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SCREMIN, Jessica. Sensores voltamétricos baseados na modificagdo de
eletrodo de carbono vitreo com carbon black disperso em diferentes solugoées
e suas aplicagoes em amostras farmacéuticas, bioldégicas e ambientais. 2021.
147 f. Tese (Doutorado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2021.

RESUMO

Neste trabalho foi apresentado o carbon black (CB) como um agente modificador da
superficie do eletrodo de carbono vitreo (ECV). O CB foi disperso em dois diferentes
meios, em dimetilformamida (DMF) e em &gua ultrapura com o auxilio do
hidrocloreto de poli(animina) (PAH). Em ambos foi possivel observar uma dispersao
total do CB na solugao, e assim utilizacdo dessas dispersdes para a modificagcdo do
ECV. Foram desenvolvidos dois diferentes sensores eletroquimicos, o primeiro
modificado com filme de CB em DMF e um exopolissacarideo, a botriosferana (BOT)
(CB-BOT/ECV); o segundo modificado somente com CB em fiime de PAH (CB-
PAH/ECV). Os sensores foram caracterizados eletroquimicamente e em todos os
casos apresentarem uma melhora na resposta eletroquimica do sensor quando
comparado ao ECV sem modificagdo. Foi também apresentado aplicacdes desses
sensores na determinagao de diversos analitos, sendo eles um relaxante muscular, a
ciclobenzaprina; um neurotransmissor, a dopamina; um analgésico, o paracetamol;
um anti-hipertensivo, o anlodipino; e uma estatina, a rosuvastatina. Por fim, os
sensores foram aplicados na determinacdo desses analitos em amostras de soro
sanguineo de rato, amostras farmacéuticas e ambientais.

Palavras-chave: eletrodo modificado; carbon black; hidrocloreto de poli(animina);
botriosferana; determinagao simultanea.



SCREMIN, Jessica. Voltammetric sensors based on the modification of glassy
carbon electrode with carbon black dispersed in different solutions and their
applications in pharmaceutical, biological and environmental samples. 2021.
147 p. Thesis (Doctorate’'s degree in Chemistry) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2021.

ABSTRACT

This work presents Carbon Black (CB) as a surface modifying agent for the glass
carbon electrode (GCE). CB was dispersed in two different solutions, into
dimethylformamide (DMF) and into ultrapure water with the aid of a dispersing agent,
poly(animine) hydrochloride (PAH). For both materials, the CB dispersion was total,
making it possible to use those dispersions to modify the GCE surface. Three
different electrochemical sensor were developed, the first was modified with CB in
DMF and an exopolysaccharide, botryospheran (BOT) (CB-BOT/GCE); the second
was modified only with CB in PAH film (CB-PAH/GCE); and the third was modified
with CB in PAH film integrated with silver nanowires (AgNWs) (AgNWs-
CB(PAH)/GCE). The sensors were electrochemically characterized and in all cases
showed an improvement in the electrochemical response when compared to bare
GCE. These sensors were used to the determination of several analytes, including a
muscle relaxant, cyclobenzaprine; a neurotransmitter, dopamine; an analgesic,
acetaminophen; an antihypertensive, amlodipine, and a statin, rosuvastatin. A
method for the determination of theses analytes in real samples was developed
employing the square wave voltammetry and linear sweep voltammetry techniques.
Finally, the sensors were successfully applied for the quantification of these analytes
in complex matrix samples such as: rat blood serum, pharmaceutical, and
environmental samples.

Key words: modified electrode; carbon black; poly(animine) hydrochloride;
botryospheran.
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APRESENTACAO

Esta tese é composta inicialmente por uma introdugao geral, em que
sdo abordados todos os materiais utilizados para a construgcdo das novas
plataformas para que o leitor possa conhece-los melhor. Em seguida, s&o
apresentados os sensores desenvolvidos, separados em 2 capitulos.

O capitulo 1 aborda o desenvolvimento de um sensor voltamétrico
fabricado pela imobilizagdo do carbon black (CB) sobre a superficie do eletrodo de
carbono vitreo (ECV) empregando a botriosferana (BOT). Ele foi caracterizado
eletroquimicamente de maneira aprofundada empregando voltametria ciclica (VC) e
a técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). Por fim, foi aplicado
no desenvolvimento de um método voltamétrico para a determinacéo individual de
ciclobenzaprina em amostras de medicamento, plasma de rato e agua de torneira e
rio.

O capitulo 2 apresenta o desenvolvimento do segundo sensor
voltamétrico. Neste o hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH) foi empregado, pela
primeira vez na literatura, como um agente dispersante de CB. Estudos
comprovaram a eficiéncia do PAH tanto para a dispersao de CB em agua quanto
para a sua imobilizagdo na superficie do ECV. Por fim, o sensor foi aplicado no
desenvolvimento de um método voltamétrico para a determinagao simultanea de um
neurotransmissor, um analgésico, um anti-hipertensivo e uma estatina em amostras

de medicamento, soro sanguineo simulado e agua de torneira e de rio.



19



20

INTRODUGAO GERAL

No atual cenario mundial as analises quimicas sdo de extrema
importancia para a sociedade. As empresas farmacéuticas, por exemplo, sao
industrias que necessitam diariamente de analisar os medicamentos a serem
comercializados e liberados para consumo da populacgéo, realizando um controle de
qualidade do produto final, a fim de garantir a seguranga e a saude de seus
consumidores, bem como manter o padrao de exceléncia da mesma. Além das
industrias farmacéuticas, as analises quimicas sdo aplicadas em analises clinicas,
como o monitoramento de compostos na corrente sanguinea e na vigilancia
ambiental, no monitoramento da contaminagao de corregos.

Para o controle de insumos e produtos farmacéuticos utilizam-se
procedimentos técnicos oficiais, que estdo descritos em farmacopeias (BRAZIL,
2010; BRITISH PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2013; UNITED STATES
PHARMACOPOEIAL CONVENTION, 2007). No geral, esses procedimentos
empregam cromatografia liquida com deteccéo espectrofotométrica UV-Vis. Nesse
tipo de técnica, faz-se uso de grandes quantidades de solventes organicos, alto
tempo de analise e etapas prévias de extracéo e de limpeza da amostra. Além disso,
€ uma técnica dispendiosa, o que torna as analises de rotina inviaveis em diversos
laboratérios de pesquisa e em empresas de pequeno ou medio porte.

A quimica analitica moderna tem como premissa basica o
desenvolvimento de sistemas analiticos simples e de baixo custo para o
monitoramento de analitos em diferentes amostras. O 11° principio da “Quimica
Verde”, estabelecidos por Anastas e Warner, € focado no desenvolvimento de
métodos de monitoramento e controle dentro do processo, seja ele industrial ou de
pesquisa, em tempo real, antes da formagédo de substancias nocivas (ANASTAS,
1999; ANASTAS; WARNER, 1998). Neste sentido, o desenvolvimento de
procedimentos analiticos para a detecgdo ou determinagado, focados em analises
ecologicamente corretas e seguras, sao de interesse global.

Desse modo, as técnicas eletroquimicas surgem como uma
alternativa de relativo baixo custo para esta finalidade, além de serem simples,
apresentarem menor tempo de analise, preparo simplificado de amostra (apenas
dissolugado ou diluicdo) e a possibilidade do uso de agua como solvente, em que

este proporciona métodos analiticos amigaveis ao meio ambiente. Além disso, as



21

técnicas voltamétricas, como a voltametria de varredura linear, voltametria de onda
quadrada (VOQ) e voltametria de pulso diferencial (VPD) sdo técnicas com alta
sensibilidade e seletividade e em conjunto com eletrodos a base de carbono,
modificados com materiais nanoestruturados, podem ser uma alternativa bem
interessante para a determinacédo de farmacos em medicamentos, plasma sintético,

agua de rio e torneira.

1.1 SENSORES ELETROQUIMICOS

Os sensores eletroquimicos sado encontrados comercialmente e
estdo em continuo desenvolvimento, uma vez que possuem importantes aplicagcoes
em diversas areas, como, analises clinicas, industriais, ambientais e agricolas
(STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003; WANG, Y. et al., 2008). Frente a
outros tipos de sensores quimicos, como o0s oOticos, magnéticos, térmicos e de
massa (STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003), os eletroquimicos se
destacam devido a sua boa seletividade e sensibilidade, rapidez na detecgao,
simplicidade experimental e relativo baixo custo.

