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DUARTE, Eduardo Henrique. Desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para
determinacdo de farmacos e herbicidas utilizando eletrodo de diamante
dopado com boro. 2017. 112 f. Tese (Doutorado em quimica) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Neste trabalho, descreve-se o desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas
para determinagdo de farmaco em amostras farmacéuticas e herbicidas em
amostras ambientais. No Capitulo 1, é descrito um método voltamétrico simples e
rapido para a determinagdo do antidepressivo amitriptilina utilizando eletrodo de
diamante dopado com boro (EDDB) em solugdo de acido sulfirico 0,1 mol L™ como
eletrélito suporte. Sob condigdes de voltametria de pulso diferencial SVPD) otimizada
(tempo de modulacéo de 5 ms, velocidade de varredura de 70 mV s e amplitude de
pulso 120 mV) o eletrodo proporcionou respostas lineares a amitriptilina na faixa de
concentragdo de 1,05 a 92,60 umol L™ e um limite de detecg&o (LD) de 0,52 umol L
', O método proposto foi aplicado com sucesso em formulacdes farmacéuticas, com
resultados concordantes aos obtidos utilizando o método espectrofotométrico UV-Vis
como método de referéncia (nivel de confiangca de 95%), recomendado pela
Farmacopéia Brasileira. No Capitulo 2, um método sensivel foi desenvolvido para a
determinacgao simultdnea dos herbicidas diuron (Dl), 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
e tebutiuron (TB) por EDDB pré-tratado catodicamente por VPD. Este procedimento
analitico foi associado a uma etapa de pré-concentracdo prévia utilizando poli
(vinilimidazol-trimetilolpropano trimetacrilato) como adsorvente. Em condigbes
otimizadas para VPD (amplitude de pulso 108,42 mV, velocidade de varredura 92,39
mV s e tempo de modulagdo de 2 ms) em solucdo de 0,1 mol L™ de H,SO,, foram
obtidos excelentes limites de detecgao para os herbicidas DI, 2, 4-D e TB, de 0,035
pumol L, 0,12 pmol L' e 0,34 ymol L™, respectivamente. O método descrito foi
aplicado com sucesso em amostras de aguas, e sua exatidao foi confirmada por
teste de recuperacédo e com cromatografia liquida de alta efici€éncia como método de
referéncia.

Palavras-chave: Antidepressivo triciclico. Pré-tratamento catédico. Herbicidas.
Extracdo em fase solida.



DUARTE, Eduardo Henrique. Development of electroanalytical methods for
determination of drugs and herbicides using boron-doped diamond electrode.
2017. 112 p. Thesis (Doctoral degree in Chemistry) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

In this work, the development of electroanalytical methodologies for the determination of
drugs in pharmaceutical samples and herbicides in environmental samples is described. In
Chapter 1, a simple and reliable voltammetric method for determination of amitriptyline using
a boron-doped diamond electrode in 0.1 mol L™ sulfuric acid solution as support electrolyte is
described. Under optimized differential pulse voltammetry condition (modulation time of 5
ms, scan rate of 70 mV s and pulse amplitude of 120 mV) the electrode provided a linear
responses to amitriptyline in the concentration range from 1.05 to 92.60 umol L and a
detection limit of 0.52 pmol L™. The proposed method was successfully applied in the
pharmaceutical formulations, whose results are in agreement to those obtained using UV-Vis
spectrophotometric method as reference (at 95% confidence level) recommended by the
Brazilian Pharmacopoeia. In Chapter 2, A highly sensitive method was investigated for the
simultaneous determination of the herbicides diuron (Dl), 2,4- dichlorophenoxyacetic acid
(2,4-D) and tebuthiuron (TB) using a cathodically pretreated boron-doped diamond electrode
by differential pulse voltammetry (DPV). This analytical procedure was associated with a
previous preconcentration step using poly(vinylimidazole-trimethylolpropane trimethacrylate)
as adsorbent. Under optimized conditions for DPV (pulse amplitude of 108.42 mV, scan rate
of 92.39 mV s™' and modulation time of 2 ms) in 0.1 mol L' H,S0O, solution, excellent limits of
detection have been achieved for the herbicides DI, 2,4-D and TB,0.035 umol L, 0.12umol
L™ and 0.34 pmol L, respectively. The described method was success fully applied in
samples of water, and its accuracy was confirmed by recovery test and comparison with
high-performance liquid chromatography as reference method.

Keywords: Tricyclic antidepressant. Cathodically pretreated. Herbicides. Solid phase
extraction.
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INTRODUCAO

A quimica analitica envolve um conjunto de técnicas e métodos que propdem
determinar e quantificar a composicdo de amostras de diferentes origens
(farmacolodgicas, ambientais, alimenticias, biolégicas, geoldgicas etc.). A busca por
seletividade, rapidez, custo reduzido e sensibilidade ainda € um desafio para novos
métodos analiticos. Segundo uma definicdo didatica do livro Analytical Chemistry "
os métodos analiticos a serem desenvolvidos sdo esbogados por um diagrama de
fluxo, que no final se tornara um ciclo com a seguinte sequéncia:

- ldentificagcdo dos problemas;

- Procedimento experimental;

- Conducéao dos experimentos e encontrar dados;

- Explorar os dados experimentais encontrados;

- Propor a solugao dos problemas;

Neste sentido, esta tese tem como principal énfase e motivagao explorar as
potencialidades do Eletrodo de Diamante Dopado com Boro (EDDB) na
determinacdo de farmacos em amostras de medicamentos e herbicidas amostras de
aguas, respectivamente. A determinagdo de principios ativos em medicamentos
requer seletividade, precisdo e rapidez. No caso dos herbicidas, em fungcdo das
matrizes ambientais serem mais complexas e dos niveis de concentracdo dos
herbicidas serem substancialmente baixos, procedimentos eletroanaliticos com
maior sensibilidade sdo necessarios. Neste sentido, a associacdo da etapa de pré-
concentracdo com a deteccdo eletroquimica se mostra como uma alternativa para
suprir estes problemas, pois permite aumentar o poder de detecgao do método, além
de excluir possiveis interferentes presentes nas matrizes.

O controle de qualidade de medicamentos esta associado a determinacao de
principios ativos formulagdes farmacéuticas, como por exemplo, os antidepressivos.
O consumo destas substancias cresceu consideravelmente ao longo da ultima
década, o que contribuiu em relatos sobre aumento da incidéncia de intoxicagao
(superdosagem) em tentativas de suicidios. ?>® Assim sendo, as quantidades
referenciadas e indicadas nos rétulos dos medicamentos devem estar de acordo
com a dosagem de cada principio ativo presente nos medicamentos. Dentre os
antidepressivos, a amitriptiina (AMT), pertencente a classe dos ftriciclicos,

amplamente prescrita em casos de depressdo* em doses inferiores a 50 mg por dia,
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pode ser empregada como analgésico, ja que este farmaco foi primeiramente
prescrito para casos de analgesia e ndo como antidepressivo.

Doses excessivas de AMT, ou seja, acima do prescrito pelo clinico ou valores
incorretos do principio ativo no rétulo do medicamento, podem ser nocivas a saude,
seja causando confusdo mental, alucinagdes visuais transitorias, rigidez muscular,
hipotermia e sonoléncia, ou até mesmo o&bito em certas circunstancias. 6 Desta
forma, constata-se a importancia do monitoramento de AMT em formulag¢des
farmacéuticas, com a finalidade de garantir a qualidade dos medicamentos liberados
para o consumo da populagao.

No tocante a determinacdo de pesticidas em amostras ambientais, ela
apresenta desafios analiticos ainda maiores em face das baixas concentracoes
desses compostos nas matrizes. Quando presentes no solo ou em aguas de rios,
esses compostos quimicos causam toxidade aguda e cronica, afetando peixes, aves
e até mesmo o ser humano, causando graves doengas. No Brasil, entre os
pesticidas, 56% sao constituidos de herbicidas, considerando a expressiva atividade
agricola, como por exemplo, da cana de agucar, com a alta produgédo de agucar e
alcool combustivel (etanol), alternativa renovavel para combustiveis fosseis. ” Neste
e em outros cultivos, podem ser utilizados trés herbicidas, como o diuron (Dl), 2,4-D
e tebutiuron (TB), aplicados no tratamento e manutengéo do solo.

Os herbicidas sao inseridos nos cultivos agricolas com a finalidade combater
plantas daninhas, pois a absorgdo das plantas ocorre pelo sistema radicular, que
leva o produto do caule para as folhas através do sistema vascular de transpiragao,
interrompendo o crescimento dessas plantas indesejaveis®. O crescimento
desordenado das ervas daninhas resulta em prejuizos de grande porte para as
plantagbes agricolas. Apesar de ser pratica comum, o emprego crescente de
herbicidas, sobretudo sem controle, resulta em problemas de poluicdo ambiental em
sistemas aquaticos naturais devido as propriedades de toxicidade e bioacumulagao.
%10 Assim sendo, existe uma preocupacao com a presenca destes compostos no
meio ambiente, principalmente quando relacionados a saude humana. Por esse
motivo, érgaos de regulamentacgdes estipulam valores maximos permitidos em aguas
potaveis (qualidade suficiente para ser consumida), entre os quais se destacam a
Agéncia de Protecdo Ambiental Americana, nos Estados Unidos da Ameérica

(USEPA, United States Environmental Protection Agency)'' e o Conselho Nacional
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do Meio Ambiente (CONAMA)'® no Brasil. Estas agéncias ambientais sao

responsaveis por regulamentagcdes de substancias nocivas a saude humana e ao

meio ambiente, incluindo pesticidas ">'*

l. 15

, sendo estes a maior fonte de contaminagao
de agua potave

Diante do exposto, a determinagdo do teor de farmacos em formulacdes
farmacéuticas e de compostos agricolas, tais como herbicidas em amostras

ambientais'®%°

, Sdo justificadas pelo consumo elevado de medicamentos e pelo uso
descontrolado de produtos quimicos na agricultura. Sendo assim, procedimentos
analiticos adequados que possibilitem resultados seletivos, precisos, rapidos,
simples, de baixo custo e que de preferéncia se coadunem com o conceito de
Quimica Verde sao cada vez mais recomendados para as Ciéncias Analiticas.

A determinacio analitica de AMT em medicamentos pode ser realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), por métodos espectrofotométricos e
por voltametria. Entretanto, a HPLC possui custos elevados e os métodos
espectrofotométricos exploram reagcbes com oxidantes fortes ou condicbes
acentuadamente 4acidas, ao passo que com a voltametria ha poucos trabalhos
realizados em funcdo da baixa eletroatividade da molécula, o que requer
modificagdes dos eletrodos.

No caso dos herbicidas DI, 2,4-D e TB, entre outros pesticidas presentes em
cultivos agricolas, a HPLC é a técnica mais utilizada no monitoramento em amostras
ambientais. Porém, como ja mencionado acima, ela apresenta uma metodologia de
alto custo. Trabalhos voltamétricos sao reportados na literatura com a finalidade de
obter metodologias de menor custo, contudo, os trabalhos encontrados apresentam
determinacdes individuais e, na sua maioria, com modificacbes superficiais dos
eletrodos de trabalho devido ao alto potencial de oxidagdo destes herbicidas. Além
do mais, a determinacdo simultdnea destes trés herbicidas € inexistente nos
periodicos ja publicados. As técnicas voltamétricas se destacam como alternativa

21 pois apresentam vantagens significativas,

para novas metodologias analiticas
como maior simplicidade, rapidez nas analises, alta sensibilidade, preparo de
amostras simples e baixo custo. Na literatura encontra-se uma vasta aplicabilidade
desta técnica em varios tipos de amostras, como por exemplo, em fluidos bioldgicos,
soro sanguineo, amostras de urina, medicamentos comerciais e amostras

ambientais. 2228
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O eletrodo de trabalho utilizado em metodologias voltamétricas € de grande
importancia para explorar o desenvolvimento de novas metodologias. Diante disso,
podem-se destacar alguns eletrodos convencionais, como o eletrodo de mercurio,
carbono vitreo, eletrodos a base de grafite e nanotubos de carbono (seja em pastas
ou dispersos nas superficies dos eletrodos). Todavia, em muitas metodologias esses
eletrodos sao modificados com polimeros ou outros materiais com o intuito de torna-
los mais seletivos e também obter maiores sensibilidades.

Neste sentido, o eletrodo explorado neste trabalho foi o0 de diamante dopado
com boro (EDDB), pois ele tem se mostrado satisfatério nas analises de diversas
amostras. O EDDB apresenta caracteristicas mecanicas superiores aos eletrodos
convencionais, se destacando principalmente pela ampla faixa de potencial em meio
aquoso (-1,5 a +3,0 V vs Ag/AgCl),>*3? caracteristica fundamental para
determinagdes dos analitos investigados nesta tese, principalmente os herbicidas.
Além disso, destaca-se a simplicidade e a auséncia da modificacdo na superficie do
eletrodo em destaque, o que foi essencial para determinacdo das moléculas de AMT
e dos herbicidas DI, 2,4-D e TB.

Com base no desenvolvimento de métodos analiticos e nas informacdes
supracitadas, esta tese de Doutorado em Quimica tem como objetivo geral explorar
as potencialidades do EDDB para determinagcdo de farmacos e herbicidas e é
dividida em dois capitulos. No Capitulo 1, o EDDB foi empregado na determinagéo
voltamétrica do farmaco antidepressivo triciclico amitriptilina em diferentes amostras
de formulagbes farmacéuticas comerciais utilizando como eletrélito suporte o acido
sulfarico 0,1 mol L™

Ja no Capitulo 2, foi desenvolvido um novo método eletroanalitico para
determinagao simultanea dos herbicidas Diuron, 2,4-D e Tebutiuron em amostras de
aguas (lagos e poco artesanal) por voltametria de pulso diferencial utilizando o
EDDB pré-tratado catddicamente associado a uma etapa de pré-concentracdo por
extracdo em fase solida, que foi inserida com a finalidade de atingir uma maior
detectabilidade para o método. Como adsorvente foi adotado o polimero de
polivinilimadazol (PVI) reticulado com trimetilpropano trimetacrilato (TRIM), que foi
sintetizado previamente pelo nosso grupo de pesquisa e apresentou uma

excepcional capacidade adsortiva para o herbicida tebutiuron.>?
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1. Reviséao bibliografica

1.1. Amitriptilina

Como mencionado na Introducdo desta Tese de Doutorado, a amitriplina
(AMT) é um antidepressivo muito utilizado, ndo s6 em casos de depressdo, mas
também como analgésico. Portanto, se faz necessario um controle de qualidade nos
medicamentos comercializados.

