado conforme segao 4.1.

Conforme Tabela 5, observa-se com base nos erros relativos (Er»)
que os valores determinados pelo método foram muito semelhantes aos valores

descritos pelos fabricantes. A exatiddo do método foi checada comparando as
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concentragdes determinadas pelo método com aquelas obtidas pela técnica de
referéncia (HPLC). Os resultados obtidos foram iguais estatisticamente (teste t
pareado ao nivel de confianga de 95%), indicando que o procedimento de
determinacdo de AA e PAR é livre de interferéncias, em diferentes amostras de

farmacos.

Tabela 5 — Determinagao de AA e PAR por sensor e metodo de referénca (HPLC)

Amostras Sensor Sensor HPLC HPLC Erro relativo Erro relativo

(AA) (PAR) (AA) (PAR) (Ery) (Ery)
(%) (%)
| (PAR200mg mL‘“) ------------ 202,5+4,7 = —mmeeeeeeee- 213,7+6,3 -5,3 1,2

Il 257,3+5,9 50,1+2,3 256,1+0,6 49,0+0,2 0,5 (AA) 2,9(AA)

(PAR 50 mg-AA 250 mg) 2,1 (PAR) 0,1(PAR)
I (PAR 750 mg) - 711,3+4,3  —eemmeeeeeeee 776,6+3,9 -8,4 -5,2
IV(PAR500mg) - 533,140 e 502,3+2,9 6,1 6,6
V(PAR400mg) = - 434,3+74 e 427,0+2,9 1,2 8,5
VI (AA1 Q) 0,96+0,01  =—mmmemmmem- 1,10+£0,02  ———memmmmeeee 13,5 -4,0

n=3;valor de t calculado=-0,44(PAR),1,52(AA);valor de t tabelado 3,18(PAR),12,70(AA), com 95% de
confianga. Ery; = sensor vs método oficial; Er, = sensor vs valor do rétulo
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7 CONCLUSOGES

O metodo elétroquimico possibilitou realizar a determinagao
simultdnea de AA e PAR utilizando eletrodo de pasta de nanotubo de carbono na
presenca de surfactante catidbnico CPB. Observou-se um ganho consideravel na
separagcao dos picos e nas correntes de AA e PAR quando comparando com
eletrodo convencional de carbono vitreo. Em condi¢gdes otimizadas da técnica de
pulso diferencial, o sensor apresentou sensibilidade e seletividade na determinacao
de AA e PAR e com uma faixa linear de 100,0 umol L™ a 700,0 pmol L™ e 39,4 umol
L™ a 146,3 umol L™ respectivamente, e com limite de detecgdo de 7,2 pmol L™ para
AA e 2,1 pmol L' para PAR. Comparando a outros métodos analiticos e
eletroquimicos, este trabalho apresenta a vantagem de ser caracterizado pela sua
simplicidade na execugao nao requerendo etapas complexas de preparo de amostra
e baixo custo, além da aplicagdo em farmacos comerciais, validado pelo método

comparativo (HPLC).
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