Segundo a IUPAC, os sensores eletroquimicos sdo capazes de
transformar a interagdo eletroquimica entre o analito e o eletrodo em um sinal
analitico util (HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991). Esses sensores sao constituidos
de um reconhecedor, que tem a capacidade de transformar o sinal quimico em
elétrico e um transdutor que converte o sinal elétrico em um sinal analitico util
(LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

Um sensor eletroquimico pode ser classificado em eletrodo
convencional, como por exemplo, ECV, eletrodo de diamante dopado com boro,
eletrodo de ouro e eletrodo de platina, ou eletrodo modificado. Apesar das
excelentes propriedades dos eletrodos convencionais, a modificacdo € realizada
visando uma melhor seletividade e sensibilidade do sensor. Para isto, modificagdes
quimicas de sua superficie com materiais nanoestruturados sdao comumente
realizadas e entdo aplicadas na determinacdo de farmacos em diversas matrizes
(EISELE et al., 2019; SCREMIN et al., 2018; TALARICO et al., 2015b)
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1.1.1 Sensores Quimicamente Modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) é empregado
para designar eletrodo com espécies quimicamente ativas, imobilizadas na sua
superficie com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo/solucéo. Visa-se com essa modificagdo minimizar problemas com
adsorgao, bloqueio superficial e falta de sensibilidade e seletividade (MOSES; WIER;
MURRAY, 1975; SOUZA, M. de F. B., 1997).

O primeiro trabalho que envolve modificagdo de superficies de
eletrodos foi relatado em 1973, quando Lane e Hubbard utilizaram quelatos de
cadeias laterais olefinicas para modificarem a superficie de um eletrodo de platina
(LANE; HUBBARD, 1973). Porém, foi somente em 1975 que Moses e colaboradores
utilizaram o termo EQM quando modificaram um eletrodo de éxido de estanho com
organosilanos (MOSES; WIER; MURRAY, 1975).

Os EQM séao constituidos por duas partes, o eletrodo base e o
modificador quimico. A escolha do eletrodo base € um aspecto muito importante na
construcdo de um EQM. O eletrodo deve apresentar caracteristicas que sejam de
interesse na eletroquimica, como, uma resposta estavel e reprodutiva e nao sofrer
degradacgao (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002). Eletrodos convencionais a base
de carbono amplamente empregados na eletroanalise engloba o ECV (SARTORI;
VICENTINI; FATIBELLO-FILHO, 2011; SCREMIN et al., 2018), eletrodo de pasta
(KARIMI-MALEH; AROTIBA, 2020; ZEINALI et al., 2017), eletrodo de carbono
impresso (DECHTRIRAT et al., 2018; KARIMI-MALEH; AROTIBA, 2020) e eletrodos
de metais, tais como, o eletrodo de ouro (WANG, M. et al., 2015) e platina
(BAGHAYERI; VEISI; GHANEI-MOTLAGH, 2017).

Dentre os agentes modificadores empregados, os materiais
nanoestruturado se destacam, devido a sua grande area superficial, podendo assim
aumentar a area eletroativa e condutividade do eletrodo, fornecendo melhora na
sensibilidade e seletividade analitica. Na literatura, ha trabalhos empregando
nanotubos de carbono (NTsC) (QUEIROZ, D. et al., 2018; SARTORI; TAKEDA,;
FATIBELLO-FILHO, 2011), CB (SMAJDOR et al., 2018; WONG; SANTOS;
FATIBELLO-FILHO, 2018), nanoparticulas metalicas (RENEDO; MARTINEZ, 2007;
SUHERMAN et al., 2017) e nanocompésitos (BAGHAYERI; VEISI; GHANEI-
MOTLAGH, 2017; SCREMIN et al., 2018).
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Outro aspecto importante no preparo de um EQM é o tipo de
estratégia utilizada para a insercdo do agente modificador sobre a superficie do
eletrodo base, podendo-se citar os seguintes métodos: adsorgao irreversivel direta,
ligacédo covalente, recobrimento do eletrodo com filmes poliméricos e 0 emprego de
materiais compodsitos (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002; ZEN; SENTHIL
KUMAR; TSAI, 2003).

A adsorcédo foi o método pioneiro no processo de modificacdo de
superficies de eletrodos e em consequéncia de sua simplicidade e eficiéncia em
alguns casos, é empregado até hoje. Ele consiste na dissolugdo do agente
modificador em um solvente apropriado e na exposi¢gdo, em geral por imersao, do
eletrodo a solugdo. Assim a adsorcdo ocorre por forgas eletrostaticas, hidrofobicas
ou dispersivas sobre a superficie do eletrodo. Apesar de ser um método facil, possui
a desvantagem de ter um EQM com no maximo uma monocamada (PEREIRA;
SANTOS; KUBOTA, 2002; ZEN; SENTHIL KUMAR; TSAI, 2003).

No método de ligagado covalente, o agente modificador € ligado ao
substrato do eletrodo por meio de ligacées covalentes. Nos eletrodos a base de
carbono, a ligagdo covalente ocorre nos grupos funcionais contendo oxigénio,
alcoois, fendis, anidridos e cetonas, frente a reagentes como aminas, organosilanos,
cloreto de tionila, entre outros. Esse método resulta em uma interagao muito mais
efetiva em relagdo aos demais métodos, porém, € um método que exige mais tempo
e maior dificuldade em sua execugédo (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002; ZEN;
SENTHIL KUMAR; TSAI, 2003).

Em filmes poliméricos, o recobrimento da superficie do eletrodo base
se da com filmes poliméricos, os quais devem ser condutores ou permeaveis ao
eletrélito suporte e ao analito. Diferente dos outros métodos, esta modificacéo
permite a imobilizacdo de diversas monocamadas da espécie ativa sobre a
superficie do eletrodo, sendo possivel amplificar consideravelmente a resposta
eletroquimica (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002; ZEN; SENTHIL KUMAR; TSAI,
2003).

O método dos materiais compdsitos consiste na combinacao de dois
ou mais materiais de diferente natureza. Os componentes mantém suas
caracteristicas individuais e apresentam novas caracteristicas fisicas, quimicas ou
bioldgicas, resultantes dessa mistura. E um método excelente para a modificacdo de

eletrodos de pasta (grafite, NTsC), por ter o substrato do eletrodo misturado com o
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agente modificador, resultando em uma distribuicdo mais homogénea (PEREIRA;
SANTOS; KUBOTA, 2002; ZEN; SENTHIL KUMAR; TSAI, 2003).

O material escolhido deve apresentar caracteristicas eletroquimicas
apropriadas como manter uma resposta estavel e reprodutiva, ndo apresentar
degradagao, e nao sofrer reagdes de oxirredugao que possam alterar a sua estrutura
bem como o resultado obtido na analise (PEREIRA et al., 2002).

1.2 MATERIAIS A BASE DE CARBONO

A escolha do material transdutor € um aspecto importante para a
construcdo de novas plataformas eletroquimicas, pois este é responsavel em
converter a resposta biolégica em um sinal analitico quantificavel. Neste sentido, os
materiais a base de carbono vém se destacando devido a suas excelentes
propriedades eletroquimicas, entre eles, CB (ARDUINI et al., 2015; FERNANDES;
CHIORCEA-PAQUIM; OLIVEIRA-BRETT, 2020), NTsC (SALAMANCA-NETO et al.,
2020; WEI et al., 2014), grafeno (KEMMEGNE-MBOUGUEN et al., 2020), 6xido de
grafeno (MANI; PERIASAMY; CHEN, 2012) e nanofibras de carbono (WU, L.;
ZHANG; JU, 2007). O CB é um novo material a base de carbono e que possui

escalas nanométricas e sera destaque nesta tese.

1.2.1 Carbon Black

O CB é um nanomaterial que tem atraido a atengao de varios
pesquisadores, pois atende todos os requisitos que um bom material transdutor deve
ter, como elevada area superficial, excelente condutividade, estabilidade fisica e
quimica. Além dessas caracteristicas, o CB € um material de relativo baixo custo
quando comparado com outros materiais a base de carbono utilizados na construgao
de novos sensores.