Relatos atuais mostram que mais de 120 milhdes de pessoas no mundo sio
diagnosticadas com depressdo em todas as faixas etarias, mas com maior
incidéncia em idosos, sendo um dos grandes problemas de saude publica. Os
primeiros relatos de doencas depressivas no mundo foram diagnosticados em 1950
e os antidepressivos ftriciclicos (ADTs), foram chamados de antidepressivos de
primeira geracdo'. Esses farmacos apresentam uma melhora de 30 a 70% dos
sintomas depressivos, no entanto, o tipo de medicamento deve ser prescrito de
acordo com o grau de depressao (tristeza, risco de suicidio etc.). Relatos do ano de
2014 indicam que o uso dos ADTs sao os mais indicados para o tratamento da
depressao. 2

Um relato curioso da literatura diz que a AMT pode ser utilizada em caso de
prevencao da dor fantasma. Assim, ele é prescrito para pacientes que possuam
algum membro do corpo amputado, ja que é frequente que aqueles que retiraram
uma perna, por exemplo, sintam dor no local. Ademais, o consumo de AMT impede
o transporte neuronal e o bloqueio do transporte de serotonina nas vias supressoras.
% O uso descontrolado de antidepressivos pode causar efeitos bastante nocivos,
inclusive a fetos, provocados pelo seu uso durante a gestagdo. Isso ocorre, pois a
depressdo durante a gravidez acomete de 7 a 13% das gestantes do mundo,
podendo ocasionar abortos, ou, caso a crianga nasca, sindrome de abstinéncia
neonatal ou doenga pulmonar *

Os ADTs possuem este nome devido sua estrutura molecular, a qual
apresenta trés anéis caracteristicos interligados, com uma cadeia lateral de trés
atomos de carbono com um grupo amina terminal a partir do anel central. A estrutura
molecular da AMT, alvo de estudo nesta Tese, é apresentada na Figura 1. Os ADTs

sdo divididos em dois grandes grupos: das aminas terciarias (imipramina,
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amitriptilina, trimipramina e doxepina) e as aminas secundarias (desmetilimipramina,

nortriplinina e protiptilina).®

Figura 1. Estrutura molecular da amitriptilina

\
HsC

Fonte: proprio autor

Comumente, os métodos oficiais para determinagdo de farmacos estado
descritos nas farmacopeias. Para a determinacdo de AMT, a Farmacopeia
Americana emprega a HPLC ou a titulagdo com acido perclérico.®” Ja a
Farmacopeia Brasileira descreve o método espectrofotométrico na regidao UV para a
dosagem de AMT em formulacdes farmacéuticas.®

O trabalho mais recente para determinagdo dos ADTs foi publicado na
literatura por Zare, F et al., baseado na pré-concentragao dos antidepressivos AMT e
nortriptilina em nanoparticulas de Fe;0,@ZrO,@N-cetilpiridina, com posterior
determinagao por HPLC-UV, obtendo limites de detecgdo de 0,04 e 0,008 ng mL"™"
para AMT e nortriptilina, respectivamente.®

Outros métodos espectrofotométricos também foram desenvolvidos para a
quantificacdo de antidepressivos triciclicos. No trabalho de Misiuk et al.,'® foi
utilizado o metavanadato de aménio como agente oxidante para determinacao de
imipramina e desipramina, sendo aplicado em amostras de farmacos comerciais. Em

outro trabalho,

utilizando a espectrofotometria, descreve-se a determinacédo de
trazodona, amineptina e AMT em formulagbes farmacéuticas de diferentes
procedéncias. Neste trabalho, a estratégia utilizada foi a metodologia de
transferéncia de carga da reagao entre os antidepressivos (doadores de elétrons) e

o reagente 7,7,8,8-tetracianoquinodimetano (receptor de elétrons), formando um
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complexo de cor verde intensa, o qual foi medido em um comprimento de onda de
842 nm.

A quimiluminescéncia também foi empregada para a quantificagdo de AMT e
de outros antidepressivos triciclicos (doxepina, nortriptilina, promazina,
clorpromazina, imipramina, clomipramina, desipramina, protriptilina e trimipramina).’?
Os mecanismos de reacdo desta técnica sdo baseados na reacao entre o tris-(2,2-
bipiridil) ruténio (1) [Ru(bpy)s?‘] e a amina terciaria do grupo dos antidepressivos. No
entanto, apenas para a doxepina foi desenvolvido um procedimento analitico e
aplicado em amostras farmacéuticas. Em outro trabalho, é descrito um método
condutométrico para a determinacdo de AMT, dotiepina e tranilcipromina, obtendo-
se 96,25 a 104,90; 95,75 a 103,12 e 97,90 a 102,30% de recuperagao quando
aplicados em formulagdes farmacéuticas de diferentes procedéncias (comprimidos).

13

Ainda, pode ser constatada na literatura a determinagdo de AMT empregando

4 utilizando um

analise por injecdo em fluxo (FIA) com deteccdo potenciométrica,’
eletrodo indicador de ion seletivo construido a partir da formagéao de filmes de AMT e
acido fosfomolibdico ou AMT e acido fosfotungstico em cloreto de polivinila. Em
outra determinacdo de AMT, foi utilizado a turbidimetria em sistema FIA,
empregando o surfactante anionico lauril sulfato de sédio, que confere a formagéo
do par idnico AMT- surfactante, sob medidas no comprimento de onda de 410 nm.®
Também foi reportada na literatura a determinacéo de seis antidepressivos triciclicos
por cromatografia liquida de alta eficiéncia associado ao sistema FIA com deteccao
eletroquimica, utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro.” Neste
trabalho, apenas os antidepressivos desipramina e imipramina foram determinados
em amostras reais de plasma sanguineo, obtendo recuperacgdes de 92,3% e 90,8%,
respectivamente.

Com base nas recomendacbes das farmacopeias mundiais, métodos
analiticos explorando técnicas cromatograficas e espectrofotométricas sdo bastante
empregadas no controle de qualidade de medicamentos farmacéuticos, contudo,
podem-se observar metodologias de alto custo e que na maioria das vezes

necessitam de modificadores quimicos para suas determinacgdes.
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1.1.2. Determinacao voltamétrica para amitriptilina

Na literatura é reportado o desenvolvimento de métodos voltamétricos para
determinacdo de AMT."®"® Dentre eles, no trabalho de Toledo et al.’® realiza-se um
estudo eletroquimico e quimico-quantico da AMT sobre um eletrodo de trabalho de
pasta de grafite modificado com poliuretana. Os autores observaram que a oxidagao
irreversivel de AMT ocorre em potencial de 830 mV vs Ag/AgCl, sendo a reagao
controlada pela adsorgédo do reagente e produto no eletrodo.

Ferancova et al." propuseram o desenvolvimento de um sensor de carbono
impresso modificado com B-ciclodextrina (B-CDP) e carboximetilado-3-ciclodextrina
(B-CDPA) para a determinacdo de AMT. Nesse trabalho, empregou-se pré-
concentracdo da AMT na superficie do eletrodo, seguido da determinagdo por
voltametria de pulso diferencial. O filme modificador B-CDPA apresentou um melhor
desempenho quando comparado com o B-CDP. Biryol et al.'® utilizaram um eletrodo
de pasta de carbono modificado com poli (N-vinilimidazol) para a determinagéao de
imipramina e AMT em formulagdes farmacéuticas. Neste estudo, foi observado que a
presenca do modificador na pasta de carbono fornece um ganho de intensidade de
sinal analitico em relagéo ao eletrodo sem modificagdo. As analises foram realizadas
em solucéo de H,S04 0,1 mol L™, com uma linearidade de 1,0 x 10° a 1,0 x 10 mol
L™ por voltametria ciclica a 100 mV s, sendo aplicado na determinacdo de AMT em
produtos farmacéuticos. Recentemente, um sensor eletroquimico baseado no
composito  grafite/SiO,/Al,03/Nb,Os/DNA  foi  desenvolvido para determinagao
voltamétrica de AMT em formulagdo farmacéutica, obtendo um limite de deteccao de
0,12 ymol L8

O trabalho voltamétrico mais recente para a determinacédo de AMT é baseado
em eletrodo de ouro modificado superficialmente com uma mistura de
nanoparticulas deste material com derivado de polietilenoimina, com posterior
aplicagao de Nafion® 5%. Nesse estudo foi possivel observar um pico de oxidagao
por volta de 1,20V, apresentado limites de detecgdo de 0,034 umol L™ e aplicados
com sucesso em amostras farmacéuticas.?

Cabe salientar que, apesar das vantagens inerentes dos métodos
voltamétricos referentes a simplicidade, baixo custo e sensibilidade, todos os
métodos supracitados necessitam de prévia modificacdo de eletrodos base (grafite

ou carbono impresso) para viabilizar a determinacdo de AMT devido a dificil
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eletroatividade deste farmaco. Adicionalmente, a aplicabilidade destes métodos em
formulacdes farmacéuticas tem sido pouco explorada na literatura, revelando que
estudos concernentes ao desenvolvimento, aplicacdo e validacdo de métodos
voltamétricos dirigidos a determinagcao de AMT ainda s&o incipientes.

Como pode ser constatada, a maioria dos métodos voltamétricos orientados a
determinacao de AMT requer procedimentos de modificagcdo da superficie dos
materiais eletrédicos, o que implica em maior habilidade por parte do analista e,
ainda, os sensores eletroquimicos usualmente ndo apresentam elevado tempo de
vida e medidas com elevada precisdao. Neste sentido, constata-se que métodos
voltamétricos mais simples de serem implementados para determinacédo de AMT
ainda s&o incipientes e merecem ser objeto de estudo. No grupo de pesquisa
LADEMA (Laboratorio de desenvolvimento de métodos analiticos) tem procurado
desenvolver métodos eletroanaliticos com este propdsito para determinagdo de
farmacos, como o trabalho publicado por Duarte et al. Neste trabalho uma
metodologia foi desenvolvida baseada em eletrodo de pasta nanotubos de carbono
(EPNTC) para a determinagédo de AMT em meio de acido sulfurico, rendendo limites
de deteccdo de 1,61 umol L, e aplicado em amostras farmacéuticas de marcas e
dosagens diferentes. ?'

Mediante o exposto, no Capitulo 1 desta tese sera apresentado os resultados
relativos ao desenvolvimento de um método eletroanalitico por voltametria de pulso
diferencial (VPD) utilizando um EDDB para a determinacdo do antidepressivo
triciclico AMT em amostras farmacéuticas explorando medidas em meio acido
(H2S04 0,1 mol L™). O EDDB tem-se mostrado adequado nas analises de amostras
ambientais, biolégicas e principalmente farmacéuticas, 2224 devido as suas
caracteristicas mecanicas serem superiores a outros eletrodos convencionais, como
sera destacado em uma das seg¢des posteriores. Destaca-se ainda, a simplicidade
na quantificagdo de AMT em formulagdes farmacéuticas, uma vez que o EDDB néo

necessita de alguma modificagao.

1.2. Herbicidas

O cultivo agricola tem uma grande importancia na economia mundial, e isso

se deve a produgao de variados tipos de graos (milho, soja, etc.) e aos derivados da

25,26

cana de agucar (alcool, agucar e cachaga)™“". No entanto, para uma maior
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rentabilidade na producao agricola, faz-se necessario o uso de pesticidas, a fim de
combater plantas invasoras (plantas indesejaveis). Dentre os pesticidas existentes
(inseticidas, fungicidas, herbicidas, fumigantes, etc.), os herbicidas tém sido
utilizados com este propdsito para o preparo de solos (pré-emergéncia e pos-
emergéncia), destacando-se o diuron, (DI) acido diclorofenoxiacetico (2,4-D) e o
tebutiuron (TB) (Figura 2). Os herbicidas podem ser divididos em diversas classes,
sendo que o DI e TB s&o pertencentes a classe da fenil uréia e o 2,4-D do cloro

" Esses produtos quimicos tém sido utilizados simultaneamente em

fenoxi.?
plantacdes do cultivo acucareiro.? Um dos problemas dos herbicidas da classe fenil
uréia é o tempo de meia vida de trés a seis meses, podendo chegar a anos de

acordo com o ambiente.?®

Figura 2. Estrutura quimica de DI (A), 2,4-D (B) e TB (C)
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A importancia de um controle ambiental se faz necessario, pois estes
herbicidas podem estar presentes em matrizes ambientais (aguas, solos, etc.) e
geralmente em concentragdes baixas, necessitando, portanto, de métodos analiticos
com adequados limites de deteccao, a fim de possibilitar um controle ambiental
dentro das normas. No sentido de preconizar limites de pesticidas em amostras
ambientais, 6rgdos mundiais de saude ja demonstraram preocupagdo ao

recomendar limites maximos de herbicidas em amostras de aguas. Dentre eles, o DI
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tem os seguintes limites permitidos em aguas tratadas: na Australia de 30,00 pg L™
(0,12 umol L™"); na Comunidade Europeia de 0,50 pg L' (0,0021umol L™); no
Canada 150,00 pg L™ (0,64 pymol L. *° Para o herbicida 2,4-D, o CONAMA’
preconiza que para aguas doces o limite permitido encontrado € 30,00 ug L (0,13
umol L") e de aguas salobras 10,00 pg L™ ( 0,045 pmol L ™). No entanto, a
Organizacdo Mundial da Saude permite um valor de 70 pg L™ (0,31 pymol L) em
aguas potaveis.>"*? Para o herbicida TB, ndo existem 6rgdos regulamentadores que
determinem seu limite em amostras ambientais, embora, seu uso seja efetivo em
cultivos de cana-de-agucar. Entretanto, a Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA)
estipula niveis maximos de TB permitidos em aguas de irrigacdo em cultivos
agricolas, o valor de 0,27 ug L™. %

A técnica analitica mais utilizada para a determinacdo de herbicidas é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). No trabalho de Brondi et al. , ?® foi
desenvolvida uma metodologia para determinacdo de pesticidas em cultivos de
cana-de-agucar (TB, hexazinona, DI, 2,4-D e ametrin). Trés diferentes métodos de
preparo de amostra incluindo a extragdo a liquido-liquido (LLE), fase sdlida (SPE) e
a extragdo em fluido supercritico (SFE) foram avaliados, obtendo resultados mais
satisfatérios para LLE e SPE. Em um posterior trabalho, os mesmos autores
exploraram os dois melhores métodos de preparo de amostra (LLE e SPE), e a
metodologia abordada foi o dicloro metano como solvente para a LLE. Ja para a
SPE foi utilizado coluna C1g como suporte solido e acetonitrila para condicionamento
e eluigao dos analitos. Com a finalidade de aplicar em amostras ambientais, agua da
cidade de Araraquara (SP) foi coletada e analisada, sendo que os valores de
recuperacao encontrados foram acima de 94% para os herbicidas. 34

Bicalho et al. * realizaram um estudo para a determinacao de DI, hexazinona
e TB em solos de plantio de cana-de-agucar apds dois e trés anos de aplicagao,
indicando a persisténcia destes herbicidas no meio ambiente. Neste estudo
avaliaram-se amostras de solos em diferentes profundidades, tendo a superficie até
120 cm abaixo da area superficial. Levando em consideracédo que o solo foi tratado
para o plantio de 2001 e as amostras de solo coletadas em 2004, as concentragdes
de herbicidas encontradas em até 120 cm de profundidade do solo foram 0,001,

0,005 e 0,12 pmol por grama de solo de DI, hexazinona e TB, respectivamente
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Entretanto, pode-se afirmar, segundo dados informados, que na superficie do solo
esses herbicidas estdo em maior concentracgao.

Em outro manuscrito, realizou-se uma metodologia para determinagdo do
herbicida 2,4-D em amostras de aguas. * Neste trabalho, foi empregado um
polimero molecularmente impresso (MIP) como adsorvente para extragdo em fase
solida associado com a HPLC, utilizando como fase movel acido acético e metanol
(15:85 viv %). O método foi aplicado em analises de diversas amostras de aguas e
em urina, entretanto, em apenas uma amostra de agua de rio local encontrou-se
0,0085 pmol L™ do herbicida.

1.2.1. Estracao em fase solida (SPE)

Como mencionado na sessao anterior, etapas de pré-concentracédo tém sido
utilizadas, especialmente a SPE, em analises de herbicidas em aguas com intuito de
elevar a detectabilidade do método e/ou promover remogdo de possiveis
interferentes. A técnica de SPE consiste na separacgao liquida - solido que na sua
forma mais habitual empregam-se adsorventes recheados em cartuchos. O
procedimento usual de SPE consiste da percolagdo da amostra pelo cartucho
contendo o adsorvente recheado. Posteriormente, uma etapa de lavagem é
realizada com intuito de remover os possiveis interferentes da matriz, sem que o
ocorra ao mesmo tempo a remogao do analito. Por fim, o analito é eluido com
pequenas quantidades de solvente. Cabe salientar que, dependendo do tipo de
matriz e analito, a etapa de lavagem da SPE pode ser suprimida. ¥ A Figura 3
exemplifica as principais etapas empregadas na SPE, das quais: a ativagdo e
condicionamento do adsorvente (etapa 1); adsor¢gdo da amostra (etapa 2); remogéao

dos interferentes (lavagem) (etapa 3); eluicao/ dessorgcao dos analitos (etapa 4).
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Figura 3. Principais etapas empregadas na Extracdo em Fase Sdlida, operada no

modo isolamento do analito.
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Fonte. Adaptado de Lancgas, 2004.*"

Como ja mencionado, a SPE tem sido a técnica de extragdo mais aplicada em
analises de aguas para determinacdo de pesticidas por técnicas cromatograficas
devido a simplicidade de operacdo e a quantidade de adsorventes comercialmente
disponiveis, entre os quais existem fases soélidas, como octil (Cs), octadecil (Cys),
silica gel, carvao ativado ou grafitizado, florisil, resina de troca catidénica e anidnica,
entre outros, comercializados em cartuchos e discos. 3¢°

A utilizacdo de adsorventes comerciais na SPE para pesticidas é bastante
destacada na literatura. Para tanto, se pode mencionar a metodologia proposta por
Queiroz et al., que faz uso de um cartucho C+g imobilizado com poli (metiloctadecil
siloxano) por radiagdo gama para utilizagdo em SPE na extragdo de diversos
agrot(')xicos.40 QOutro trabalho que reporta o uso de Cs também foi utilizado para
determinagao de varios pesticidas (carbendazin, tiofanato, lenacil, metabenztiaziron,
diuron, fenmediplan, captan e diflubenziuron).*’ A metodologia proposta por Colina et
al. ' foi aplicada em amostras de aguas e o método desenvolvido apresentou
satisfatérios limites de deteccdo para todos os analitos pesquisados.