O CB também conhecido como negro de fumo é uma espécie de
carbono amorfo, onde cerca de 70% de toda a sua producgao € utilizado na industria
de borracha, sendo a grande parte para a produg¢ao de pneus e em propor¢ao menor
outros materiais de borracha (WANG, M.-J. et al., 2003). Além disso, o CB é utilizado

na industria de tinta para pigmentagcdo, como agente condutor elétrico de materiais
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de alta tecnologia (HARRIS), fabricagdo de baterias (ALCANTARA et al., 2001) e
catalisadores para células a combustivel (GUO, Y.; ZHENG; HUANG, 2008).

A estrutura quimica do CB é constituida por carbonos sp? e sp?
(Figura 1A), apresentando uma microestrutura formada por camadas hexagonais de
carbono, que tendem a acumular de trés a quatro camadas de forma nao paralela,
formando estruturas cristalograficas (Figura 1B), similar a forma de um grafite
desordenado (HUANG, J.-C., 2002; WANG, M.-J. et al., 2003).

Figura 1 — Representagao (A) estrutural do plano de camada aromatica com os
grupos funcionais e (B) estrutural atbmica do carbon black.
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Fonte: adaptado de WANG et al., 2003.

A fabricacdo do CB pode ocorrer através do método de
decomposicdo térmica ou composi¢cao parcial sob condicbes controladas, sendo
hidrocarbonetos utilizados como matéria prima. Existem cinco tipos diferentes de
fabricacdo de CB, e suas caracteristicas quimicas e fisicas variam de acordo com
seu tipo de produgdo (DONNET; BANSAL; WANG, 1993). A fornalha (do inglés,
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furnace black) € o CB comumente aplicado na fabricagao de borracha e plasticos, na
qual a sua producao € realizada através da decomposigao térmica do 6leo de
petréleo e produz CB com um didmetro que variam de 10 a 100 nm. O processo
térmico (do inglés, termal black) é o que produz maior tamanho de particula, desse
modo, nao é utilizado como preenchedor para melhorar a condutividade elétrica
(HUANG, J.-C., 2002). Outros métodos para fabricagdo do CB, é o de canal (do
inglés, channel black) que possui na composi¢céo desse CB a maior porcentagem de
grupos funcionais na superficie, sendo assim muito aplicado em tintas. O lamp black
€ também utilizado em tintas, porém é obtido a partir da fuligem da queima de 6leos
ou madeira de pinho. O negro de acetileno (do inglés, acetylene black) € um material
com maior cristalinidade, produzido pela decomposi¢cado térmica do gas acetileno
(DONNET; BANSAL; WANG, 1993).

Com a finalidade de descobrir qual CB possui melhores
propriedades eletroquimicas, Vicentini e colaboradores, caracterizaram de forma
fisica e morfologicamente trés tipos de CB, Vulcan XC72R (VXC72R), BR 4750 e
E2000 e compararam suas respostas eletroquimicas empregando diferentes
analitos. De acordo com esses autores, o CB Vulcan XC-72R demostrou ter um
melhor desempenho eletroquimico, além de apresentar melhor recobrimento de
superficie. O Vulcan XC72R é um CB do tipo fornalha com uma area superficial
especifica de 254 m? g! e baixa resistividade elétrica (VICENTINI et al., 2015).

Desse modo, a aplicacao de CB na constru¢cao de novas plataformas
de sensores eletroquimicos vem se destacando na quantificacdo dos mais diversos
tipos de analitos, como por exemplo compostos organofosforados (CINTI, S. et al.,
2016; LEE et al., 2010) e fendlicos (LOUNASVUORI; KELLY; FOORD, 2018;
TALARICO et al., 2015a), pesticidas (DEROCO, Patricia Batista;, LOURENCAO;
FATIBELLO-FILHO, 2017) e farmacos (DEROCO, Patricia B.; ROCHA-FILHO;
FATIBELLO-FILHO, 2018b; tAWRYWIANIEC et al., 2017; SMAJDOR et al., 2018).
Consequentemente, o desenvolvimento deste trabalho de doutorado enfoca no uso
do CB como agente quimico modificador, disperso em diferentes meios para o
desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos e suas respectivas aplicacoes
com diferentes analitos e amostras.

Na literatura, os trabalhos que descrevem a aplicacdo de CB para a
construcdo de sensores eletroquimicos, utilizam apenas CB na modificagao
(DEROCO; LOURENCAO; FATIBELLO-FILHO, 2017; M. tAWRYWIANIEC et al.,
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2017) ou numa mistura com outros materiais (PANDIAN et al., 2019; RASHED et al.,
2021).

1.3 POLISSACARIDEO

Os polissacarideos, também conhecidos como glicanos, sao
polimeros naturais de agucares que podem ter centenas ou milhares de unidades
monossacaridicas. Sua diferenciacdo € possivel através do tipo de unidades
monossacaridicas, da ligagdo que os unem, do comprimento de suas cadeias, ou do
grau de ramificagdo (NELSON; COX, 2014).

Esses polissacarideos podem ser obtidos de diferentes origens,
vegetal (celulose, amido), animal (heparina) e microbiolégica (dextrana, goma
xantana). Caso produzido por micro-organismos, como, fungos, bactérias e
leveduras, os polissacarideos podem participar da composi¢cao da parede celular, ou
podem ser secretados no meio de extracelular, sendo denominados de
expolissacarideos (NELSON; COX, 2014; ZEN; SENTHIL KUMAR; TSAI, 2003).

Nesse contexto, os polissacarideos tém atraido atencdo da
comunidade cientifica para a construcdo de novos sensores, pois sdo atoxicos,
biodegradaveis e aderentes a superficie sélidas (CROUZIER; BOUDOU; PICART,
2010; EIRAS et al., 2007). O emprego de alguns exemplos de polimeros naturais na
construcdo de novas plataformas para sensores tem sido reportado na literatura,
como celulose (VELUSAMY et al, 2017; ZINOUBI et al., 2017), polianilina
(GAUTAM; SINGH; YADAV, 2018), B-ciclodextrina (SIPA et al., 2018) e goma
xantana (DING et al., 2018).

1.3.1 Botriosferana

As [B-glucanas sdo expolissacarideos constituidos por residuos de
glicose unidos por ligagdes glicosidicas, com configuragcdes a e [, algumas de
cadeias simples e outras mais complexas, com ramificagbes (BARBOSA et al.,
2003). A B-glucana pode ser isolada de cereais (cevada e aveia), fungos e
leveduras, sendo essencial na manutengao da rigidez e integridade da parede
celular de fungos e leveduras (BAUERMEISTER et al., 2010).
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Em 2003, Barbosa e colaboradores descreveram pela primeira vez
na literatura sobre o fungo ascomiceto Botryosphaeria rhodina MAMB-05 que produz
a B-D-glucana, recebendo a denominacéo de botriosferana (BOT; Figura 2). A BOT
foi caracterizada estruturalmente como uma B-(1—3; 1—6)-D-glucana, sendo que a
cadeia principal sao ligagdes glicosidicas do tipo p-(1—3) e as ligagbes do tipo -
(1—6) sao ramificagdes constituidas por residuos de glucose e gentiobiose, que sao
aproximadamente 22% da composi¢do da BOT (BARBOSA et al., 2003).

Figura 2 — Representagao estrutural da BOT, com suas ramificagdes de unidades
glicosidicas e gentiobiosidicas a cada cinco unidades na cadeia principal.
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Fonte: adaptado de Barbosa et al., 2003.

A BOT tem despertado interesse dos cientistas devido as suas
notaveis propriedades, como: atividades antioxidantes (GIESE et al., 2015),
anticancerigenas (QUEIROZ, E. A. I. F. et al., 2015) e hipoglicemiantes (MIRANDA-
NANTES et al., 2011). Além disso, a BOT vem sendo empregada na eletroquimica
com intuito de fabricar novas plataformas eletroquimicas. Cortes desenvolveu um
biossensor a base de enzima lacase e BOT, ambos provenientes do Botryosphaeria
rhodina, empregando a técnica de automontagem (do inglés layer by layer). Nesse
trabalho, foram depositadas 30 bicamadas alternadas da BOT com policloreto de
dialildimetilaménio sobre a superficie do 6xido de estanho dopado com fluor (do

inglés, FTO: fluor doped tin oxide), para a determinacédo de dopamina, utilizando
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ABTS (2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico) como mediador de
elétrons (CORTES, 2008). Franga utilizou a mesma técnica para a produgéo de um
biofilme contendo BOT e polianilina (FRANGCA, 2007).