A escolha do tipo e quantidade de adsorvente, volume de amostra e de

solvente para ativagdo dos cartuchos e para a eluigdo dos analitos sao alguns
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parametros que devem ser considerados. Na escolha do adsorvente, devem-se levar
em conta as informagdes a respeito dos analitos de interesse, a natureza da matriz e
das impurezas a serem eliminadas. Tendo em vista que a retencdo do analito no
adsorvente esta ligada ao tipo de material adsorvente, a escolha da fase sodlida
torna-se uma etapa determinante para desenvolvimento da analise. 4%

Mediante o exposto, uma fase sodlida é considerada atraente quando
apresenta elevada area superficial, estabilidade quimica, fisica e mecanica, rapida
cinética de adsorcao, além de ter sitios ativos distribuidos na superficie do material
aumentando a capacidade de adsorcao e, consequentemente, elevando o
enriquecimento do analito e a detectabilidade do método. **

Nesse contexto, o desenvolvimento de novos materiais adsorventes
poliméricos, contendo mondmeros funcionais capazes de interagir por meio de
diferentes interagbes intermoleculares com o analito de interesse é de grande
importancia para serem usados como fases extratoras em sistemas extragao,
visando como melhoria @ maior capacidade adsortiva em relagcdo aos materiais
convencionais disponiveis no mercado. Esses polimeros apresentam significativas
vantagens em relagdo a outros materiais adsorventes, como por exemplo:
simplicidade na sintese, auséncia de modificacdo na sua superficie para torna-los
mais seletivos (uma vez que a seletividade nesses materiais se da pela escolha dos
mondémeros funcionais), estabilidade quimica e fisica em diferentes solventes e em
ampla faixa de pH, bem como a elevada estabilidade frente a varios ciclos de
extragao/eluicdo. *

Estudos realizados pelo grupo de pesquisa LADEMA coordenado pelo Prof.
Dr. Tarley tém atuado no desenvolvimento e aplicagao de diversos tipos de materiais
adsorventes, em conjunto com metodologias analiticas para determinagcdo de
diversos compostos. Neste sentido, foi proposta uma nova fase extratora sintetizada
por polimerizacdo por precipitacdo a partir do monémero funcional 1-vinilimidazol
reticulado com trimetilpropanotrimetacrilato para adsorcdo de herbicidas da classe
das fenilureias, triazinas e triazinonas, com uma area superficial de 377 m? g'1, alta
capacidade adsortiva de 213,83 mg g, elevado fator de pré-concentracdo, baixos
valores para limites de deteccdo e quantificacdo. O material polimérico também

apresentou elevada estabilidade frente a 161 ciclos de eluicdo e pré-concentracao.
45
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Neste sentido, o polimero sintetizado, conforme Fonseca e Tarley et al., 4% por
ter apresentado excelente capacidade adsortiva para o herbicida tebutiuron, foi
utilizado como adsorvente para extragao em fase sélida associado com a voltametria
para determinacdo simultdnea dos herbicidas DI, 2,4-D e TB, fazendo uso do

eletrodo de diamante dopado com boro pré-tratado catodicamente.

1.2.2. Determinagéo voltamétrica dos herbicidas Di, 2,4-D e TB

Na literatura n&o existem métodos com a técnica eletroanalitica para
determinacdo simultdnea dos herbicidas DI, 2,4-D e TB, no entanto, podem ser
encontrados sensores com metodologias para determinagdes individuais de alguns
desses analitos. Wong et al. desenvolveram um sensor biomimético composto por
eletrodo de pasta de carbono (EPC) modificado com complexo (29H,31H-
fitalocianina -1,4,8,11,15,18,22,25-octobutoxi  niquel (lI)), como mimetizador da
enzima P450, para determinacao de DI em aguas por técnicas de voltametria ciclica
e amperometria.*® O método obteve linearidade para o DI em um intervalo de
concentracéo de 9,90 a 150,00 pmol L' em tampao fosfato (pH 8,0), possibilitando
obter limite de deteccdo de 6,14 umol L™'. O mesmo sensor foi associado a uma
analise por sistema de injecdo em fluxo para as determinagcbes dos pesticidas
carbofuram e DI aplicados em amostras de solos e cenouras, obtendo valores de
recuperagao préximo de 100%.*’

Outro estudo para determinacéo de DI foi descrito por Mugadza et al. . 48
Desenvolveu-se uma metodologia baseada na modificagcado do eletrodo de carbono
vitreo (ECV) com tetraamino-fitalocianina de niquel polimerizado, em tampao acetato
pH 4,0. Neste trabalho, obteve-se um coeficiente de difusdo de 6,43 x 10° cm?s™ e
limite de detecgdo de 0,33 umol L. Em outro trabalho, os mesmos autores
desenvolveram um sensor baseado em tetraamino-fitalocianina de ferro(ll) com
nanotubos de carbono suspensos na superficie ECV para a determinacdo de
amitrole e DI, obtendo limites de deteccdo de 0,21 pymol L e 0,26 umol L™,
respectivamente. Entretanto, em nenhum dos trabalhos foi realizada a aplicagao do
método em amostras reais. *°

Para o herbicida 2,4-D, trabalhos voltamétricos sdo relatados na literatura,

dentre eles o manuscrito de De Andrade et al. . °° que fez uso de um eletrodo
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composto de pasta de grafite/poliuretano. Neste trabalho pode-se notar um pico de
reducao apresentado no potencial de -0,54V, por técnica de voltametria de onda
quadrada, rendendo limite de detecgdo de 0,079 pmol L' e possibilitando a
aplicacdo em amostras de solo. No trabalho de Wong et al. ®' um sensor
biomimético foi desenvolvido para aplicagdo em amostras de solos. Neste estudo, o
sensor foi baseado em eletrodo de pasta de carbono modificado com complexo
(5,10,15,20-tetraquis (pentafluorofenil)-21H,23H - porfirina de ferro (lll)) como
potencial mimetizador da enzima P450, obtendo-se limite de detec¢ao de 2,10 umol
L.

l. %2 relataram um sensor baseado em

Ainda para o herbicida 2,4-D, Prado et a
EPC modificado com silica gel, o qual obteve limite de deteccdo de 0,45 pmol L™
Em outro estudo, ** um eletrodo de mercurio foi utilizado para determinacéo de 2,4-D
pela técnica de voltametria onda quadrada e aplicado em amostras de solos e aguas
de rio. Concentragdes de 1,90 pmol L™ e 2,21 ymol L' em solos e aguas foram
obtidas. Em outro trabalho, Wang et al, desenvolveu um método baseado em ECV
modificado com polimeros molecularmente impressos (MIP) em solugdo de acido
sulfarico 0,10 mol L', obtendo-se limite de deteccdo de 70,00 pmol L', nao
apresentando aplicagdes em amostras reais.>*

No tocante a determinagao voltamétrica de TB, observa-se, de acordo com a
literatura, que os trabalhos ainda sao incipientes. Apenas um trabalho foi reportado
visando a determinagdo de TB em agucar mascavo e cristal, empregando ECV e
determinagao por voltametria de pulso diferencial. *°

De acordo com as informagdes acerca dos trabalhos voltamétricos dedicados
a determinacao dos herbicidas DI, 2,4-D e TB, constata-se a auséncia de analise
multiresiduo destes herbicidas, bem como a necessidade de etapas de modificagao
de eletrodo. Assim sendo, o segundo capitulo desta tese visa explorar as
potencialidades do EDDB para a determinagao simultdnea de DI, 2,4-D e TB em
aguas naturais (pogos e lagos).

Cabe salientar que o desempenho do método eletroquimico em termos de
detectabilidade foi melhorado por meio da implementacdo de uma etapa de pré-
concentracdo em fase solida com o emprego do polimero poli(vinilimidazol)

reticulado com trimetilpropano trimetacrilato (PVI), mencionado na secgéao 1.2.
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1.3. Eletrodo de Diamante Dopado com Boro

O quimico francés Antoine Lavoisier (1743-1794) foi o primeiro a desvendar a
composi¢ao do diamante. Utilizando uma lente solar, ele provocou a queima do
cristal, possibilitando observar que o gas resultante da combustao deveria ser o gas
carblnico, pois turvava com a agua de cal. Anteriormente, o diamante ja era
bastante conhecido (3000 a C), entretanto, era um cristal misterioso, indestrutivel e
de brilho atraente, que demonstrava riqueza e poder. *°

Os estudos eletroquimicos e fotoeletroquimico utilizando eletrodos de
diamante tiveram inicio no final de 1980. °” No entanto, constatou-se que o diamante
natural era muito caro e um material isolante (com excec¢éo do tipo Ilb, que contém
boro na sua estrutura), *® o que justificava a escassez de estudos reportados na
literatura. Entretanto, foi averiguado que eletrodos de diamante microcristalinos
possuiam menor valor comercial, e, a partir disso, eletrodos de diamante dopado
com boro, nitrogénio, metais ou grupos metélicos comegaram a ser extensivamente
utilizados, ja que seu desempenho eletroquimico era superior a outros materiais,
como carbono vitreo, grafite e platina. >°

O diamante se destaca como um dos melhores materiais isolantes da
natureza. No entanto, suas propriedades variam de acordo com a dopagem, assim,
a resposta eletroquimica dos eletrodos de diamante também depende do nivel de
dopagem. Os filmes de diamante possuem propriedades eletrbnicas que variam
desde isolantes em baixas dopagens, para semicondutor ou até mesmo
comportamento semimetalicos em altos niveis de dopagens. Dentre as vantagens
destes eletrodos, pode-se incluir a alta resisténcia a corrosdo; extensa faixa de
potencial de trabalho; alta inércia quimica e eletroquimica; correntes residuais ou de
fundo pequenas, resultando numa excelente raz&o sinal/ruido; reprodutibilidade
eletroquimica. Portanto, o eletrodo de diamante dopado com boro pode ser usado
em areas distintas, como no caso de eletrossintese, tratamento de efluentes e na
eletroanalise. °"®

Uma das vantagens ja mencionadas que pode ser destacada € a extensa
faixa de potencial de trabalho que o EDDB oferece (-1,5 a +3,0 V vs Ag/AgCl), uma
especificidade bastante importante quando comparado com eletrodos convencias,
como carbono vitreo, por exemplo. Portanto, possibilita a investigacdo e estudos de

analitos que possuem potenciais redox muito positivos ou negativos.22 Mediante a
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essa qualidade do EDDB, na literatura encontram-se trabalhos que destacam essa
possibilidade e dentre eles pode-se mencionar a pesquisa reportada por Sartori et al.
. Neste trabalho, foi realizada uma metodologia para a determinagdo de acido
acetilsalicilico, que apresentou um potencial de oxidacdo proximo a 1,8 V em meio
de acido sulfurico 0,01 mol L. Como figuras de méritos obteve-se um limite de
determinagao de 2,0 x 10° mol L™ e foi aplicado em amostras farmacéuticas. *

Neste sentindo, ainda podem ser destacados trabalhos para determinacao
voltamétrica de ramipril (1,2 V) e hidroclorotiazida (1,6 V), ® e também o anti-
hipertensivo enalapril em 1,8 V por sistema de injecdo em fluxo associado com a
técnica de determinacdo amperométrica.

A utilizagdo do EDDB para moléculas com alto potencial de redugdo também
ja é evidenciado, como por exemplo, na metodologia realizada para determinagao do
pesticida atrazina. Neste trabalho, o potencial de reducdo apresentado foi de
aproximadamente -1,1 VV vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") em tamp&o Britton- Robinson
pH 3,0. ¢

Ha dois métodos basicos para a sintese do diamante: aqueles obtidos por alta
pressdao e alta temperatura (do inglés “high-pressure/high-temperature” HPHT),
sendo 0 que mais se identifica ao processo de formacdo do diamante natural e
aqueles obtidos por deposi¢céo quimica a partir da fase de vapor (do inglés "chemical
vapor deposition" CVD), ¢ que, devido & viabilidade econdmica, é o principal método
para sintese de diamante dopado com boro. A condutividade do diamante € obtida
pela dopagem, proveniente do gas B(OCHs); ou BoHs numa concentragéo que varia
entre 10 a 20000 mg L™, fornecendo um material com propriedades semicondutoras
ou semimetalicas, dependendo do teor de boro utilizado. Com o aprimoramento do
método de dopagem dos filmes de diamante por CVD, aumentou-se sua aplicagéo e
somente na década de 90 houve o interesse por estes filmes para aplicagdes
eletroquimicas. %

Na literatura é possivel encontrar exemplos de esquemas simplificados do
mecanismo de crescimento do diamante a partir do radical metila como precursor
pelo método de CVD (Figura 4). Segundo de Barros et al., o esquema se destaca
em quatro etapas: inicialmente o hidrogénio atémico H- retira um dos H ligados ao
carbono superficial (1); na sequéncia outros dois H sao retirados e um radical metila

€ ligado a um dos C disponiveis (2); na terceira etapa, dois C radicalares da
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superficie se ligam e outros 2H sao retirados, formando novos radicais (3); por fim,
na ultima etapa, esses novos radicais se ligam e dao continuidade ao crescimento
de cristais de diamante (4). Esse crescimento € continuo, formando a estrutura em
"cadeia", até que seja interrompido, quando assim a superficie do filme n&o sofrera

mais retiradas de hidrogénio e nem adi¢do do radical metila. *®

Figura 4. Esquema simplificado do mecanismo de crescimento do diamante a partir

do radical metila. 8
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Fonte. Adaptado De barros et al. 2005. 8

No processo da sintese o crescimento do filme acontece a dopagem e o boro
€ preferencialmente utilizado nas sinteses de dopagem do diamante por possuir trés
elétrons na sua camada de valéncia e por ser um atomo pequeno, tendendo a doar
os elétrons ao carbono do diamante. O material resultante possui propriedades
semicondutoras tipo-p, reduzindo o band-gap, que € a energia necessaria para que
o elétron passe para a banda de conduc&o.”

A etapa de pré-tratamento eletroquimico do eletrodo de diamante é muito
importante, pois € realizada para se obter afinidade com diversos analitos. Essa

afinidade depende da terminagdo na superficie do eletrodo, ou seja, a terminacao
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em hidrogénio apresenta um eletrodo com caracteristicas hidrofobicas e de alta
condutividade (pré-tratamento catdédico). A terminacao superficial em oxigénio possui
caracteristicas hidrofilicas (pré-tratamento anddico). Essas terminagdes superficiais
do eletrodo provém do processo de pré-tratamento eletroquimico, acontecendo
assim a reducdo de agua para terminagbes em hidrogénio ou oxidagdo para

terminagdes em oxigénio ’', como exemplificado pela figura 5.

Figura 5. Exemplo de terminagéo superficial do EDDB.

A g

Pré tratamento anddico Pré tratamento catddico

| ik

Fonte. Proprio autor.

O estudo da importancia do pré-tratamento anddico (PTA) e pré-tratamento
catédico (PTC) para moléculas diversas foi evidenciado no trabalho de Oliveira et al.
e dentre as moléculas estudas estdo guanina, adenina, citosina, timina e 8-
oxoguanina. Neste trabalho foi possivel observar a influéncia do pré-tratamento na
superficie do EDDB e quanto ele interfere nos potenciais de oxidacdo e na
magnitude de corrente dos analitos.”

O pré-tratamento na superficie do EDDB geralmente é realizado em solugao
de HySO,4 durante um tempo e sob uma corrente (catddica ou anddica). O acido
sulfurico geralmente € o mais empregado, pois no tratamento de redugado contribui
na taxa de reacdo na superficie do eletrodo, favorecendo a produgcdo de H; e
aumentando a taxa de complexo boro-hidrogénio. Ja na oxidacdo superficial do
EDDB, o pré-tratamento faz com que as terminagbes em hidrogénio sejam
convertidas em terminacbes de oxigénio, isso se deve a transformagédo que
provavelmente ocorre por uma presenca de camada adsorvida durante a oxidagao

de moléculas de agua, formando radicais hidroxilas sobre a superficie do eletrodo. "
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Na literatura € possivel encontrar uma quantidade de trabalhos que abordam
a comparacao entre PTC e PTA. Recentemente, Broscenschi et al. realizaram um
estudo comparando a reversibilidade de KsFe(CN)s e a variagdo da intensidade de
corrente da molécula de acido ascérbico (AA). Segundo dados apresentados pelos
autores, com o PTC sobre a superficie do EDDB a magnitude de corrente foi
superior para AA, quando comparado com o PTA. ™

No trabalho de Granger et al. foi observado que a reversibilidade do
KsFe(CN)s ocorre quando a terminacdo € catddica (hidrogénio), supondo que em
superficies em oxigénio (anddica) possui as interagdes bloqueadas. Entretanto,
segundo relatos dos autores, pouco sabe-se sobre o diamante terminado em
oxigénio ou o quanto os oxidos formados afetam a taxa de transferéncia de elétrons.
74

Em outro trabalho, estudos de voltametria ciclica mostram que a
reversibilidade do K4sFe(CN)s e do ferroceno em solugdes aquosas sdo mais bem
definidas quando o pré-tratamento é catddico. Além disso, é relatado que a
resistividade de um elemento de alta frequéncia diminui de 300 para 4 Q cm?,
indicando que esses efeitos podem estar relacionados a uma camada passiva na
superficie do EDDB. ™"

O efeito do pré-tratamento para o estudo redox de Fe(CN)s “* também foi
reportado por Salazar-Banda et al. . Neste estudo é evidenciada uma maior
reversibilidade no sistema quando realizado o PTC sob a superficie do EDDB,
entretanto, é identificado que depois de um certo tempo desse pré-tratamento a
reversibilidade é diminuida, indicando que os locais terminados em hidrogénio
desempenham um papel importante na resposta eletroquimica. Portanto, a
diminuicdo da resposta e da repetibilidade esta correlacionada com a perda de H
superficial, o que justifica a diminuicdo progressiva da taxa de elétrons. 2

O desempenho satisfatério do EDDB pré-tratado catodicamente ja foi
bastante evidenciado em trabalhos reportados na literatura na determinagcao de
diversos analitos. Dentre eles, a determinacao simultanea de paracetamol e cafeina
em amostras farmacéuticas, rendendo limites de deteccédo de 4,90 x 107 e 3,50 x 10°
® mol L™, respectivamente. "° Com o mesmo pré-tratamento sob o EDDB encontram-
se na literatura trabalho para a determinacdo de bisfenol A "®, o que evidéncia o

desempenho satisfatorio deste eletrodo para diversas moléculas.
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Além disso, o EDDB sob o PTC também foi evidenciado em estudos
eletroanaliticos na determinacdo de anti-hipertensivos, como trabalho desenvolvido
para a determinacdo de propanolol e atenolol, apresentando baixos limites de
deteccao, além de um fator de recuperacao proximo de 100% quando aplicados em
amostras farmacéuticas. /* Outros trabalhos voltamétricos podem ser destacados
em formulagdes farmacéuticas, dentre eles a determinacao simultanea dos farmacos
paracetamol, cafeina e orfenadrina, % besilato de anlodipino e atenolol,’® besilato de
anlodipino e valsartana,’® entre outros apresentados na literatura.®

Estudos com o pré-tratamento anddico mostram que a polarizagédo da
superficie do eletrodo pode aumentar o rendimento da cinética da transferéncia de
elétrons. ' No trabalho de Santos et al. 8 foi estudada a determinacdo dos anti-
hipertensivos hidroclorotiazida e losartana por EDDB pré-tratado anddicamente,
possibilitando a determinagao destes farmacos em formulagdes farmacéuticas.

Mediante o exposto, o desempenho do pré-tratamento na superficie do
eletrodo de diamante dopado com boro se faz necessario, pois possibilita maior
detectabilidade para os analitos, além de gerar resultados confidveis e reprodutivos.
Ademais, pode-se concluir que a terminagédo, apesar de ser predominantemente
catddica, depende do analito em questdo. Entretanto, estudos ainda ndo comprovam

a real interacéo entre os diversos analitos de estudo e as terminagdes do EDDB.
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CAPITULO 1

DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE AMITRIPTILINA EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS COM EMPREGO DE ELETRODO
DE DIAMANTE DOPADO COM BORO PRE-TRATADO

CATODICAMENTE
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1. 2- Objetivo Geral

O Capitulo 1 desta tese tem como objetivo geral avaliar o desempenho do
eletrodo de diamante dopado com boro na determinagdo voltamétrica do

antidepressivo amitriptilina em medicamentos.

1. 2. 1- Objetivos especificos

°Estudar o perfil voltamétrico da amitrptilina frente aos eletrodos de DDB e
CV..

®Estudar o efeito do eletrélito, influéncia da velocidade de varredura no

processo de oxidagao e a determinagao do coeficiente de difusdo da molécula.

®QOtimizar os parametros das técnicas voltamétricas de pulso diferencial e

onda quadrada para amitriptilina e determinagao das figuras de mérito.

®Aplicacao do método em medicamentos

®Avaliar a exatiddo do método de amitriptilina usando espectrofotometria UV-
VIS
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1. 3- PARTE EXPERIMENTAL

1. 3. 1- Reagentes e solucdes

Cloridrato de amitriptilina (= 98%, Sigma-Aldrich, Italia) e acido sulfurico
(Merck, 95-97%). Todas as solugdes foram preparadas em agua deionizada em
sistema de purificagao Milli-Q (Millipore, Brasil) com resistividade superior a 18 MQ
cm. As amostras farmacéuticas (comprimidos) foram adquiridas em farmacias
comercias locais contendo no rétulo 25 mg (Medley®, EMS®, Teuto®, Eurofarma®) e
75 mg (Amytri®) do principio ativo por comprimido. A solugcdo tampao fosfato foi
preparada a partir da dissolugdo de seu sal (NaH,PO4 99-102 %, Merck, Darmstadt,
Alemanha) e ajustado o pH para os valores desejados com 1,0 mol L™ de HCI. As

solucdes estoques de AMT foram preparadas em acido sulfirico 0,1 mol L.

1. 3. 2- Instrumentacgéo

As medidas eletroquimicas foram realizadas num potenciostato/galvanostato
modelo PGSTAT101 da Autolab com o emprego de uma célula eletroquimica de trés
eletrodos, como ilustrado na Figura 1.1. O eletrodo de Ag/AgCl (3,0 mol L") foi
empregado como referéncia (azul), uma espiral de fio de platina como eletrodo

auxiliar (preto) e o eletrodo trabalho (preto)

Figura 1. 1. Representacao da célula eletroquimica utilizada nos experimentos.

Fonte. Arquivo pessoal.



44

O filme de diamante dopado com 8000 ppm de boro foi obtido da Adamant
(Suica). O EDDB foi preparado soldando a base de silicio do filme de DDB (que
contém uma fina camada de ouro) na extremidade de uma haste contendo cobre
(placa de circuito eletrénico) de 10 cm de comprimento, 0,5 cm de largura e 0,1 cm
de espessura, sendo isolado com resina epoxi (Araldite®), para que somente a
superficie do filme de DDB ficasse exposta para as medidas eletroquimicas,
apresentando dessa forma, uma area geométrica de 0,24 cm?, como apresentado na

Figura 1.2.

Figura 1. 2. Imagem do EDDB empregado nas determinag¢des voltamétricas.

Filme de diamante dopado com boro

Contato elétrico (liga estanho/chumbo)

Camadade Cobre

Isolamento do eletrodo com resina epoxi araldite

Fonte: Arquivo pessoal

No inicio de cada dia de trabalho foi realizado o pré-tratamento do EDDB em
uma solugdo de HS04 0,50 mol L™ consistindo inicialmente em um pré-tratamento
anddico 0,5 A cm? durante 30s e o catddico -0,5 A cm? durante 120s em um
potenciostato MQPG-01 (Microquimica).

Para os ensaios realizados em medidas espectrofotométricas, foi utilizado um
equipamento Perkin-Elmer do modelo Lambda 25A. Nestas analises foi

utilizada uma cubeta de um centimetro de comprimento 6ptico, num comprimento de
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onda de 239 nm. Para o preparo de amostra e para o ajuste do branco, utilizou-se

acido cloridrico 0,1 mol L™,

1. 3. 3- Preparo das amostras

Foram obtidas cinco amostras de medicamentos comerciais (I-V) de AMT, em
que 10 comprimidos de cada embalagem foram macerados até formar um pé fino e
homogeneizado. Uma quantidade apropriada do comprimido foi dissolvida em acido
sulfarico 0,50 mol L™ por meio de agitacdo manual de 10 minutos e posteriormente a
solugao foi filtrada usando papel qualitativo.®

A solugdo foi transferida para um baldo volumétrico cujo volume foi
completado até 25,00 mL. Uma aliquota de 0,10 mL do sobrenadante foi ent&o
transferida para a célula eletroquimica e o volume foi completado até 10,00 mL com
acido sulfurico em 0,10 mol L. Estas solugdes de concentragéo de 40,00 pmol L
foram analisadas pela metodologia voltamétrica, a partir dos parametros otimizados
da técnica de voltametria de pulso diferencia (VPD).

O procedimento adotado como método de referéncia foi baseado em medidas
espectrofotométricas na regidao UV, conforme preconizado pela Farmacopeia
Brasileira 5° edic;e"lo.8 Para tanto, 20 comprimidos foram pulverizados e 10 mg foram
transferidos para um baldo volumétrico de 100,00 mL contendo 75,00 mL de acido
cloridrico 0,10 mol L. Posteriormente, a mistura foi agitada manualmente por 15
minutos, inserida num banho ultrassdnico, mantida por mais 15 minutos e o volume
do baldo volumétrico completado com &cido cloridrico 0,10 mol L™. A mistura foi
filtrada (membrana 0,22 ym) e 5,00 mL foram transferidos para um baldo de 50,00
mL, cujo volume foi completado com &cido cloridrico 0,10 mol L™. Uma aliquota da
amostra foi inserida na cubeta e analisada em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 239 nm.
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1. 4- RESULTADOS E DISCUSSAO

1. 4. 1- Estudo eletroquimico de AMT

Inicialmente, o comportamento voltamétrico para a AMT foi estudado em
solugdo de H,SO, 0,10 mol L' empregando a técnica de voltametria ciclica numa
varredura de potencial direto de 1,0a 1,5V e inversode 1,5a 1,0 V. Na Figura 1.3 A
€ possivel observar o perfil voltamétrico da oxidagdo eletroquimica da AMT (0,22
mmol L") sobre o EDDB pré-tratado catodicamente. De acordo com o
voltamograma, observou-se que a AMT apresenta um pico de oxidagao bem definido
em torno de 1,35 V, sem a presenga de algum pico de redug&o, mostrando que o
processo para este sistema € irreversivel. Na literatura é relatado que a utilizacéo de
acido sulfurico facilita a oxidagdo da AMT, resultando na formacédo de um cation

radicalar. &

Figura 1.3. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB pré-tratado
catodicamente: (a) H2SO,4 0,10 mol L' e (b) AMT 0,22 mmol L™, velocidade de
varredura 50 mV s”'. (B) Voltamograma ciclicos empregando EDDB pré-tratado

catodicamente e (C) ECV: velocidade de varredura 50 mV s™.
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Com intuito de ressaltar o desempenho eletroanalitico do EDDB na oxidagao
da AMT, foi realizado um ensaio com um eletrodo de carbono vitreo comercial
(ECV). De acordo com o apresentado na Figura 1.3 B e C, neste experimento é
possivel observar que a utilizacdo do EDDB é vantajosa em relagdo ao ECV,
considerando um aumento consideravel na magnitude de corrente, uma vez que,
neste eletrodo, a corrente capacitiva observada foi substancialmente grande,
prejudicando a resolugdo do pico de oxidagdo da AMT. Este comportamento é

explicado pelo elevado potencial utilizado.
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Em outro estudo, o efeito do pré-tratamento do EDDB na presenga de AMT foi
investigado, uma vez que o desempenho eletroquimico deste eletrodo € dependente

de sua terminacéo superficial (oxigénio ou hidrogénio),

como ja mencionado na
secado 1.3. Na Figura 1.4 sdo mostrados os voltamogramas ciclicos para a AMT

obtidos com o EDDB, pré-tratados anddica e catodicamente.

Figura 1.4. Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB com diferentes pré-
tratamentos: (a) pré-tratamento anddico e (b) pré-tratamento catédico em AMT 0,22

mmol L™, H,S0, 0,10 mol L™, velocidade de varredura de 50 mV s™.
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Observou-se que o efeito da terminagcao da superficie em hidrogénio (PTC)
apresentou um perfil voltamétrico mais bem definido, com menor potencial de
oxidagéo (1,37 V) e também maior repetibilidade entre as medidas, selecionando-o
para a determinagcdo de AMT nos proximos experimentos. A terminacao superficial
do EDDB, bem como seu pré-tratamento, ja foi investigada na literatura. Suffredini et

al.

relatou que o pré-tratamento catddico diminui o limite de detecgao
eletroanalitico para moléculas organicas, além de garantir resultados confiaveis e
reprodutiveis. Essas condigcdes para o EDDB sao relatadas em recentes trabalhos
para quantificacbes de moléculas organicas em formulagdes farmacéuticas, como ja
apresentados na secéo 1.1. &80

O efeito do tempo de duracdo do pré-tratamento catddico aplicado sob a

superficie do EDDB também foi investigado, nos tempos de 120, 150 e 180 s. Nesse
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estudo, foi possivel avaliar que o tempo de 120 s garante melhor resposta tanto em
termos de definicdo de perfil voltamétrico como de repetibilidade entre as medidas
para a determinacdo de AMT. Este pré-tratamento foi realizado uma vez ao dia,
antes de iniciar as medidas voltamétricas, sendo precedido pelo pré-tratamento
anddico, para garantir a limpeza da superficie do eletrodo e estabilidade entre as
medidas.

Cabe enfatizar que com o emprego deste eletrodo ndo houve necessidade de
limpeza ou renovagéo da superficie entre as medidas, realizando-se varias medidas
ao longo do dia de trabalho, sem a necessidade de efetuar um novo pré-tratamento,
garantindo simplicidade no desenvolvimento da metodologia analitica.

A fim de propor o mecanismo de oxidagdo da molécula, empregou-se o
voltamograma obtido para a AMT em solugédo de acido sulfurico (Figura 1.3 A) e a
equacdo E, — Epp = 47,7/an,®* em que E, e E,» é o potencial de oxidagdo e o
potencial de meia onda, respectivamente, a & o coeficiente de transferéncia (0,5
para sistemas irreversiveis em moléculas organicas)® e n é o nimero de elétrons
transferidos. Calculou-se o numero de elétrons transferidos no processo de oxidagao
da AMT sobre o EDDB pré-tratado catodicamente. Sendo E, = 1,35 V e Epp = 1,25
V, n foi calculado como 0,95, indicando que a oxidagao da AMT envolve um elétron.

Na Figura 1.5 é apresentado o mecanismo de oxidagao proposto para a AMT,
no qual ha perda de um elétron na oxidagado do atomo de nitrogénio do grupo amina,
resultando na formacado de um cation radical, facilitado pelo acido sulfurico, que é
conhecido por ser um agente oxidante capaz de gerar cations radicalares de
trialquilaminas.®® E importante mencionar que o mecanismo proposto também tem
sido reportado para oxidac&o eletroquimica de aminas alifaticas.®® Cabe citar que os
resultados relativos ao efeito do pH no processo de oxidacdo da AMT, que serao
mostrados posteriormente, também dardo suporte a este tipo de mecanismo

proposto. 2’
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Figura 1.5. Mecanismo proposto para eletro-oxidagdo de AMT em solucdo de acido

sulfurico com EDDB pré-tratado catodicamente.

Fonte: proprio autor.

1. 4. 2- Estudo do efeito da concentracao e tipo de eletrdlito suporte

Inicialmente, investigou-se o efeito da influéncia da concentracdo do acido
sulfurico na determinagao de AMT, numa faixa de concentragao de 0,0001 mol L' a
0,10 mol L™ . De acordo com os voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 1.
6. A, observa-se uma diminui¢ao da corrente de oxidacdo da AMT com o decréscimo
da concentracido do H,SO4, bem como deslocamento dos potenciais de oxidagao da
AMT para valores mais positivos.