Mattos e colaboradores empregaram a BOT para imobilizagdo da
enzima lacase sobre a superficie de um eletrodo de pasta de CB. O novo biossensor
foi utilizado para a determinagao de hidroquinona em cremes dermatoldgicos, urina e
agua de rio. O biossensor apresentou uma resposta analitica na faixa de
concentragéo de hidroquinona de 2,00 — 56,6 pmol L', com um LD de 0,474 umol L-
1. Os autores atribuiram a boa resposta analitica do biossensor ao uso da BOT, uma
vez que a mesma proporcionou uma imobilizagdo natural da enzima sobre a
superficie do CB (MATTOS, Gabiriel J. et al., 2019). Coelho e colaboradores também
empregaram a BOT para a imobilizagdo da enzima lacase com nanotubos de
carbono com parede multiplas (NTsCPM) sobre a superficie do ECV para a
determinacdo de DA. Em conjunto com a VOQ os autores observaram uma resposta
analitica linear na faixa de concentragédo de 2,99 — 38,5 umol L', com um LD de
0,127 umol L'. A aplicagdo da BOT para a imobilizagdo da enzima permitiu o
desenvolvimento de um biossensor seletivo e assim a determinacédo de DA na
presenca de acido urico e acido ascérbico, nas amostras biolégicas e ambientais
(COELHO et al., 2019).

1.4 HIDROCLORETO DE POLIALILAMINA

O hidrocloreto de polialilamina (PAH) € um polieletrélito catiénico
contendo varios grupos amino (—NH2) ionizaveis em sua cadeia, estando protonado
em meio neutro e acido e totalmente desprotonado em solugbes ligeiramente
basicas, dado que seu valor de pKa é 8,5 em solugdo aquosa (WANG, B.;
NOGUCHI; ANZAI, 2007). Dessa forma, por exemplo, em pH 8,0 somente uma
fracdo de grupos —NH:2 na estrutura do PAH esta protonado e torna-se —NHs*. Por
outro lado, em pH 4,0 ele esta quase totalmente protonado. No geral, este
polieletrdlito tem sido usado em combinagdo com um polieletrélito anibnico para a
obtencédo de sensores e biossensores de camadas automontadas (layer-by-layer),
empregados em diversas aplicagbes analiticas (MAXIMINO et al., 2016; YE et al.,
2016).
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O PAH proporciona excelente aderéncia de nanomateriais no ECV,
bem como estabilidade, permitindo a transferéncia eletrbnica entre o analito e a
interface eletrodo/solucao. Isto foi constatado nos trabalhos de Sartori et al., no qual
realizaram modificacbes do ECV com PAH para aplicagdo como sensores e
biossensores eletroquimicos. Esses autores modificaram um ECV com NTsC e
nanoparticulas de ouro (NPsAu) em filme de PAH para a imobilizagdo da enzima
polifenol oxidase. O biossensor mostrou uma linearidade no intervalo de
concentragéo de 0,5 — 22 pymol L' para o sulfito, com um LD de 0,4 umol L
(SARTORI; VICENTINI; FATIBELLO-FILHO, 2011). Além disso, o PAH pode
estabilizar nanomateriais a base de particulas metalicas. Vieira e colaboradores
utilizaram PAH na confecgdo de um biossensor eletroquimico no intuito de estabilizar
as NPsAu e este imobilizar a enzima lacase para a determinagdo de dopamina em
amostras farmacéuticas. O biossensor desenvolvido mostrou linearidade para a
dopamina no intervalo de concentragdo de 0,49 — 23,0 umol L', com um LD de 0,26
umol L. Os autores atribuiram o bom desempenho analitico do biossensor a
facilidade da transferéncia de elétrons entre a proteina e a superficie do eletrodo,
consequéncia da utilizagao das NPsAu estabilizadas em PAH (SILVA, T. R.; VIEIRA,
2016).

1.5  ANALITOS

1.5.1 Ciclobenzaprina

A ciclobenzaprina (CIC) € um relaxante muscular de agao central,
em que sua férmula estrutural é similar aos antidepressivos triciclicos (Figura 3) e
designado pela [IUPAC com o nome de 3-(5H-dibenzo[a,d]ciclohepten-5-ilideno)-N,N-
dimetil-1-propanima (LINDEN et al, 1983; PUBCHEM: OPEN CHEMISTRY
DATABASE, 2013). E um sal amino ftriciclico, cristalino, solivel em agua e etanol,

ligeiramente soluvel em cloroférmio e praticamente insoluvel em hidrocarbonetos.
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Figura 3 — Estrutura molecular da CIC.

Este farmaco foi originalmente sintetizado em 1960 para o
tratamento da depressédo, em que as doses diarias eram de 75 a 150 mg. Além do
uso contra a depressao, a CIC foi utilizada, porém sem muito sucesso, para o
tratamento de esquizofrenia, ansiedade, cefaleia cronica e rigidez devido a doenca
de Parkinson. Somente em 1977, o farmaco foi utilizado para o alivio do espasmo
muscular associado a dor musculoesquelética aguda (KATZ; DUBE, 1988; LINDEN
et al., 1983).

No atual cenario farmacéutico, a CIC ¢é prescrita para dores
associadas com a hiperatividade musculoesquelética e disturbios do sono,
associados com a fibromialgia (KOBAYASHI; HASEGAWA; ONO, 1996). No
organismo humano, a CIC inibe a recaptacdo neuronal pré-sinaptica de
norepinefrina e serotonina e em altas concentracées a CIC parece ser capaz de
efetuar a liberagdo de catecolaminas enddgenas dos neurbnios pré-sinapticos. O
relaxamento do musculo é resultado de uma inibicdo mediada por um tronco
encefalico dos neurdnios motores (LINDEN et al., 1983).

A CIC ndo necessita de receita meédica para ser adquirida
comercialmente, sendo amplamente utilizada pela populagdo. Dessa forma, faz-se
necessario um método rigoroso, simples, preciso e exato para o controle de
qualidade de medicamentos que contenham este farmaco, a fim de que o mesmo
tenha a quantidade declarada em seu rétulo. Em 1983, Linden e colaboradores

relataram trés casos de overdoses com CIC, sendo observados sintomas como
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arritmia cardiaca, alucinagbes, desorientagdo e comportamentos anormais, além de
apresentarem pele e boca seca (LINDEN et al., 1983).

Diversos métodos analiticos foram desenvolvidos para a
determinacdo de CIC em medicamentos e plasma, entre eles, cita-se
espectrofotometria (KASSEM; GUESMI, 2016), cromatografia gasosa (CG) acoplada
a espectrometria de massa (ADAMOWICZ; KALA, 2010) e com detector de
nitrogénio (CONSTANZER, M. L.; VINCEK; BAYNE, 1985), cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo UV-Vis (CONSTANZER, M.; CHAVEZ;
MATUSZEWSKI, 1995), com deteccao coulométrica (FISHER; BAYNE; MUSSON,
1989) e ainda acoplada a espectrometria de massa (CONSTANZER, M.; CHAVEZ;
MATUSZEWSKI, 1995; HERRIN; MCCURDY; WALL, 2005; RAMADAN et al., 2017).
Porém, essas técnicas possuem algumas desvantagens como um elevado custo de
instrumentacédo, longo tempo de analise e necessidade de extenso preparo de
amostra com etapas de filtracéo e limpeza.

Nesse cenario, as técnicas eletroanaliticas surgem como alternativa
para a determinagdo de diversas moléculas orgéanicas. Sdo técnicas simples, de
baixo custo, rapidas, além de possuir elevada sensibilidade, seletividade e nao
requerer pré-tratamento complicado da amostra.