Utilizando o &cido sulfarico 0,10 mol L™ como eletrdlito suporte, obteve-se
maior intensidade de corrente e menor potencial de oxidagdo para a AMT,
selecionando-o para os estudos posteriores. Estes resultados apresentados indicam
que pode ocorrer interagao eletrostatica do farmaco carregado positivamente em
meio acido (pKa 9,4) com o sulfato adsorvido sobre a superficie do eletrodo pré-
tratado catodicamente, sobretudo em meio acido mais concentrado, facilitando o

processo de transferéncia de elétron.
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Figura 1. 6. Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB pré-tratado
catodicamente em solugdo de AMT 0,22 mmol L™ (A) em diferentes concentragdes
de &cido sulfurico: (a) 0,0001 mol L™, (b) 0,001 mol L™, (c) 0,01 mol L™, (d) 0,10 mol
L™. (B) Influéncia do pH na determinagdo de AMT (a) H,SO4 0,10 mol L™, (b) HNO;

0,10 mol L™ (c) pH 4,0, (d) pH 5,0, (e) pH 6,0, (f) pH 7,0 em solugdo de tamp&o
fosfato 0,10 mol L.

30 -

N
o
1

Corrente (nA)

01 ——— A)
1,0 1,2 1.4 1.6 1.8
E(V) vs Ag/AgCI

Corrente (nA)

10+

(B)
1.2 14 16 18
E(V) vs Ag/AgCI

Também foi avaliado em outro estudo a resposta voltamétrica obtida para a
oxidagdo da AMT em solucdo de &cido sulfirico 0,10 mol L' comparada com

aquelas obtidas em solugdo de tampao fosfato 0,10 mol L' em diferentes valores de
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pH, numa faixa de 4,0 a 7,0 e em &cido nitrico 0,10 mol L™ (Figura 1.6. B). Neste
experimento é possivel destacar que com o aumento do pH ha deslocamento dos
potenciais de oxidag&o para valores mais positivos e uma diminui¢do da intensidade
da corrente, sendo que em pH 7,0 ndo se observa pico de oxidagdo. Estes
resultados corroboram o mecanismo proposto com a perda de um elétron e a
formagao de um cation radicalar, mas diferem do mecanismo proposto por Toledo et
al."®, no qual ocorre a perda de um elétron do atomo C16 da cadeia alifatica da
molécula e a saida de um proton do atomo C17, com maior densidade de carga
negativa.

Esta diferenga nos mecanismos pode ser atribuida, conforme ja mencionado,
ao efeito do acido sulfurico no meio que facilita a oxidagcdo da AMT protonada. Em
relagdo ao acido nitrico observou-se que o potencial de oxidagdo da AMT foi
préximo as medidas realizadas em acido sulfurico, no entanto, com magnitude de
corrente inferior. Assim sendo, adotou-se para os posteriores estudos a solugdo de

acido sulfarico 0,10 mol L' como eletrdlito suporte.

1. 4. 3- Estudos da velocidade de varredura e da sua influencia no processo de
oxidacdo da AMT

O estudo do efeito da velocidade de varredura no comportamento
voltamétrico do antidepressivo AMT, foi realizado utilizando como eletrodo de
trabalho o EDDB, na presencga do eletrdlito suporte acido sulfirico 0,10 mol L™, com
0 objetivo identificar se o transporte de massa € realizado por processo de difusao
ou de adsorcédo da AMT na superficie do EDDB pré-tratado catodicamente.

Para tanto, na Figura 1.7 A sdo apresentados os voltamogramas de AMT em
concentracdo de 0,22 mmol L™ em diferentes velocidades de varredura (30 a 310
mV 3'1). Neste estudo é possivel constatar que o potencial de oxidagdo da AMT
desloca para valores mais positivos com o aumento da velocidade de varredura,
indicando caracteristicas de um processo irreversivel. Pode-se notar também que a
intensidade de pico anddico varia linearmente com a raiz quadrada da velocidade de
varredura (inserido na Figura 1.7 A), descrita pela equagdo lpa = 5,9 x 107 + 4,7
x10° v'? (r =10,996), indicando que o processo de oxidagdo é controlado por difusdo

das espécies a superficie do EDDB.
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Além disso, foi observada a dependéncia linear do logaritmo da intensidade
de corrente anddica pelo logaritmo da velocidade de varredura, Figura 1. 7 B, com
um coeficiente angular de 0,53, um valor muito proximo do estimado pela literatura

(0,50) para sistemas controlados por difusgo.®’

Figura 1. 7. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB pré-tratado
catodicamente em solugdo de H,SO, 0,10 mol L™ contendo AMT 0,22 mmol L™ em
diferentes velocidades de varredura, de 30 a 310 mV s™'. Inserido: dependéncia da

linear da corrente anddica com v'2, (B) Dependéncia do log da corrente anddica com
log v para AMT.
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Em outro estudo, o coeficiente de difusdo da AMT foi determinado
experimentalmente, empregando-se a técnica de cronoamperometria, em um tempo
de 60 s e fixando um potencial de 1,35 V. Neste experimento variou-se a
concentracdo de AMT de 25,20 a 198,00 umol L™ como apresentado na Figura 1. 8

A. Para esse calculo foi utilizada a equagao de Cottrell (Eq. 1) 3

nFAC,D,"’
= (Fa- )

onde n (numero de elétrons) = 1 (calculado anteriormente), F € a constante de
Faraday (96500 C), A é a area efetiva do eletrodo (0,085 cm?), D, & o coeficiente de
difusdo (cm? s™) e C, é a concentracdo (mol cm™). Foram construidos graficos de |
(WA) vs t"2 (s"?) para as diferentes concentragdes de AMT (Figura 1. 8 B), cujo
coeficiente angular de cada equagdo de reta foi utilizado para o calculo do
coeficiente de difusdo, encontrando-se coeficiente de difusdo médio para AMT de
4,14x10° cm®s™.
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Figura 1. 8. (A) Cronoamperograma de Ipa (uA) vs tempo (s) empregando EDDB
pré-tratado catodicamente em solucdo de H,SO, 0,10 mol L™ contendo AMT em
diferentes concentragdes (25,20 umol L™ a 198,20 pmol L™); t =60 s e Ea = 1,35 V.
(B) Correlacdo de Ipa (uA) vs t'2 obtidos dos cronoamperogramas variando
concentracdes de 25,20 umol L™ a 198,20 pmol L' de AMT.
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1. 4. 4- Escolha da técnica analitica e validacdo do método proposto para
determinacdo de AMT

Para a determinacdo de AMT e suas figuras de mérito, foram empregadas
duas técnicas de pulso, as de voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de
onda quadrada (VOQ). A influéncia dos parametros da VPD sobre a intensidade de
corrente e potencial de oxidagao da AMT foi investigada, sendo eles, o tempo de
modulacdo (t): 5 — 95 ms, a velocidade de varredura (v): 20 — 130 mV s™ e a
amplitude de pulso (a): 30 — 130 mV. Os valores selecionados foram: t =5 ms, v =
70mVs'ea=120mV.

Para a técnica de VOQ, os parametros e respectivas faixas investigadas
foram: frequéncia (f): 10 — 200 Hz, amplitude (a): 10 — 100 mV e incremento de
varredura (AE): 1 — 7 mV. Os valores selecionados foram: f = 120 Hz, a =40 mV e
AE = 4 mV. Esses estudos foram realizados em solucdo de H,SO, 0,10 mol L™
contendo AMT numa concentragcédo de 30,00 umol L.

Os parametros experimentais otimizados foram utilizados para a construgao
das curvas analiticas empregando o EDDB pré-tratado catodicamente. As figuras de
mérito do desempenho analitico para ambas as técnicas VPD e VOQ estao reunidos
na Tabela 1.1. Por meio da analise da tabela pode-se notar que os melhores
resultados em termos de sensibilidade e limite de deteccdo foram obtidos

empregando a VPD, justificando a escolha desta técnica para determinagdo de AMT.

Tabela 1.1. Parametros analiticos para a determinacédo voltamétrica de AMT por
VPD e VOQ, usando EDDB pré-tratado catodicamente.

VPD vVOQ
Faixa Linear (umol L) 1,05 -92,60 20,00 - 200,00
Sensibilidade (WA mol™ L) 0,57 0,21
Coeficiente de correlagao (r) 0,998 0,998

Limite de deteccdo (umol L) 0,52 12,40
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Na Figura 1. 9 A é apresentado os voltamogramas de pulso diferencial obtidos
por sucessivas adicdes de AMT em solugdo de H,SO4 0,10 mol L. Observa-se
linearidade na faixa de concentragdo de 1,05 a 92,60 pmol L, descrita pela
equagao l,, = 0,57 ¢ + 5,01 x 10 (r=0,998), onde l,a € a corrente anodica em pmol
L™ e ¢ a concentracdo de AMT (Figura 1.9 B). Os valores calculados de limite de
deteccdo (3 Sb/m) e limite de quantificagdo (10 Sb/m) foram 0,52 umol L™ e 1,75
umol L™ respectivamente, de acordo com as recomendacées da IUPAC, ® onde Sb
€ o desvio padrdo de 10 leituras do branco € m é o coeficiente angular
(sensibilidade) da curva analitica. Os voltamogramas de onda quadrada também
obtidos por adicdes sucessivas de AMT em H,SO4 0,10 mol L™ sdo mostrados na
Figura 1.9 C. Para esta técnica, a faixa linear foi de 20,00 a 200,00 ymol L™ com

equagao l,s = 0,21 c - 8,85 x 107 (r = 0,998), como mostra a Figura 1.9 D.

Figura 1.9. (A) Voltamograma de Pulso Diferencial empregando EDDB com pré-
tratamento catddico em H,SO,4 (0,10 mol L™), variando a concentracdo de AMT em
1,05 umol L a 92,60 pmol L. Tempo de modulacio 5 ms; Velocidade de
varredura 70 mV s™'; Amplitude de pulso 120 mV. (B) Correlagdo de Ipa vs [AMT] ,LD
de 0,52 pmol L' (Sb/N = 3) (C) Voltamograma de onda quadrada empregando
EDDB com pré-tratamento catédico em H,SO4; (0,10 mol L™), variando a
concentracido de AMT em 20,00 pmol L™ a 200,00 ymol L™. Frequéncia 120 Hz;
Incremento de varredura 4 mV; Amplitude de pulso 40 mV. .(D) Correlagéo de Ipa vs
[AMT] ,LD de 12,40 umol L (Sb/N = 3).
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Em comparagdo com outros trabalhos apresentados na literatura, na Tabela

1.2 estdo reunidos alguns parametros analiticos obtidos a partir de métodos

eletroanaliticos desenvolvidos para determinacdo de AMT. Observa-se que em

comparagao com os referenciados, o método proposto apresenta satisfatorio limite

de deteccgéao e simplicidade por ndo requerer modificagéo do eletrodo.

Tabela 1.2. Comparagao do método proposto com outros métodos eletroquimicos

reportados na literatura.

Técnical/sensor Curva de LD Aplicagdo em Referéncia
o calibracdo amostras
voltamétrico (umol L™)
(umol L™
FIA com deteccao
potenciométrica/ Eletrodos B _
50,0-10000 Nao Formulacéo 14
de filme de AMT e . _
informado  farmacéutica
fosfomolibidato de AMT em
PVC
Voltametria/EPC 1-100 Nao Formulagao 18
modificado com poli (N- informado  farmacéutica
vinilimidazol)
Voltametria/ grafite 14,9-87,40 N&o N&o aplicado 16
modificado com poliuretano informado  em amostras
reais
Voltametria/sensor 10,00-80,00 0,12 Formulagdes 19
composto por farmacéuticas
grafite/SiOzlAlzoglNb205/D
NA
Formulagdes
Voltametria/ EPNTC 0,0-30,00 1,61 o 21
farmacéuticas
Voltametria/ EDDB 1,05-92,60 0,52 Formulagdes Este
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farmacéuticas trabalho

LD= limite de detecgao; FIA= Analise de injecdo em fluxo; EPNTC= Eletrodo de

pasta de nanotubos de carbono.

Posteriormente a precisao intra e inter-dia do método foi avaliada através de
repeticdes de analises (n = 6), em solugdo de AMT de trés diferentes concentragoes,
cujos valores encontram-se dentro da faixa linear da curva analitica, abrangendo
valores baixos (5,20 pmol L"), valores médios (48,50 umol L™) e valores altos (84,10
pmol L'1). Na Tabela 1.3 pode ser observado os resultados obtidos da preciséo intra-
dia e inter-dia para todas essas concentragdes. Nota-se que o desvio padrao relativo
para as medidas intra-dia variou de 0,25 até 0,86 %, enquanto a precisao inter-dia

obteve uma variacdo de 1,07 até 2,85 %. &

Tabela 1.3. Precisdo e exatiddo do método para a determinagdo de amitriptilina
(AMT) utilizando EDDB com PTC.

Paréametro Dia Concentragdes (umol L)
Concentragao nominal 5,20 48,50 84,10
Concentracao analisada 1 5,10 48,60 82,90
(n=6) 2 5,12 48,30 83,10
Precisao (desvio padrao 1 0, 80 0, 25 0, 50
relativo, %) 2 0, 86 0,33 0, 51
Exatidao (Erro relativo, %) 1 -1, 92 0, 21 -1,43
2 -1, 54 -0, 41 -1,19

Entre dias (n=2)

Concentracao analisada 5,10 48,45 83,00
Precisao (desvio padréo relativo, %) 2,85 2,18 1,07
Exatidao (Erro relativo, %) -1,92 -0,10 -1,30

Foram avaliados como possiveis interferentes os excipientes usualmente
presentes nas formulagdes farmacéuticas comerciais (estereato de magnésio,
fosfato de calcio, didxido de silicio, talco, didxido de titénio e lactose monoidratada)

contendo como principio ativo a AMT. Nenhum destes excipientes avaliados
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apresentou eletroatividade no EDDB na janela de potencial de trabalho, mesmo em
concentracdes trés vezes maiores que a AMT, revelando a seletividade do método

para aplicacdo em formulacédo farmacéutica contendo AMT.

1. 4. 5- Aplicacdo do método em formulacdes farmacéuticas

Na Tabela 1. 4 foram apresentados os resultados obtidos na analise de
diferentes amostras empregando o método proposto em comparagdo ao meétodo
espectrofotométrico descrito pela Farmacopéia Brasileira. Neste estudo método
proposto foi aplicado em cinco medicamentos de diferentes procedéncias comercias
(I a V). Os resultados obtidos entre os métodos foram comparados por meio do teste
t pareado ao nivel de confianga de 95%. O valor t calculado (2,67) foi menor que o
valor tabelado (2,77) mostrando nao haver diferengas entre o método proposto e o
método de referéncia, o que confirma a exatiddo da aplicagdo do método em
formulacbes farmacéuticas visando a determinacdo de AMT. Ademais, a curva por
espectrofotdbmetro foi de Abs= 0,045 ¢ + 0,0198 (r= 0,997), obtendo uma menor

detectabilidade quando comparado com a curva analitica voltamétrica.
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Tabela 1. 4. Determinacao de amitriptilina (AMT) em formulagdes farmacéuticas pelo

método voltamétrico de pulso diferencial (VPD), usando EDDB com pré-tratamento

catodico, e pelo método espectroscopico de referéncia.

Quantidade

Método de
declarada pelo Método VPD* Er1 Er2

Amostras . o referéncia*
fabricante (mg/comprimido) o (%) (%)

o (mg/comprimido)
(mg/comprimido)

I 75 75,2+0,7 70,60,2 6,5 0,3
Il 25 24,9+0,2 24,3104 2,3 -0,5
1] 25 25,1+0,3 23,301 7,9 0,4
v 25 25,3+1 1 23,6+0,3 7.1 1,1
Vv 25 24,3+0,5 23,3+0,1 4.1 -2,8

valor de t calculado=2,67; valor de t tabelado 2,78, com 95% de confianca

Erq = sensor vs método referencia; Er, = sensor vs valor do rétulo

* média aritimética de 3 medidas/amostra.
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CONCLUSAO

A determinacdo de AMT utilizando EDDB com preé-tratamento catodico foi
realizada com sucesso em medicamentos de dosagens diferentes. Foi constatada
auséncia de eletroatividade de AMT no EDDB em pH 7,0 tampao fosfato. No
entanto, com emprego de H,SO4 0,1 mol L' como eletrdlito suporte, observou-se
significativo aumento na corrente de pico anddico e deslocamento do potencial de
pico para valores menos positivos, confirmando o efeito do H,SO4 na eletro-oxidagao
da AMT.

Além disso, em comparagdao com um eletrodo comercial de carbono vitreo, o
EDDB apresentou um desempenho superior em relagdo a magnitude de corrente.
Para tanto, o método de VPD desenvolvido apresentou baixo limite de deteccao de
0,52 pmol L, satisfatéria precisdo intra e inter-dia e maior simplicidade quando
comparado a outros métodos eletroanaliticos desenvolvidos para determinacéo de
AMT. Além disso, utilizando o EDDB nao ha necessidade de limpeza ou renovagao

da superficie eletrédica.
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Capitulo 2

DETERMINACAO SIMULTANEA DOS HERBICIDAS DIURON, 2,4-D E
TEBUTIURON COM ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM

BORO APOS ETAPA DE PRE-CONCENTRACAO EM FASE SOLIDA
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2. 1- Objetivo Geral

O Capitulo 2 tem como objetivo geral avaliar o desenvolvimento de um novo
meétodo eletroanalitico para determinacdo simultanea dos herbicidas DI, 2,4-D e TB
em amostras de aguas com EDDB pré-tratado catodicamente associado a pré-
concentracao por extracdao em fase solida utilizando um polimero de polivinilimidazol

(PVI) reticulado com trimetilpropano trimetacrilato como adsorvente

2. 1. 1- Objetivos especificos

® Estudar o perfil voltamétrico dos herbicidas individualmente por voltametria
ciclica.

® Avaliar o tipo de pré-tratamento para determinagao simultanea, estudo do
efeito do eletrdlito, da influéncia da velocidade de varredura no processo de
oxidacao e do coeficiente de difusdo dos trés herbicidas.

® QOtimizar os parametros da técnica voltamétrica de pulso diferencial
univariado e pela matriz de Doehlert e determinacédo das figuras de mérito com o
EDDB.

® Avaliar a presenca de interferentes.

® Avaliar os parametros de pré-concentracdo dos herbicidas empregado o
polimero poli(vinilimidazol) como adsorvente e determinagédo das figuras de mérito
com a inserg¢ao da extragao em fase solida.

® Avaliar da exatiddo do método voltamétrico para o diuron, 2,4-D e tebutiuron
usando como método de referéncia a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

® Aplicar o método em amostras de agua proximas a cultivos de cana-de-

acgucar.

2. 2- PARTE EXPERIMENTAL
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2. 2. 1- Reagentes e solugdes

Os herbicidas diuron, 2,4-D, tebuthiuron, ametrin, hexazinona, imazetapir,
glifosato, imazetapique, picoxistrabina e carbendazin foram cedidos pela Makhteshin
Agan (98-100%) e as solugbes estoques foram preparadas em alcool etilico
absoluto (Synth). O acido humico (Sigma- Aldrich) foi dissolvido em uma solugao de
1,00 mol L' de KOH. Acido sulfurico (Merck, 95-97%) e as outras solucdes foram
preparadas com agua deionizada em sistema de purificagao Milli-Q (Millipore, Brasil)

com resistividade superior a 18 MQ cm.

2. 2. 2- Instrumentacgéo

As medidas eletroquimicas foram realizadas por um
potenciostato/galvanostato da Echo Chemie (PGSTAT101) em uma célula
convencional de trés eletrodos. O eletrodo de referéncia foi Ag/AgCl (KCl 3,00 mol L
1), um espiral de fio de platina como eletrodo auxiliar e de trabalho o EDDB (8000
ppm de boro, area geométrica de 0,24 cm?; produzido pela Adamant, Suica).

No inicio de cada dia de trabalho foi realizado o pré-tratamento eletroquimico
do EDDB em uma solugdo de H,SO4 0,50 mol L constituido de pré-tratamento
anddico 0,5 A cm? durante 30s e atddico -0,5 A cm™ durante 120s em um
potenciostato MQPG-01 (Microquimica).

Para exatidao do método utilizou-se um cromatdografo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu LC-20AD/T LPGE KIT com um detector de arranjo de diodos (Tokyo,
Japan), equipado com coluna CLC-ODS (250 mm x 4,6 mm id, 5 mm de tamanho de
particula), pré-coluna Phenomenex (4,0 mm x 3,0 mm id, 5 um de tamanho de
particula), um detector com arranjo de diodos operado em Amax 233 nm (2,4-D) e 254
nm (TB e DI) e injetou-se 20,00 pL. A fase movel foi adaptada da literatura com uma

1

vazao de 1,50 mL min"" que consiste em acetonitrila, agua e acido acético (50:49:1,

viv)®!, operando por eluicéo isocratica.
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2. 2. 3- Etapa de pré-concentracéo

Para a etapa de pré-concentragao por extracdo em fase sélida foi utilizado um
polimero proposto por Fonseca et al. , ja explorado como adsorvente do herbicida
TB em trabalhos desenvolvido no grupo de pesquisa coordenado por Tarley e
colaboradores. Neste trabalho, Fonseca et al. sintetizaram polimeros de
poli(vinilimidazol) reticulado com trimetilpropano trimetaacrilato (PVI). *°

Nesse estudo, o polimero de PVI apresentou maior capacidade adsortiva para
o herbicida TB (213,89 mg g"), além de uma alta area superficial, como mencionado
na seg¢ao 1.2. Cabe salientar que o material ja foi caracterizado por FT-IR, MEV,
BET, TGA. Na sintese do polimero de PVI, utilizou-se 0 monémero funcional (1-
vinilimidazol), agente reticulante (trimetilpropano trimetacrilato/ TRIM) e um iniciador
radicalar (2,2'- azo-bis-isobutironitrila/AIBN), como apresentado na proposta de

sintese da Figura 2.1, evidenciada no trabalho de Fonseca et al.*

Figura 2.1. Proposta de mecanismo para a sintese do polimero de PVI.
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Fonte. Adaptado Fonseca et al. 2015.%°

Assim sendo, para a etapa de pré-concentragao foram utilizados 200 mg de
polimero poli(vinilimidazol), PVI reticulado com trimetilpropano trimetaacrilato,** em

um cartucho de extragdo em fase sdélida (SPE) em um sistema manifold, como
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ilustrado na Figura 2. 2. Nos estudos de pré-concentragao foram percolados
aliquotas de 100,00 mL dos herbicidas (pH 3,7) e eluidos em 5,00 mL de etanol.
Posteriormente, o eluato foi evaporado em uma chapa de aquecimento a 40°C até a
secura e recuperado em 10,00 mL de eletrdlito suporte, H,SO4 0,10 mol L™, As
medidas voltamétricas foram realizadas sob condicbes otimizadas da técnica de
voltametria de pulso diferencial em EDDB.

Figura 2. 2. Sistema manifold a vacuo para SPE na pré- concentragdo dos
herbicidas DI, 2,4-D e TB.

Fonte: Arquivo pessoal

2. 2. 4- Preparo de amostras

Para a aplicagcdo em amostras reais, foram coletadas aguas de lagos e poco
artesiano em cidades proximas a cultivos de cana-de-agucar em agosto de 2016.
Essas amostras foram armazenadas em frascos de vidro ambar em acido sulfurico
0,50 mol L™. A agua do lago | foi coletada na cidade de Taruma/S&o Paulo. As
amostras do lago Il e a do pogo artesiano foram coletadas na cidade de Assis/Sao
Paulo. Apds a coleta, as amostras foram filtradas em uma membrana de Nylon®

(0,45 pm) e estocadas em freezer até as analises serem realizadas.
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Para as determinagdes voltamétricas, uma aliquota de 100,00 mL das
amostras foram ajustadas para o pH 3,7. Para tanto, essas amostras foram
percoladas na coluna de SPE, posteriormente foram eluidas com 5,00 mL de etanol
e evaporadas. Por fim, as amostras foram recuperadas em 10,00 mL de H,S0O,40,10
mol L.

Para determinacédo dos herbicidas por HPLC, 5,00 mL das amostras, foram
filtrados em membrana Nylon® de 0,45 um e 20,00 uL do filtrado foram injetados no
sistema cromatografico, cuja separagéo foi realizada no modo isocratico utilizando
fase movel acetonitrila, agua e acido acético (50:49:1, v/iv) e a detecgcdo nos

comprimentos de onda de 233 e 254 nm.

2.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

2. 3. 1- Estudos do comportamento eletroquimico dos herbicidas sobre o
EDDB

No sentido de verificar a presenca de processos de oxidacdo e reducao dos
herbicidas, foram realizados experimentos preliminares de voltametria ciclica sobre a
superficie do EDDB em H,S04 0,10 mol L. Pode-se observar, por meio da Figura 2.
3 (A, B e C), a presenga de um pico de oxidagédo nos potenciais de 1,25, 1,50 e 1,72
V, respectivamente, para DI, 2,4-D e TB e a auséncia de picos de reducao,
mostrando que o processo de oxidagao é irreversivel. Em face da diferencga
acentuada entre potenciais de oxidagdo dos herbicidas, pode-se inferir que é
possivel efetuar a determinagdo simultdnea dos herbicidas com o emprego do

EDDB, conforme sera apresentado na secgao 2.3.2.

Figura 2. 3. Voltamogramas ciclicos obtidos empregando o EDDB (area geométrica
= 0,24 cm? com pré-tratamento catédico (-0,5 A cm?) H,SO, 0,10 mol L7,
velocidade de varredura de 50 mV s™. (A) em solucédo de DI 200,00 pymol L™ (B) 2,4-
D 200,00 umol L™ ' (C) TB 400,00 umol L.
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2. 3. 2- Estudos do efeito do pré-tratamento anddico e catdédico sobre o
comportamento eletroquimico do EDDB

O desempenho eletroquimico do EDDB é extremamente dependente da
terminacéao superficial da superficie do eletrodo (em oxigénio ou hidrogénio) e assim,
optou-se por realizar estudos com diferentes pré-tratamentos (anddico ou catédico),
para se obter uma melhor resposta analitica e reprodutibilidade do EDDB para os
herbicidas DI, 2,4-D e TB. Na Figura 2. 4 s&o apresentados voltamogramas ciclicos
obtidos com o eletrodo de diamante dopado com boro, com pré-tratamento anddico
(PTA: no qual foi aplicada uma corrente de 120 mA durante 30 s) ou pré-tratamento

catédico ( PTC: aplicada uma corrente de -120 mA durante um tempo de 120 s).

Figura 2. 4. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos empregando o EDDB (area
geométrica = 0,24 cm?) com diferentes pré tratamentos (a) catddico e (b) anddico em
solugdes de DI 200,00 pmol L', 2,4 -D 200,00 umol L™ e TB 400,00 pmol L ™.

H,S0, 0,10 mol L™, velocidade de varredura de 50 mV s™'.
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De acordo com resultados apresentados na Figura 2. 4, observou-se que na a
determinacado simultdnea dos herbicidas com o pré-tratamento catédico sob a
superficie EDDB (Fig. 2.4(a)), nota-se um perfil voltamétrico melhor definido.
Sulffredini et al. ’' relataram que o pré-tratamento catddico facilita a interagdo das
espécies eletroquimicas com a superficie, assegurando assim alta condutividade.
Nas medidas realizadas apds o pré-tratamento anddico (Fig. 2.4(b)) observa-se uma

diminui¢cdo da intensidade de corrente para o DI, 2,4-D e TB.
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2. 3. 3- Efeitos do eletrélito e sua concentracdo na oxidacdo dos herbicidas
Para avaliar o efeito de diferentes eletrélitos foram realizados ensaios com

acido sulfurico, acido percldrico, nitrato de sodio, tampéo acetato/acido acético e
tampao BR em concentracdo de 0,10 mol L™". Nota-se nas Figuras 2.5. A e B o perfil
voltamétrico obtido para cada eletrdlito na determinagdo simultdnea dos herbicidas
DI, 2,4-D e TB.

Figura 2. 5. Voltamogramas ciclicos obtidos empregando o EDDB (area geométrica
= 0,24 cm?) com pré-tratamento catédico em solugdo DI 200,00 umol L' ', 2,4 -D
200,00 pmol L' e TB 400,00 umol L™ na presenca de eletrdlitos em concentracées
iguais de 0,10 mol L™". (A) acido sulfdrico (a), acido perclérico (b). (B) nitrato de sédio

(a), tampéo acetato/acido acético(b), tampao BR (c).
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De acordo com os voltamogramas apresentados nas Figuras 2. 5 (A e B),
verificou-se que a presencga do acido sulfurico sobre o EDDB proporcionou melhores
respostas em relagdo aos outros eletrolitos em termos de magnitude de corrente,
bem como melhor definicdo de picos de oxidagcdo na determinacdo simultanea dos
herbicidas. Sendo assim, o efeito da concentragdo de H,SO, foi investigado para o
desempenho voltamétrico da determinacdo simultdnea dos herbicidas, variando a
concentracdo de 0,001 a 0,50 mol L' sobre o EDDB, conforme apresentado na
Figura 2. 6 (A e B).

Figura 2. 6. Voltamogramas ciclicos obtidos empregando o EDDB (area geométrica
= 0,24 cm?) com pré-tratamento catédico em solugdo DI 200,00 umol L™ ', 2,4 -D
200,00 pmol L e TB 400,00 pmol L variando as concentracdes de H,SO,. (A)
0,001 mol L™ (a), 0,01 mol L™ (b). (B) 0,10 mol L™" (a), 0,30 mol L™ (b) 0,50 mol L™

(c); velocidade de varredura 50 mV s™.
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Como observado, os voltamogramas ciclicos para a oxidagao simultdnea dos
herbicidas DI, 2,4-D e TB em H,SO4 0,10 mol L' sobre o EDDB apresentaram
melhores respostas em relacdo a outras concentragdes, sendo constatado que
houve um aumento da intensidade de corrente e um perfil voltamétrico mais bem

definido.

2. 3. 4- Efeitos da velocidade de varredura na oxidagcao dos herbicidas

O estudo da velocidade de varredura é utilizado para identificar se o
transporte de massa é realizado por processo de difusdo ou adsorcao da espécie na
superficie eletrédica. Ele é realizado por meio da correlagdo existente entre a
corrente de pico de oxidacdo e a raiz quadrada da velocidade da varredura.

Nas Figuras 2. 7 A, B e C sdo mostrados voltamogramas ciclicos obtidos para
os herbicidas DI (A), 2,4-D (B) e TB (C), respectivamente, em uma faixa de
velocidade de varredura de 10 a 100 mV s™'. Nestes, sdo observados a correlagdo
de pico de oxidagao e a raiz da velocidade de varredura inserida nas 2. 7. Na Figura
2.7 A DI (Ip= 7,67x 107 + 9,78 x 10° v'"2 (v s™") "% r= 0,998); para 0 2,4-D (lz4.0=
4,20x 107 + 9,71 x 10° v? (v s") V2, r= 0,999) Figura 2. 7 B ; e TB (ltg= 1,28x 10°
+1,72x 10 v? (v s 2, r= 0,998) Figura 2. 7 C, que pela linearidade é confirmado
que o transporte de massa ocorre por difusdo das espécies.

Ao observar os voltamogramas realizados com os herbicidas, pode-se notar
que o potencial de oxidagao do analito desloca-se para valores de potenciais mais
positivos com o aumento da velocidade de varredura, este deslocamento é tipico de

sistemas totalmente irreversiveis.

Figura 2.7. Voltamogramas ciclicos obtidos empregando EDDB pré-tratado
catodicamente em solugdo de H2SO4 0,10 mol L™ contendo (A) DI 200,00 umol L™
(B) 2,4 -D 200,00 pmol L™ (C) TB 400,00 ymol L' em diferentes velocidades de
varredura, de 10 a 100 mV s™'. (Grafico inserido) Dependéncia da linear da corrente

anodica com v
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Para confirmar o processo de difusao, pode-se observar nas Figuras 2. 8 (A,
B e C) a dependéncia do logaritmo da intensidade de corrente anddica pelo
logaritmo da velocidade de varredura. Os coeficientes angulares para os herbicidas
DI (A), 2,4-D (B) e TB (C) foram préximos de 0,5, corroborando com o valor estimado
na literatura para sistema controlado pela difusdo das espécies. &’

Figura 2. 8. Dependéncia do Log da corrente anddica com Log v (A) DI (B) 2,4-D
(C) TB.
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2. 3. 5- Determinagdes do coeficiente de difusdo de diuron, 2,4-D e tebutiuron

A técnica de cronoamperometria foi empregada para a determinacdo do
coeficiente de difusdo dos herbicidas DI, 2,4-D e TB. Neste estudo, em tempos de
60s, os potencias de oxidac&o foram fixados em 1,24 V (Dl), 1,49V (2,4-D) e 1,74 V
(TB), variando a concentragdo dos analitos de 40,00 ymol L™ a 160,00 umol L™,
conforme verificado nos amperogramas das Figuras 9.