Na literatura esta descrito apenas um trabalho que emprega técnica
eletroanalitica para a determinagéao de CIC, a potenciometria (RAMADAN; ZAAZAA;
MEREY, 2011). Neste trabalho, Ramadan e colaboradores desenvolveram um
sensor potenciométrico de micrografite para a determinagcdo de CIC. Os autores
obtiveram linearidade no intervalo de concentragdo de 10 a 10000 ymol L', com um
LD de 6,50 umol L', sendo o sensor aplicado na determinacdo de CIC em po6 puro,
medicamento e plasma (RAMADAN; ZAAZAA; MEREY, 2011).

1.5.2 Dopamina

Catecolaminas sdo horménios e neurotransmissores presentes no
sistema nervoso periférico e central, sdo capazes de excitarem, inibirem ou
influenciarem na atividade das células. A dopamina (DA), 2-(3,4,dihidroxi-
fenil)etilamina, cuja a estrutura é representada na Figura 4, € um exemplo de
catecolaminas que pertence a classe de mensageiros quimicos, conhecidos como

neurotransmissores. Eles sdo produzidos naturalmente pelo organismo e existem no
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cérebro com o objetivo de conduzir a transmissdo de um neurbnio para outro
(ESTEVINHO; SOARES-FORTUNATO, 2003; HALL; GUYTON, 2017). Além disso, a
DA é comumente utilizada em unidades de pronto socorro como agente

vasoconstritor e hipertensor.

Figura 4 — Representacdo da estrutura quimica da dopamina.
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A dopamina é produzida através do aminoacido tirosina, onde a
tirosina € convertida em L-dopa e na sequéncia descarboxilada para dopamina.
Esse neurotransmissor atua como mediador de diferentes fungbes do sistema
nervoso central, como por exemplo o controle das fun¢gdes motora, enddcrina, de
recompensa e de cognigdo (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012;
STUCHLIK et al., 2007). Um aumento na atividade de dopamina no cérebro induz a
euforia e motivagao, enquanto uma diminuicdo pode causar hiperatividade, déficit de
atencdo, desordens de humor e ser indicativos de doengas neurodegenerativas,
como a esquizofrenia, o mal de Alzheimer e Parkinson (GOODMAN; GILMAN, 2005;
GOYAL; BISHNOI, 2011; IKEMOTO; YANG; TAN, 2015). Em vista disso, este
neurotransmissor apresenta uma grande importdncia no organismo humano,
fazendo-se necessario o desenvolvimento de um método analitico simples e rapido
para a sua quantificagdo no organismo humano com o objetivo de diagnosticar e
monitorar essas doengas e em medicamento visando assegurar a eficiéncia do
tratamento.

Diversas técnicas analiticas tém sido empregadas para a
determinacao de dopamina em amostras farmacéuticas e fluidos biolégicos, dentre
essas técnicas temos cromatografia liquida (GOYAL; BISHNOI, 2011; LIN et al.,
2019; WU, D. et al., 2016) e gasosa (MUSSHOFF et al., 2000), espectrofotometria
(SALEEM, 2019; ZHU et al., 1997), calorimetria (ROSTAMI; HADJIZADEH,;
MAHSHID, 2020) e métodos eletroquimicos (EISELE et al., 2019; GUO, X. et al.,
2020; HUANG, JIANSHE et al., 2008; LIU et al., 2012; ZARE; NASIRIZADEH,;
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MAZLOUM ARDAKANI, 2005). Contudo, muitas dessas técnicas envolvem preé-
tratamento das amostras, uso de grandes quantidades de solventes organico, alto
tempo de anadlise e custo elevado. Assim, técnicas eletroquimicas surgem
associadas com eletrodos quimicamente modificados como uma alternativa atraente,
devido a sua alta sensibilidade e seletividade, o baixo custo instrumental, rapido
tempo de analise e minimo ou nenhum uso de solventes organico.

Aneesh e colaboradores desenvolveram um sensor voltamétrico
para a determinagdo de DA em amostras de soro sanguineo. Para isso, um ECV foi
modificado com 6xido de grafeno parcialmente reduzido. O sensor apresentou uma
faixa linear para a DA nas concentragdes de 0,1 — 100 pmol L', com um LD de
0,008 pmol L'. Os autores observaram que o sensor apresentou maiores
intensidade de corrente para a DA quando comparado ao ECV sem modificacédo e
atribuiram essa melhora ao 6xido de grafeno parcialmente reduzido (ANEESH et al.,
2014).

1.5.3 Paracetamol

A busca por meios de aliviar as dores vem acontecendo desde os
primordios, em que o homem da idade da pedra (3000 a.C.) encontrava em plantas
medicinais o alivio para suas dores (HAAS, 1983). Os primeiros relatos do uso de
paracetamol para fins medicinais foi em 1893 por Von Mehring (MEHRING, 1893).
Porém somente em 1949, quando Brodie e Axelrod identificaram os metabdlitos
ativo, a fenacetina e acetinilida, ambos com agao analgésico-antipética (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012), desde entdo o mesmo tem sido empregado para
alivio de dores.

O paracetamol (PAR), também conhecido como acetaminofeno ou
N-acetil-p-aminofeol (Figura 5), € um dos analgésicos mais vendidos nas farmacias
do mundo todo, sendo utilizado também para alivio de dores crénicas. O PAR foi
langado no mercado farmacéutico como substituto do acido acetilsalicilico, além de
suas propriedades analgésicas e antipirética analogas, o mesmo apresenta uma
menor quantidade de efeitos colaterais quando comparado ao acido acetilsalicilico
(BOSH et al., 2006; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).
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Figura 5 — Representacdo da estrutura molecular do paracetamol.
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O PAR é um medicamento muito empregado também para aliviar
dores de doengas crénicas em que a maior porcentagem de pessoas afetadas por
essas dores sdo idosos. Estudos revelam que 66% das doengas em idosos sao
doencas cronicas nao transmissiveis causadas pelo processo de envelhecimento
(ELY et al., 2015). Dentre as doencgas crénicas que causam dor aos idosos tem-se a
doenca de Parkinson e em torno de 40 a 80% dos pacientes que a possuem
reclamam de dores constantes; sendo assim, € uma pratica comum os médicos
prescreverem PAR para aliviar a dor crénica causada pela perda de fungdo motora.
Estudos recentes mostraram que em baixas concentragbes, o PAR reduz
significativamente a degeneracdo da DA. Em vista disso, € importante a
determinacdo simultdnea de PAR e DA em soro sanguineo para controle da
dosagem (is pain a symptom of parkinson’s disease?, [s. d.]; KHORSHED; KHAIRY;
BANKS, 2019).

A dose diaria recomendada de PAR é de 0,5 g a 0,8 g. Doses
superiores a estas podem ocasionar uma intoxicagdo aguda por PAR, causando
desde sintomas mais leves como nauseas, vomito e dores abdominais até sintomas
mais graves como necrose hepatica podendo ocasionar a morte desse individuo
(DUARTE, 2020; KISELY; LAWRENCE; PRESTON, 2003). A toxidade do PAR pode
ser relacionada ao grupo amino, pois 0 mesmo oxida formando o
hidroxiaceminofenol, e na sequéncia o N-acetil-p-benzoquinonaimina. Essa
substancia é altamente eletrofilica e facilita a oxidagdo das proteinas formando
assim um ciclo redox com a formacao de anions superéxidos por meio de redugao
com oxigénio. Por fim, essa etapa de reducao produz peréxidos e radicais hidroxilas
implicando no stress oxidativo celular (BERGMAN; MULLER; TEIGEN, 1996; ELY et
al., 2015; KISELY; LAWRENCE; PRESTON, 2003). Por esses motivos, faz-se
necessario o desenvolvimento de um método simples e rapido para a determinacao

de PAR, em medicamentos, amostras biologicas e ambientais.
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Na literatura ha diversos trabalhos sobre o desenvolvimento de
meétodos analiticos e de sensores eletroquimicos para a determinagéo individual e
simultanea do PAR em diferentes matrizes.

Devaraj e colaboradores sintetizaram cobre e Oxido de cobre(l)
sobre a superficie de nanoparticulas de cobre por acido oleico com o intuito de
exaltar as propriedades eletroquimicas das nanoparticulas. Esse novo material foi
utilizado para construgdo de um novo sensor eletroquimico, baseado na modificagao
de um eletrodo de carbono vitreo (ECV) com as nanoparticulas de cobre recobertas
com cobre e 6xido de cobre(l), para a determinacgao simultdnea de PAR e DA. Essa
plataforma forneceu resposta linear para o PAR na faixa de concentracédo de 1 a
142,9 pmol L', com LD de 1,51 umol L', enquanto para a DA foi de 0,02 a 0,159
umol L', com um LD de 0,003 umol L. Os autores atribuiram a melhora nas
propriedades eletroquimicas do sensor, como alta transferéncia de elétrons, as
nanoparticulas modificadas com oxido de cobre(l) e cobre a base de acido oleico
(DEVARAJ et al., 2016).