Para o analito eletroativo com coeficiente de difusdo D, a corrente observada
para a reagao eletroquimica na condicdo limite de transporte de massa é descrita
pela equagao de Cottrell (1):

nFAC D "?
| = 1/20 1/2 (1)
Tt

em que, 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 concentracdo ( mol cm™).

Figura 2. 9. Cronoamperograma de Ipa (pMA) vs tempo (s) empregando EDDB pré-
tratado catodicamente em solugdo de H.SO4 0,1 mol L™ contendo DI(A); 2,4-D (B);

TB(C) em diferentes concentragdes (40 pmol L™ a 160 pymol L™).
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Para o calculo do numero de életron, empregou-se o voltamograma obtido
para os herbicidas em solug&o de acido sulfurico (Figura 3 A, B e C) e a equacéo E,
— Epp = 47,7/an, ® onde E, e E,» é o potencial de oxidagdo e o potencial de meia
onda, respectivamente, a é o coeficiente de transferéncia (0,5 para sistemas
irreversiveis) e n € o numero de elétrons transferidos. Calculou-se o numero de
elétrons transferidos no processo de oxidacdo dos herbicidas sobre o EDDB pré-
tratado catodicamente. Os valores obtidos de n foram 1,95, 190, 1,91 para DI, 2,4-D

e TB, respectivamente.

Com os estudos realizados (Fig. 2. 8) foram construidos graficos lineares de |

(WA) vs t"2 (s7?) em diferentes concentragdes, cujo coeficiente angular foi utilizado
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para o calculo dos coeficientes de difusdo de cada herbicida, como demonstrado por
meio das Figuras 2. 10 (A, B e C).

Figura 2. 10. Gréaficos de Ipa (uA) vs t'"2 obtidos dos cronoamperogramas de DI(A);
2.4-D (B).TB (C).
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Os graficos de | (uA) vs t"? (s2) para cada herbicida, possibilitou tirar
informagdes empregando a equagdo de Cottrell mencionada anteriormente.
Portanto, os valores obtidos de coeficiente difusional para DI, 2,4-D e TB, foram 1,02
x 10* cm?s™, 9,6 x 10° cm? s, 3,10 x 10* cm? s, respectivamente. Nao existem
valores de Do para os herbicidas 2,4-D e TB na literatura, entretanto, no trabalho de
Mugadza et al,*® utilizando o ECV modificado com niquel tetraamino- fitalocianina,

encontram-se valores de Do para o DI de 6,43 x 10 cm? s™.

2. 3. 6- Otimizacao das condi¢fes voltamétricas e curva analitica

A otimizagao das técnicas voltamétricas € de extrema importancia para se
obter resultados mais satisfatérios em termos de sensibilidade e, por consequéncia
menores limites de deteccdo e quantificacdo. Inicialmente, um estudo univariado
acerca dos parametros das técnicas de VPD e VOQ foi realizado com intuito de
estimar qual das referidas técnicas apresenta melhor desempenho analitico para
determinacgao simultanea dos herbicidas.

Para VPD, os parametros e os niveis estudados foram: tempo de modulacéo
(t): 2 — 40 ms, a velocidade de varredura (v): 40 — 120 mV s e a amplitude de pulso
(a): 30 — 140 mV. Esses estudos foram realizados em solugdo de H,SO4 0,10 mol L

contendo 50,00 umol L™ de DI e 2,4-D e 150 umol L' de TB em uma faixa de
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potencial de 0,9 a 1,85 V. Os valores selecionados foram: t =2 ms, v =80 mV s'e
a =100 mV. Para a VOQ, os parametros e os niveis estudados foram: frequéncia (f):
20 — 140 Hz, amplitude (a): 10 — 80 mV e incremento de varredura (AE): 1 — 6 mV.
Os valores selecionados foram: f = 100 Hz, a=40 mV e AE =4 mV.

Os parametros experimentais otimizados univariadiadamente foram utilizados
como comparagao das técnicas voltamétricas e os experimentos por VPD obtiveram
resultados mais satisfatérios quando comparado com VOQ. Neste estudo, a VPD
apresentou intensidades de correntes maiores quando se comparado a VOQ.

Para tanto, os parametros da VPD ainda foram estudados com a otimizagao
multivariada, que tem como funcdo avaliar simultaneamente todos os fatores
selecionados levando em consideragdo também suas interagées. No nosso grupo de
pesquisa, essa ferramenta € bastante utilizada para otimizar técnicas voltamétricas.
Entre os estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, podem-se destacar
metodologias desenvolvidas para a determinagao simultanea de acido ascérbico e
paracetamol,® acido Urico e PAR,% entre outros.®

Desta forma a otimizacao final dos parametros de VPD foi realizada mediante
o uso da matriz de Doehlert ,** como mostrado na Tabela 2. 1. Esta matriz é
composta por 13 ensaios diferentes, sendo o ponto central (melhores condigdes da
triagem experimental) o primeiro ensaio realizado. Adotou-se a desejabilidade
individual (Di) como resposta para a matriz de Doehlert.

De um modo geral, esta ferramenta consiste em primeiramente converter as
diversas respostas y; (i = 1, 2, ... m) em fungbes de desejabilidade individuais (di)
que varia de 0 < d; 1. A condigéo di=1 € atribuida a resposta desejada e d;=0 para a
resposta que estiver fora da regido aceitavel. A fungcao de desejabilidade individual é
calculada pela equacéo 2 para o caso de se desejar a maximizagao das respostas

estudadas.

onde, y; é a resposta obtida pelo experimento, L e H significam a maior e a menor

resposta, respectivamente, observada no conjunto de respostas consideradas.
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Tabela 2. 1. Matriz de Doehlert utilizada para otimizagao das variaveis da técnica de

voltametria de pulso diferencial.

Ensaios amplitude  Velocidade Tempo de Didiuron Di Di
(mV) de modulagao 2,4-D tebutiuron
varredura (ms)
(mV s

1 0 (100) 0 (80) 0(3) 0,39 0,56 0,53
1 0 (100) 0 (80) 0 (3) 0,38 0,53 0,52
1 0 (100) 0 (80) 0(3) 0,38 0,51 0,55
2 1(120) 0 (80) 0(3) 0,60 1 0,37
3 0,5(110) 0,866 (110) 0 (3) 0,56 0,86 0,15
4 0,5 (110) 0,289 (90) 0,817 (4) 0,24 0,62 0,38
5 -1 (80) 0 (80) 0 (3) 0 0 0
6 -0,5(90)  -0,866 (50) 0(3) 0,13 0,06 0,62
7 -0,5(90) -0,289 (70)  -0,817 (2) 0,62 0,32 0,81
8 0,5(110)  -0,866 (50) 0(3) 0,36 0,54 0,28
9 0,5 (110) -0,289 (70) -0,817 (2) 1 0,93 0,89
10 -0,5(90) 0,866 (110) 0 (3) 0,28 0,38 0,11
11 0 (100) 0,577 (100)  -0,817 (2) 0,94 0,77 1
12 -0,5 (90) 0,289 (90) 0,817 (4) 0,09 0,19 0,25
13 0 (100) -0,577 (60) 0,817 (4) 0,05 0,25 0,48

* Os primeiros numeros representados sao os valores codificados da matriz de

Doehlert e os numeros entre parénteses sao os valores reais das variaveis,

Desta forma, obteve-se por meio do programa STATISTICAL (Versao 7.0) os

melhores parametros encontrados para a técnica de voltametria de pulso diferencial,

como apresentado no diagrama de resposta, Figura 2. 11. As melhores condigdes

encontradas para a técnica de VPD foram amplitude de pulso de 108,4 mV,

velocidade de varredura de 92,4 mV s™' e tempo de modulacgéo 2 ms.
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Figura 2. 11. Diagrama de desejabilidade das respostas obtidas no planejamento
fatorial no intervalo de confianga de 95%.
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A construcdo das curvas analiticas foram realizadas nas condigdes
otimizadas da técnica de pulso diferencial, variando as concentragées de 10,0 pmol
L™ a 80,0 ymol L para DI e 2,4-D e de 50,00 pmol L™ a 225,00 pmol L™ de TB,
como apresentado na Figura 2. 12.

Di diuron

Di 2,4-D

Di TBH
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Figura 2. 12. Voltamogramas de Pulso Diferencial empregando EDDB com pré-
tratamento catédico em H,SO4 (0,10 mol L'1), variando a concentragao de DI e 2,4-D
em 10,00 pmol L™ a 80,00 umol L' e TB de 50,00 pmol L™ a 225,00 pmol L™ .Tempo
de modulacdo 2 ms; Velocidade de varredura 92,39 mV s™'; Amplitude de pulso
108,42 mV.
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Apds a construgao da curva analitica, por meio das Figuras 2. 13 (A, B e C),

foram calculados os limites de detecgdo (LD) e limites de quantificagdo (LQ) do

método com as recomendacgdes da IUPAC, 8 de acordo com as equacoes 3 e 4:

LD = 3’;5*) 3)
LQ = ’IO;(sb (4)

onde S, é o desvio padréo do branco para 10 medidas e o h € o coeficiente angular
da curva analitica . Portanto, foram obtidos os limites de detecgdo 1,46 pumol L
(340,31ug L™) e quantificacdo de 4,37 pmol L™ para o DI, assim como 3,20 umol L™
(707,32 pg L") e 9,81 para o 2,4-D, respectivamente. Para o TB os limites de
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deteccdo e quantificagdo foram de 13,64 pmol L (3114,14 ug L") e 26,2 umol L™,

respectivamente.

Figura 2. 13. (A) Curva analitica para o DI; (B) 2,4-D; (C) TB. Tempo de modulagao
2 ms; Velocidade de varredura 92,39 mV s™'; Amplitude de pulso 108,42 mV. H.SO4

(0,1 mol L™).
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A precisao intra e interdia do método do sensor de EDDB foram avaliado a
partir do desvio padrdo relativo (N = 10) para as concentracdes de 20 pmol L™
(menor concentragdo) e 60,00 umol L™" (maior concentragdo) para os herbicidas DI e
2,4-D em meio de acido sulfdrico 0,10 mol L™, como apresentado na Tabela 2. 2.
Para o DI a precisao intradia variou de 0,18 a 1,76%, quando se avaliou a precisao
interdias a precisdo apresentada foi de 1,25 a 2,42%. Para o 2,4-D os valores
obtidos foram de 0,24 a 1,56 % e de 0,71 a 2,38 %, nos estudos de precisao intra e
interdias, respectivamente. Para o TB o estudo foi semelhante aos outros herbicidas,
entretanto, foram utilizadas concentragdes de menor e maior valor de 75,00 a 175,00
umol L™', respectivamente , rendendo valores de precisdo de 0,16 a 2,16%
(intradias) e 0,82 a 1,91% (inter-dias). Ademais, pode-se inferir que os valores de
precisdo para a determinacdo simultdnea dos herbicidas apresentam adequada

repetibilidade quando utilizado o EDDB.
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Tabela 2. 2. Precisdo e exatiddo do método para determinagao dos herbicidas DI,
2,4-D e TB utilizando o EDDB.

Parémetro Dia Concentragdo Nominal (umol L)
Di 2,4-D B
Concentragdo Nominal 20,00 60,00 20,00 60,00 75,00 175,00
Concentragéo Determinada 1 20,63 59,30 20,63 62,13 75,30 176,25
(n=10) 2 19,84 60,59 20,51 61,35 76,59 174,33
Precisao (desvio padrao 1 1,06 0,86 0,97 0,64 2,16 1,11
relativo %) 2 1,76 0,18 1,56 0,24 1,28 0,16
1 3,15 -1,16 3,15 355 0,40 0,71
Exatidao (erro relativo %) 2 -0,80 098 255 225 212 -0,38
Entre Dias (n=2)

Concentragao Determinada 20,23 59,93 20,57 61,74 7590 173,80
Precisao (desvio padrao relativo %) 2,42 1,25 2,38 0,71 1,91 0,82
Exatidao (erro relativo %) 1,15 -0,12 2,85 2,90 1,20 -0,68

A influéncia de diferentes concentracdes dos herbicidas sobre a eficiéncia de
separagao dos picos de oxidagao também foi analisada. A Figura 2.14 A mostra que
concentracdes crescentes de DI (10,00 a 80,00 pmol L) ndo alteram o pico de
oxidagao do 2,4-D e do TB. Adicionalmente, a sensibilidade da curva analitica para
DI nesta condigédo, ndo difere significativamente daquela apresentada na Figura 2.
13(A). Cabe salientar que neste estudo as concentragbes de 2,-4 D e TB foram
fixadas em 10,00 pmol L e 50,00 pymol L™, as quais apresentaram um desvio
padrao relativo (DPR) de 7,6 e de 8,3%, respectivamente.

Na Figura 2.14 B a concentracdo de 2,4-D foi variada e fixou as
concentracdes de DI (10,00 pmol L") e TB (50,00 pmol L), e apresentou DPR de
1,8% para o DI e 4,6% para o TB. Ja na figura 2.14 C a concentragéo DI e 2,4-D foi
fixada em 10,00 pmol L™ e variou a concentragdo do herbicida TB de 50,00 a 225,00
umol L™, sendo possivel observar um DPR de 1,8% para o DI e 4,6% para o TB.
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Figura 2. 14.Voltamogramas de Pulso Diferencial empregando EDDB com pré-
tratamento catddico em H,SO, (0,1 mol L ™). (A) variando a concentragdo de DI em
10,00 a 80,00 pymol L™ e fixo 10,00 pmol L™ de 2,4-D e 50,00 ymol L™ de TB. (B) 2,4-
D em 10,00 a 80,00 umol L™ e fixo 10,00 umol L™ de DI e 50,00 pmol L™ TB. (C)
variando a concentragdo de TB em 50,00 a 225,00 umol L™ e fixo 10,00 ymol L™ de
Dl e 2,4-D. (grafico inserido Ipa vs [Herbicidas]).Velocidade de varredura 92,39 mV s’

! Amplitude de pulso 108,4 mV ; tempos de modulagéo 2 ms.
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2. 3. 7- Estudos de Interferentes

Nas condicbes otimizadas da técnica de VPD, em acido sulfurico 0,1 mol L
' foram realizados estudos de interferentes para avaliar o desempenho do método
na presenga de outros pesticidas. Dentre os pesticidas analisados (ametrin,
hexazinona, imazetapir, glifosato, imazetapique e picoxistrabina), nenhum
apresentou eletroatividade com o EDDB nas condicdes utilizadas no método na faixa
de
potencial de 0,90 a 1,85 V. Para esse estudo, as concentracdes dos herbicidas DI,
2,4-D e TB foram de 10,00, 10,00 e 50,00 umol L'1, respectivamente, e os possiveis
interferentes mencionados com uma concentragdo de 50,00 umol L™ .Entretanto, a
presenca destes herbicidas ndo alterou na determinacao simultanea de DI, 2,4-D e
TB.

O acido humico (AH) também foi avaliado como um possivel interferente,
pois o AH faz parte dos principais constituintes do humus natural, que apesar de nao
terem uma estrutura definida, possuem uma predominéancia de grupos alifaticos.®

L-1 96

Portanto, foi avaliado o AH em concentragbes de 1,00 a 5 mg na auséncia e
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presenca dos herbicidas, conforme apresentado na Figura 2. 15, e n&o foi observada

nenhuma mudancga na magnitude de corrente na determinagao simultéanea de DI,
2,4-D e TB.

Figura 2. 15. Voltamogramas de Pulso Diferencial empregando EDDB com pré-
tratamento catddico em H,SO4 (0,10 mol L™'); Na presenca de AH 5 mg L' e Dl e
2,4-D (10,00 e 20,00 umol L"), TB 50,00 e 75,00 pymol L™". Velocidade de varredura
92,39 mV s™'; Amplitude de pulso 108,4 mV; tempo de modulagdo 2 ms.
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O estudo com carbenzadin (CRB), outro possivel interferente foi realizado,
e nota-se um pico de oxidacdo de 1,27 V nas condicdes otimizadas do método,
interferindo no sinal anddico do DI de 1,19V, o qual pode ser observar por meio da
Figura 2. 16. O CRB é um fungicida pertencente a classe imidazol, entretanto, este
pesticida tem um uso mais efetivo em cultivos citricos, ndo sendo comumente
utilizado com os herbicidas DI, 2,4-D e TB. 9%
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Figura 2. 16. Voltamogramas de Pulso Diferencial empregando EDDB com pré-
tratamento catodico em H.SO4 (0,10 mol L™); variando a concentracdo de CRB de
20,00 a 80,00 ymol L™ e fixo 20,00 ymol L™ de DI e 2,4-D, TB 75,00 umol L™
Velocidade de varredura 92,39 mV s™'; Amplitude de pulso 108,4 mV; tempo de

modulacio 2 ms.
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2. 3. 8- Estudos dos parametros de pré-concentracéo dos herbicidas e curva
analitica.

Como exposto anteriormente, a técnica de SPE consiste no emprego da fase
soélida inserida num cartucho em forma de seringa. Os analitos de interesse sao
percolados até preenchimento da coluna, no intuito de que figuem retidos no
sorvente ou eliminem possiveis interferentes presentes nas amostras. O fator de pré-
concentracdo foi determinado como a relacdo entre a inclinacdo da curva de
calibragdo com e sem pré-concentragao. "

Utilizando cartuchos preenchidos com 200 mg de adsorvente PVI foram
percolados 100,00 mL de uma mistura de DI, 2,4-D e TB sob uma vazao de eluicao
de 2,00 mL min™". O estudo do pH na adsorgcdo do polimero (adsorvente) com os
herbicidas € de extrema importancia para a técnica de SPE, pois este estudo esta

correlacionado com o fator de pré-concentragdo do método. Neste sentido, a
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influéncia do pH na adsorgcao dos herbicidas no polimero € mostrada por meio da
Figura 2. 17.

Neste estudo, € possivel observar que o herbicida DI possui adsor¢cao de
100% em toda faixa de pH estudada. Por outro lado, para o herbicida TB, a
porcentagem de adsor¢do em todos os niveis de pH é proximo de 60%. As
moléculas de DI e TB possuem pka de 13,18 e 15,66, respectivamente, e estara na
sua forma molecular, o que possibilita compreender que as interacbes entre o
polimero e os analitos estardo acontecendo por forgas intermoleculares de ligagao
de hidrogénio, forgas de dipolo-dipolo ou dispersdo de London com os residuos do
mondmero vinilimidazol presente no polimero. %

A diferenga de adsor¢ao das moléculas dos herbicidas diuron e tebutiuron
pode ser explicada tendo em vista a respectiva solubilidade em agua. O diuron é
levemente soluvel, pois apresenta um valor de log ko de 2,68, 0 que remete a um
carater mais hidrofobico. Ja a molécula de tebutiuron possui um valor de log ko de
1,79, sendo mais hidrofilico e, portanto, mais soltvel em agua. '

Em relacao ao efeito do pH sobre a adsorcédo do herbicida 2,4-D, nota-se
uma adsorc¢ao de 100 em meio acido ( pH 2,0 e 3,7). A molécula de 2,4-D apresenta
um pKa de 6,50 % e na faixa de pH de 2,0 a 3,7 , encontra-se na sua forma
molecular, 100% e 90%, respectivamente, enquanto o polimero esta carregado
positivamente. Neste caso, a adsorgao pode ser explicada devido a interacdo por
forcas intermoleculares com o nitrogénio nao protonado de vinilimidazol, e ndo por
forcas eletrostaticas.

Para a faixa de pH de 5,0 e 6,0, observou uma diminuicdo acentuada na
adsorcao. Nestes valores de pH, o 2,4-D estd com carga negativa, enquanto o
polimero permanece carregado positivamente. Portanto, de acordo com os
resultados obtidos pode-se confirmar que ndo ha interacdo de carga entre o
herbicida e o polimero e que de fato as forgas intermoleculares sao responsaveis
pela interacdo. Sendo assim, o pH 3,7 foi escolhido como o melhor valor para
adsorgao dos herbicidas com o polimero.

Quanto ao solvente de eluigdo, metanol e etanol proporcionaram bons
resultados de dessorcdo para os herbicidas DI, 2,4-D e TB, respectivamente. No
entanto, o etanol foi escolhido para a eleuicdo dos analitos por ser um solvente

menos toxico em comparacao ao metanol. Além disso, também foi testado o acido
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sulfarico (0,10 mol L") como solvente de eluicdo. Entretanto, ele ndo proporcionou
boa recuperacgao para os herbicidas. Diferentes volumes de etanol (3,00, 5,00 e 8,00
mL) foram também avaliados e verificou-se que 5,0 mL foram suficientes para

eluicdo completa dos herbicidas.

Figura 2. 17. Efeito do pH na retengao dos herbicidas no polimero.

120 { (WD
I 2,4-D

% Adsorcao

O pH 3,7 de adsorcéao foi definido para a realizagcdo de uma nova curva
analitica simulténea para os herbicidas com a etapa de pré-concentragao
(EDDB/PVI). Nas condi¢des otimizadas da técnica de VPD, com concentragbes de
1,00 ymol L™ a 9,00 ymol L' para DI e 2,4-D, e para o TB uma faixa linear 2,50 ymol

L™ a 22,50 pmol L™", como observado na Figura 2. 18.
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Figura 2. 18. Voltamogramas de Pulso Diferencial empregando EDDB com pré-
tratamento catédico em H,SO4 (0,10 mol L'1), variando a concentragao de DI e 2,4-D
em 1,00 umol L™ a 9,00 pmol L™ e TB de 2,50 ymol L™ a 22,50 pmol L™ .Tempo de
modulagdo 2 ms; Velocidade de varredura 92,39 mV s™'; Amplitude de pulso 108,42
mV; tempo de modulagdo 2 ms.
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Sendo assim, por meio das Figuras 2. 19 (A, B e C), foram calculados os
limites de deteccao e quantificagcdo do método de acordo com as recomendacgdes da
IUPAC. ® Foram obtidos novos limites de detecgdo e quantificacdo, bem como
0,035 umol L™ (8,15 ug L") e 0,11 pmol L™ para o DI, assim como 0,12 umol L™
(26,52 ug L'1) e 0,42 para o 2,4-D, respectivamente. Para o TB os limites de
deteccdo e quantificagdo foram de 0,34 ymol L™ (77,62 pg L™ e 1,20 umol L™,
respectivamente.
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Figura 2. 19. (A) Curva analitica para DI; (B) 2,4-D; (C) TB. Tempo de modulagao 2
ms; Velocidade de varredura 92,39 mV 3'1; Amplitude de pulso 108,42 mV; tempo

de modulacéo 4 ms. H,SO4 (0,10 mol L™).
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Com esses resultados de limite de deteccdo e quantificagcdo, € possivel
afirmar que o EDDB associado a etapa de pré-concentracdo com adsorvente PVI
(EDDB/PVI) aumentou a detectabilidade do método, obtendo menores limites de
deteccgao, possibilitando analise em amostras reais, dentro do limite permitido por
organizagcbes ambientais, mencionado anteriormente. Portanto, por meio da Tabela
2.3 foi realizada uma comparagdo com outros métodos voltamétricos apresentado
na literatura. Nota-se que a metodologia proposta neste trabalho rendeu excelente
limite de detecgdo para os herbicidas com relagédo a outros trabalhos. Ainda, é
importante mencionar que os outros trabalhos ndo apresentam determinagdes
simultaneas dos herbicidas (DI, 2,4-D e TB) empregando sensores voltamétricos.

Além do mais, € interessante citar que a associacdo da SPE utilizando o PVI
como adsorvente, com posterior leitura por EDDB pré-tratado catodicamente,
apresentou um fator de pré-concentragao (relagéo entre a inclinagdo das curvas com
e sem pré-concentragao) de 7,10 para o DI, 8,47 no caso do 2,4-D e 8,73 para o
herbicida TB.
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Tabela 2. 3. Comparagao do método proposto com outros métodos eletroquimicos

reportados na literatura em umol L™

Sensor Voltamétrico Analito Limite de Referencia
detecgao
(umol L)

EPC modificado com complexo DI 6,14 40
mimetizador da enzima P450

EPC modificado com complexo DI 20,00 41
mimetizador da enzima P450

ECV modificado com tetraamino- Dl 0,33 42

fitalocianina de Niquel polimerizado
Tetraamino-fitalocianina de Ferro (II) com DI 0,26 43
nanotubos de carbono suspensos na
superficie de ECV
Eletrodo composto de pasta de 2,4-D 0,79 44
grafite/poliuretano

EPC modificado com complexo 2,4-D 2,10 45
mimetizador da enzima P450

Silica gel suspensos em EPC 2,4-D 0,45 46

Eletrodo de mercurio 2,4-D 0,22 47

EPC modificado com polimeros 2,4-D 70,0 48
modificamente impresso (MIP)

EPC B 0,90 49

DI 0,035 Este
EDDB/PVI 2,4-D 0,12 Trabalho
B 0,34

EPC- Eletrodo de pasta de carbono; ECV- Eletrodo de carbono vitreo;

Posteriormente foi realizada a precisao intra e entre-dia da SPE (N = 4) com

leitura subsequente com EDDB em solucgdo de acido sulfdrico 0,10 mol L™, neste

sentido encontra-se concentracdes de 3,00 pmol L™ (concentragdo mais baixa) e

7,00 (maior concentragao) para os herbicidas DI e 2,4-D, como relatado na Tabela 2.

4. Para o DI a precisao intra-dia variou de 0,55 a 4,17%; A precisao entre dias variou
de 1,67 a 2,62%. O 2,4-D mostrou resultados de 1,26 a 3,86% e 2,26 a 3,47% para

a precisao intra e entre-dia, respectivamente. Para a TB, a precisao intra e entre-dia
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foi calculada variando as concentracdes de 7,50 e de 17,50 umol L'1, com resultados
de 1,21 a4,12% e 2,43 a 3,32%, respectivamente.

Tabela 2.4. Precisdo e exatiddo do método para determinagao dos herbicidas DI,
2,4-D e TB utilizando o EDDB com a etapa SPE.

Parametro Dia Concentracdo Nominal (umol L)
Di 2.4-D TB
Concentragao Nominal 3,00 7,00 3,00 7,00 7,50 17,50
Concentracao Determinada 1 2,97 7,19 2,95 6,95 7,51 17,84
(n=4) 2 3,14 7,07 2,86 717 747 17,54
Precisao (desvio padrao 1 4,17 0,55 3,86 1,26 412 1,89
relativo %) 2 3,44 1,75 1,85 1,69 1,21 2,45
1 -1,00 2,71 -1,67 -0,71 0,13 1,94
Exatid&o (erro relativo %) 2 4,66 1,00 -4,66 242 -0,4 0,23
Entre Dias (n=2)

Concentracao Determinada 3,05 7,09 2,91 7,07 7,51 17,71
Preciséo (desvio padréao relativo %) 2,62 1.67 3,47 2,26 3,32 2,43
Exatid&o (erro relativo %) 1,66 1.29 -3,00 1,00 0,13 1,20

Mediante as figuras de mérito do método apresentadas, o EDDB acoplado
com a SPE com adsorvente de PVI, possibilitou a aplicacdo do método em amostras
de agua, de lagos e pogo do interior de S&o Paulo. Na Tabela 2.5 estdo expressos
os valores de porcentagem de recuperacdo, de 96-104% para os herbicidas, além
de apresentar baixos valores de desvio padrao, indicando a aplicabilidade livre de
interferéncia. Além disso, a exatiddo do método foi ainda avaliada por comparacéao a
técnica cromatografica, como uma técnica de referéncia. Os resultados evidenciados
no meétodo eletroquimico proposto foram compativeis estatisticamente (teste t de
Student pareado, com nivel de confianca de 95%, tcaicuiado = -1,72 menor que tiapelado

= 2,11) com os do sistema cromatografico.
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Tabela 2.5. Determinagao de DI, 2,4-D e TB em amostras de agua de poco e rios por sensor voltamétrico (EDDB) acoplado com

SPE utilizando como adsorvente PVI e método de referéncia (HPLC).

Amostra Herbicida Concentragao Concentracao Recuperacdo Concentragao Recuperacédo Er(%)
adicionada (umol L™)  determinada determinada
(umol L™ HPLC
Agua DI 4,30 4,35+ 0,11 101 4,40 £ 0,17 102 -1,13
poco/Assis
6,43 6,54 + 0,01 102 6,26 + 0,02 97 4,47
2,4-D 4,52 4,35 1+ 0,04 96 4,55 + 0,09 101 -4,39
6,78 6,56 + 0,34 97 6,81 £ 0,017 100 -3,67
B 4,38 4,41 + 0,20 101 4,53 + 0,07 103 -2,64
6,57 6,60 + 0,13 100 6,63 + 0,07 101 -0,45
Agua de Assis DI 4,30 4,46 + 0,49 104 4,35+ 0,03 101 2,52
6,43 6,49 + 0,22 101 6,48 + 0,09 101 0,15
2,4-D 4,52 4,34+ 0,10 96 4,33 + 0,05 96 0,23
6,78 6,66 + 0,10 98 6,45+ 0,24 95 3,25
1B 4,38 4,28 + 0,90 98 4,48 + 0,11 102 -4,46
6,57 6,49 + 0,90 99 6,75 + 0,04 103 -3,85
Agua de DI 4,30 4,17 £ 0,04 97 4,33 £ 0,02 101 -3,69

Taruma



2,4-D

B

6,43
4,52
6,78
4,38
6,57

6,40 £ 0,24
4,36 + 0,04
6,51+ 0,11
4,22 +0,12
6,49 £ 0,17

100
96
96
96
99

6,51 +0,18
4,37 £ 0,17
6,43 £ 0,04
4,43 +0,19
6,80 + 0,06

101
97
95
101
103

104

-1,68
-0,22
1,24

4,74
4,55
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Conclusao

Neste capitulo foi proposto o desenvolvimento de um novo método
eletroanalitico para a determinagao simultdnea dos herbicidas DI, 2,4-D e TB em
amostras de aguas por VPD utilizando EDDB pré-tratado catodicamente e associado
a uma etapa de pré-concentragao por extracdo em fase solida.

E importante salientar que o extrator em fase sodlida (polivinilimidazol
reticulado com trimetacrilato de trimetilolpropano) foi de suma importancia para se
obter um melhor desempenho analitico, além do mais, apresentou alta estabilidade
em relagcdo aos ciclos de pré-concentracdo e eluicdo, uma vez que apenas uma
coluna foi utilizada em todo o trabalho.

A precisdo do método foi satisfatoria apds o procedimento da extracédo em
fase solida e a exatiddo foi comprovada por comparacdo com a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ademais, a detectabilidade do método
proposto foi maior do que os outros trabalhos na literatura para determinacao
individual dos herbicidas.

Por fim, a associacédo do procedimento de SPE com técnicas eletroanaliticas,
embora pouco explorada, mostra uma ferramenta promissora para a obtencao de
métodos simples, precisos e livres de interferéncia para determinagédo de herbicidas

em amostras de aguas.
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112

CONSIDERACOES GERAIS

No capitulo 1, a utilizacdo do eletrodo de diamante dopado com boro,
mostrou-se eficiente na determinagdo do antidepressivo triciclico amitriptilina em
meio de acido sulfurico, conferindo maiores picos anddicos quando comparado com
o eletrodo convencional de carbono vitreo. Além do mais, este método apresentou
melhor detectabilidade perante outros trabalhos reportados na literatura, destacando
a simplicidade no manuseio do eletrodo. Ademais, foi aplicado com sucesso em
formulacgdes farmacéuticas comerciais de diferentes dosagens e marcas.

No capitulo 2, destaca-se a insercido da extragao em fase sélida com posterior
leitura do eletrodo de diamante dopado com boro pré tratado catédicamente. Pode-
se destacar a excelente separagdo dos picos na determinagao simultanea dos
herbicidas diuron, 2,4-D e tebutiuron. Além disso, obteve um satisfatorio fator de pré-
concentracdo, o que possibilitou uma maior sensibilidade do método, apresentando
limites de deteccéo superiores aos outros trabalhos na literatura, além do ineditismo
na determinacido simultanea destes trés herbicidas. Ademais, 0 método se mostrou
eficiente quando aplicado em amostras ambientais (aguas).

Por fim, conclui-se que o eletrodo de diamante dopado com boro explorado
nesta tese, figura-se como promissor e eficiente na determinacdo de farmacos e
herbicidas, para determinacdo de compostos em amostras farmacéuticas, além de

herbicidas em amostras ambientais.