Um eletrodo de oOxido de indio-estanho foi modificado com
nanoparticulas de ouro para a determinagdao de PAR por Goyal e colaboradores
(GOYAL et al., 2005). Este sensor apresentou uma resposta linear para o PAR na
faixa de concentragéo de 0,2 — 1500 umol L', com um LD de 0,18 pmol L.

Sadok, Rotko e Wiercinska empregaram um eletrodo de diamante
dopado com boro (EDDB) coberto com particulas de bismuto e Nafion® para a
determinacao de PAR obtendo uma faixa linear de concentragdo de 0,2 — 500 umol
L' e LD de 0,036 umol L'. O sensor foi aplicado na determinagdo de PAR em
medicamentos (SADOK; TYSZCZUK-ROTKO; NOSAL-WIERCINSKA, 2016).

Com base nos principios da quimica-verde, Haridas e colaboradores
desenvolveram um nanocomposito com grafeno de alta qualidade incorporado em
oxido de ferro. O material foi utilizado para modificar a superficie de um ECV com a
finalidade de quantificar PAR em amostras farmacéuticas. O sensor apresentou
resposta linear entre as concentragdes de 0,3 e 1800 pmol L', com um LD de 0,095
umol L' (HARIDAS et al., 2021).

Eisele e colaboradores utilizaram um ECV modificado com CB e
BOT carboximetilada para a determinacdo simultinea de PAR e DA. O sensor

proporcionou uma resposta linear nas concentracdes de 0,099 — 29 e 0,70 — 19
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umol L', com um LD de 0,013 e 0,11 umol L', para DA e PAR, respectivamente. Os
autores atribuiram os bons resultados obtidos com as propriedades da BOT
carboximetilada que forneceu uma maior seletividade para moléculas protonadas ou
com grupos funcionais (EISELE et al., 2019). Uma nova plataforma eletroquimica
baseada na modificagdo de um ECV com nanofolhas de grafeno e cobre(ll) foi
desenvolvida por Song e colaboradores para a determinagdo simultdnea de DA e
PAR (SONG et al., 2018). Os autores obtiveram uma faixa linear na concentragao de
0,0024 — 36 umol L', com um LD de 0,8 nmol L' para a DA e 0,004 — 7,6 umol L,
com um LD de 0,7 nmol L' para o PAR. Os autores utilizaram o sensor para a
determinacdo dos analitos em amostras reais de medicamentos e soro sanguineo.
As propriedades eletrocataliticas proporcionadas pela interagdo do grafeno com o
cobre(ll) tornaram possivel as baixas concentragdes apresentadas pelos autores.

Yao e colaboradores desenvolveram um sensor eletroquimico
baseado em um nanocompdsito constituido de estruturas orgénicas de cobre
porfirina metalico e nanoconchas de ouro e prata decoradas com NTsC para a
modificagdo da superficie de um ECV. O sensor apresentou linearidade nas
concentragdes de DA entre 0,6 — 70 e 70 — 300 umol L', com um LD de 0,082 umol
L', sendo aplicado para a determinagdo de DA em medicamentos. Os autores
atribuiram a alta sensibilidade do sensor ao nanocompdsito baseado em cobre,
NTsC, ouro e prata. Sadok e colaboradores recobriram a superficie de um eletrodo
de diamante dopado com boro com particulas de bismuto e Nafion®, o sensor foi
empregado para a quantificagcdo de PAR em amostras farmacéuticas, para isso, os
autores construiram uma curva analitica com uma faixa linear de 0,2 a 500 umol L,
e um LD de 0,026 pmol L' (SADOK; TYSZCZUK-ROTKO; NOSAL-WIERCINSKA,
2016).

1.5.4 Besilato de anlodipino

O anlodipino (ANL), de nome oficial (RS)-3-etil-5-metil-2-[(2-
aminoetoxi)metil]-4-(2-chlorofenil)-6-metil-1,4-dihidropiridina-3,5-dicarboxilato (Figura
6), € um anti-hipertensivo do tipo bloqueador dos canais de calcio de terceira
geragdo. Esse analito age no organismo humano relaxando o musculo liso da
parede arterial (vasodilatacdo), reduzindo a resisténcia vascular ocasionando um

aumento no fluxo sanguineo e por fim a diminuicdo da pressao arterial. Para que o
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tratamento com ANL faca o efeito necessario, é preciso que a quantidade rotulada
seja real. Com isso, faz se necessario o desenvolvimento de métodos para a

determinacdo de ANL em medicamentos.

Figura 6 — Representacao da estrutura quimica do anlodipino.
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Na literatura existem diversos trabalhos para a determinagdo de
ANL, entre eles métodos espectrofotométricos (ABDOLLAHPOUR et al., 2011;
ATTIMARAD et al., 2019), colorimetria (MEMON, 2020; YAQOOB et al., 2019),
cromatografia liquida (CHEN, G. et al., 2018; MALESUIK et al., 2006; SHAIKH et al.,
2020; TATAR; ATMACA, 2001) e gasosa (MONKMAN et al., 1996). Como
mencionado, a voltametria € uma técnica simples, rapida, de baixo custo que esta
sendo cada vez mais empregada para a determinagdo de anti-hipertensivos. Na
literatura ha trabalhos em que foi empregado voltametria em conjunto com eletrodos
quimicamente modificados para a determinacao de ANL.

Goyal e Bishnoi testaram dois eletrodos modificados com materiais
diferentes para a determinagdo de ANL. Para isso, os autores modificaram um
eletrodo de grafite com nanotubos de carbono de parede simples (NTsCPS) e outro
eletrodo com NTsCPM. Os autores observaram uma sensibilidade de 1,8 vezes
maior do eletrodo modificado com NTsCPS quando comparado com o modificado
com NTsCPM, obtendo uma resposta linear entre as concentracbes de 0,005 a 1,0
umol L', com um LD de 0,001 pmol L'. O sensor foi aplicado na determinagdo de
ANL em medicamento e urina (GOYAL; BISHNOI, 2010).

O ECV foi modificado com um nanocompésito formado por um
composto organometalico de ferro e carbono mesoporoso para a determinagao

simultdnea de ANL e losartana. O eletrodo desenvolvido apresentou uma corrente
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do pico de oxidagdo do ANL 30 vezes maior quando comparado ao ECV sem
modificagdo, os autores atribuiram essa melhora devido ao efeito sinérgico
proporcionado pelo nanocompdsito (RAJPUROHIT; BORA; SRIVASTAVA, 2018).
Dehdashti e Babaei desenvolveram um sensor eletroquimico baseado em
nanoparticulas de platina dopadas com oxido de niquel e NTsCPM para a
modificagdo do ECV. O sensor obteve uma resposta linear para as concentragdes de
1,0 a 250 umol L' para ANL com um LD de 0,092 umol L-'. Os autores atribuiram os
bons resultados as propriedades sinérgicas dos nanomateriais (DEHDASHTI;
BABAEI, 2020).

O ANL também foi quantificado simultaneamente com PAR, acido
ascorbico e dobutamina. Para essa determinagcdo, Atta e colaboradores
desenvolveram uma nova plataforma eletroquimica baseada na modificacdo de um
ECV com NTsCPM, liquido iénico e grafeno. O sensor apresentou linearidade para o
PAR e ANL na faixa linear de 0,02 — 40 umol L', respectivamente. As respostas
analiticas obtidas para o PAR e ANL empregando o sensor proposto foram 3 vezes
maior quando comparado com o ECV sem modificacdo, os autores conferiram essa
melhora ao efeito sinergético proporcionado pelas substancias utilizados na
modificacdo do ECV (ATTA et al., 2019).

1.5.5 Rosuvastatina calcica

A rosuvastatina (RSV), cujo o nome oficial da IUPAC é acido (E, 3R,
5S)-7-[4-(4-fluorofenil)-2-[metil(metilsulfonil)amino]-6-propan-2-ilpirimidin-5-il]-3,5-
dihidroxihept-6-endico, é uma estatina de nova geracéo, totalmente sintética. E um
medicamento prescrito para o tratamento de hipercolesterolémica (colesterol alto). A
RSV é uma estatina inibidora seletiva e reversivel da 3-hidroxi-metilglutaril coenzima
A (HMG-CoA) redutase hepatica, que age limitando a taxa de biossintese hepatica
de colesterol de baixa densidade lipoprotéica (LDL), ou seja, a HMG-CoA é
responsavel pela produg¢ao de colesterol (DAVIDSON, 2002; GROUP, 2002; WHITE,
2002). A Figura 7 apresenta a estrutura quimica da RSV. Grande parte dos
pacientes hiperlipidémicos também podem manifestar problemas de hipertensao,
portanto, os agentes anti-hipertensivos e anti-hiperlipidémicos sdo comumente
administrados em combinagdo (KANG; VEROTTA; SCHWARTZ, 2006). Desse



40

modo, faz-se de grande importancia a determinagdo simultdnea dessa classe de

medicamentos.

Figura 7 - Representagao da estrutura molecular da rosuvastatina.
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Na literatura ha trabalhos empregando a voltametria para a
determinacdo da RSV, de forma individual (KARADURMUS et al, 2017;
SACIDE ALTINOZ; BANU UYAR, 2013; SILVA, Tiago A. et al., 2015; SILVA, Tiago
Almeida et al., 2015) e simultdnea com o ANL (KARADAS-BAKIRHAN et al., 2016;
YILMAZ; YILMAZ, 2020).

Karadas-Bakirhan e colaboradores empregaram o ECV sem
modificagdo para a determinagao simultanea de RSV e ANL. O eletrodo apresentou
uma resposta linear na faixa de concentragédo de 5,0 a 40 umol L', com um LD de
0,8 umol L' para a RSV e de 9,0 a 70 umol L', com um LD 0,7 pmol L' para a ANL.

Um disco de platina em conjunto com a VPD foi empregado para a
determinacdo simultdnea de ANL e RSV. Os autores construiram uma curva
analitica nas concentragdes de 9,0 — 70 umol L' e 5,0 — 40 umol L', para ANL e
RSV. E por fim, o eletrodo de platina foi aplicado para a determinacéo simultédnea de
ANL e RSV em amostras farmacéuticas.

Visto isso, este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento
de novas plataformas eletroquimicas a base de carbono do tipo CB, sendo este
imobilizado em diferentes meios sobre a superficie do ECV. Os sensores foram
avaliados em relacdo ao seu comportamento eletroquimico e sua aplicabilidade no
desenvolvimento de procedimentos eletroquimicos para a determinagao de analitos
de interesse em diferentes amostras, como bioldgica, farmacéutica e ambiental.

Destacam-se os seguintes objetivos especificos:
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Estudar a melhor composicdo de cada um dos filmes obtidos para a

modificagdo do ECV.

Explorar as diferentes superficies dos eletrodos modificados através da
caracterizagdo morfolégica dos mesmos utilizando a microscopia eletrénica
de varredura (MEV).

Avaliar os diferentes tipos de superficie do ECV empregando as técnicas
eletroquimicas de VC e EIE, usando para tal finalidade, solugcédo de
ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)e]) ou cloreto de hexaaminoruténio(lll)
(Ru(NHs)sCls), cujas areas eletroativas serdo também determinadas e

comparadas.

Investigar o comportamento voltamétrico dos analitos sobre os diferentes
eletrodos modificados empregando a VC, avaliando-se a composi¢ao do filme

a ser utilizado.

Obter os parametros analiticos, tais como sensibilidade, seletividade, LD,
intervalo linear de concentragdo, estabilidade, exatiddo e precisdo do

procedimento eletroanalitico proposto.

Determinar a concentragdo dos analitos em formulagdes farmacéuticas,
plasma de rato, agua da torneira e agua de rio com auxilio das técnicas

voltamétricas.

Comparar os parametros analiticos obtidos para a determinagdo dos analitos
empregando os sensores desenvolvidos com aqueles previamente descritos

na literatura.
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CAPITULO 1

“Aplicacao do botriosferana como um aderente
de carbon black sobre a superficie do eletrodo
de carbono vitreo para a determinacao

eletroquimica da ciclobenzaprina”

E/V vs Ag/AgCl

Publicado em: Electrochimica Acta, VVolume 379, Maio de 2021; 526-536.
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RESUMO

O presente trabalho descreve a caracterizagdo e o desempenho de um novo sensor
voltamétrico baseado na modificacdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo
(ECV) com carbon black (CB) e botriosferana (BOT), para a determinagéo de
ciclobenzaprina (CIC). A caracterizagdo eletroquimica foi realizada por meio da
espectroscopia de impedancia eletroquimica e mostrou uma melhora na
transferéncia de elétrons sobre a superficie do sensor desenvolvido em relagéo ao
ECV sem modificagdo. A microscopia eletronica de varredura mostrou que o filme de
CB-BOT recobre por completo a superficie do ECV e que essa modificacdo garante
maior area eletroativa ao eletrodo. No eletrodo modificado, a ciclobenzaprina
mostrou um pico de oxidacao irreversivel no potencial de 0,98 V (vs Ag/AgCl (KClI
3,0 mol L)) em solugdo de KCI 0,1 mol L , apresentando menor potencial e maior
intensidade de corrente que aqueles apresentados pelo ECV ou pelos eletrodos
modificados somente com CB ou BOT. Usando voltametria de onda quadrada, a
curva analitica obtida foi linear na faixa de concentragédo de 2,0 a 20,6 umol L' em
solugéo de NaCl 0,1 mol L', com um limite de detecgédo de 0,028 umol L-'. O sensor
desenvolvido foi aplicado na determinagcdo de ciclobenzaprina em formulacdes
farmacéuticas e os resultados obtidos foram estatisticamente semelhante aos
resultados obtidos utilizando a espectrofotometria, com 95% de confianga. Além
disso, empregando o teste de adi¢cao e recuperagao quantificou-se a concentracao

de CIC com sucesso em amostras reais de soro sanguineo e agua de torneira e rio.

Palavras-chave: sensor voltamétrico, ciclobenzaprina, carbon black, -D-glucana.
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1. INTRODUGAO

A CIC, um relaxante muscular de agao central, € amplamente usado
para o alivio de espasmos musculares e dores associadas a hiperatividade
musculoesquelética aguda, bem como para o tratamento de fibromialgia e transtorno
de estresse pos-traumatico (KATZ; DUBE, 1988; LINDEN et al., 1983). Devido aos
seus beneficios, a CIC é amplamente empregada no tratamento de dores
musculares, porém em casos de uma overdose desse medicamento, o paciente
pode apresentar arritmia cardiaca, alucinacdes, desorientacbes e comportamento
anormal, assim como sensacao de pele e boca secas (LINDEN et al., 1983). Por ser
um medicamento para consumo humano, os farmacos devem passar por varios
testes qualitativos e quantitativos para garantir a seguranca e eficacia do tratamento
aos pacientes. E de extrema importancia, portanto, que os niveis de CIC possam ser
monitorados na corrente sanguinea dos pacientes para fins de controle clinico.

Procedimentos baseados nas técnicas de cromatografia liquida e
gasosa (ADAMOWICZ; KALA, 2010; CONSTANZER, M.; CHAVEZ,
MATUSZEWSKI, 1995; CONSTANZER, M. L.; VINCEK; BAYNE, 1985; HERRIN;
MCCURDY; WALL, 2005; RAMADAN et al., 2017) e espectrofotometria (KASSEM,;
GUESMI, 2016) foram descritos na literatura para a determinagdo de CIC, porém
requerem extensivo preparo de amostra, utilizam solventes organicos, alto tempo de
analise e instrumentacdo de relativo alto custo. Neste contexto, as técnicas
eletroquimicas, por serem simples, rapidas, sensiveis, seletivas, ambientalmente
amigaveis e possuirem um relativo baixo custo, veem se destacam como um método
alternativo para a determinagdo de moléculas organicas (COLDIBELI et al., 2020;
DEROCO, P. B. et al., 2015; JEVTIC et al., 2018; MATTOS, G. J. et al., 2017;
MORAES et al., 2019).

Para a determinacdo de CIC, ha descrito na literatura apenas um
trabalho que emprega técnica eletroanalitica, a potenciometria (RAMADAN;
ZAAZAA; MEREY, 2011). Neste trabalho, Ramadan e colaboradores desenvolveram
um sensor potenciométrico de micrografite para a determinagao de CIC. Os autores
obtiveram linearidade no intervalo de concentragdo de 10 a 10000 ymol L', com um
LD de 6,50 ymol L', sendo o sensor desenvolvido aplicado na determinagéo de CIC
em poé puro, medicamento e plasma (RAMADAN; ZAAZAA; MEREY, 2011).

Entretanto, para a quantificagcdo de CIC em amostras de soro sanguineo € preciso
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que o método desenvolvido alcance baixas concentragdes, valores mais baixos do
que os especificados pelos autores (RAMADAN; ZAAZAA; MEREY, 2011). A
voltametria, uma técnica muito sensivel, vem comprovando ser excelente para as
analises de amostras farmacéutica, biolégica e ambiental (MANRIQUE et al., 2020).
Além disso, ndao ha trabalho na literatura empregando voltametria para a
determinacao de CIC, sendo este o primeiro trabalho da literatura a empregar
voltametria para a quantificagdo de CIC em amostras reais. Rodrigues e
colaboradores realizaram a caracterizacao eletroquimica da CIC sobre a superficie
de um eletrodo de pasta de carbono, porém nao houve aplicagdo do mesmo para a
determinacao de CIC em amostras (RODRIGUES et al., 2019).

Em vista do exposto, um novo sensor voltamétrico a base de
botriosferana (BOT) e carbon black (CB) é proposto para a determinacéo de CIC. A
BOT é um exopolissacarideo produzido pelo fungo Botryosphaeria rhodina MAMB-
05, sendo caracterizada como uma (1—3)(1—6)-p-D-glucana (BARBOSA et al.,
2003). A propriedade aderente da BOT vem sendo explorada na construgdo de
biossensores (MATTOS et al., 2019; SALAMANCA-NETO et al., 2020), em que a
BOT foi empregada para a imobilizagdo da enzima laccase. No entanto, a BOT nao
foi ainda utilizada para melhorar a aderéncia de CB sobre a superficie do eletrodo de
carbono vitreo (ECV) para a construcdo de uma nova plataforma eletroquimica,
sendo este apresentado pela primeira vez neste trabalho.

O CB é um nanomaterial constituido de carbono hibridizado sp? e
sp3, em que possui caracteristicas fisicas importantes para a area da eletroquimica,
sendo elas: alta area superficial, excelente condutividade e estabilidade fisica e
quimica (DEROCO, P. ; LOURENCAO; FATIBELLO-FILHO, 2017). Além disso, o CB
possuiu um relativo baixo custo quando comparado a outros materiais de matriz
carbonacea usualmente empregados para o desenvolvimento de novos sensores
(CINTI, Stefano et al., 2016; DEROCO, P.; LOURENCAO; FATIBELLO-FILHO,
2017). Na literatura é possivel encontrar trabalhos em que o CB foi utilizado como
material condutor para a construgéo de novos (bio)sensores para a determinagéo de
diversos analitos, como: compostos organofosforados (CINTI, S. et al., 2016; LEE et
al., 2010), fendlicos (LOUNASVUORI; KELLY; FOORD, 2018; MATTOS, Gabriel J.
et al., 2019; TALARICO et al., 2015a), pesticidas (DEROCO, Patricia Batista;
LOURENCAO; FATIBELLO-FILHO, 2017) e medicamentos (DEROCO, Patricia B.;
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ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2018a; LAWRYWIANIEC et al., 2017;
SMAJDOR et al., 2018).

Desse modo, o presente trabalho tem combinado as caracteristicas
da BOT e do CB para o desenvolvimento de uma nova plataforma voltamétrica. O
sensor € baseado na modificagdo da superficie do ECV com CB e BOT (CB-
BOT/ECV), e sua aplicagdo para a determinagdo eletroanalitica de CIC em
medicamentos, soro sanguineo de rato e amostras de agua de rio e torneira, sendo

dopadas as amostras biolégicas e ambientais.
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2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes utilizados para o preparo dos eletrolitos suporte foram
todos de grau analitico e preparados com agua ultrapura (resistividade >18 MQ cm)
proveniente do sistema Milli-Q (Millipore®). A CIC foi obtida da Sigma-Aldrich, o
ferrocianeto de potassio da Merck, a dimetilformamida (DMF) obtida da Synth
(99,8%). O CB VXC72R foi gentilmente cedido pela Cabot Corporation.

Os reagentes utilizados para o preparo dos eletrolitos suporte,
cloreto de potassio, cloreto de sodio, cloreto de bario, sulfato de potassio e sulfato
de sddio foram obtidos da Anidrol. As amostras de medicamentos foram obtidas em
uma farmacia local, localizada em Londrina, Parana, Brasil.

Quanto a amostra de plasma de rato, o plasma foi obtido de uma
rata do plantel do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Estadual de
Londrina e mantida em sala climatizada em ciclo claro/escuro de 12 horas, com
padrdo racdo de rato (Nuvital, Curitiba, Brasil) e agua ad libitum. As 12 semanas de
idade, a rata foi anestesiada (tiopental sodico, 40 mg Kg'), foi recolhida amostra de
sangue da aorta abdominal. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Londrina
(CEUA/UEL: 6996.2015.02).

As solucbes padrao de CIC foram preparadas na concentracdo de
10 mmol L' e apds seu uso, a mesma foi congelada para o proximo dia de analise. A
CIC foi dissolvida no eletrdlito suporte utilizado (NaCl 0,1 mol L"). A solugao de NaCl
0,1 mol L' usada como eletrolito suporte foi preparada pela dissolucdo de NaCl em
agua ultrapura.

A solugao de ferricianeto/ferrocianeto de potassio, na ordem de
concentragdo de 10 mmol L', foi preparada a cada dia de trabalho a partir da

dissolugdo do sal em solugéo de KCI 0,5 mol L.
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2.2 INSTRUMENTACAO

As medidas voltamétricas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT101 (Metrohm Autolab B.V., Holanda)
controlado pelo programa NOVA 2.1.3, enquanto as medidas impedimétricas foram
realizadas em um potenciostato/galvanostato FRAIl yAUTOLAB tipo Il (Metrohm
Autolab B.V., Holanda) controlado pelo programa NOVA 1.0. Ambos os
equipamentos foram acoplados a uma célula eletroquimica de vidro com a
capacidade para 15 mL, contendo tampa de Teflon® com encaixe para os eletrodos e
um orificio para adi¢ao do analito. Foi utilizado um CB-BOT/ECV como eletrodo de
trabalho, uma placa de platina como eletrodo auxiliar e todos os potenciais foram
medidos em relagdo a um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (3,0 mol L' KCI). O
ECV foi obtido da Tokay Carbon Co., Japao (diametro 3 mm).

Para auxiliar na dispersdo do CB em DMF utilizou-se uma lavadora
ultrassénica da Eco-Sonics, modelo Q3.8/37A. Para as medidas de pH foi utilizado
um pHmetro Bel Engineering, modelo W3B, empregando um eletrodo de vidro
combinado com um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L-') como referéncia externa.
As pesagens foram realizadas em uma balanca analitica Shimadzu, modelo AY220,
com precisao de + 0,1 mg.

A caracterizacdo morfologica dos diferentes sensores foi realizada
empregando um MEV, utilizando o modelo JOEL FEG-SEM JSM 6330-F operado a
5 kV. As amostras foram preparadas em uma placa de carbono vitreo, deixado secar
a temperatura ambiente.

O espectrofotdmetro ThermoSpectronic UV-visivel, modelo Genesys,
com célula de quartzo (caminho otico de 1 cm) foi utilizado nas medidas

espectrofotométricas empregadas no método comparativo.

2.3 OBTENCAO DE BOTRIOSFERANA

A BOT foi obtida como descrito por Barbosa e colaboradores
(BARBOSA et al., 2003). A BOT foi isolada a partir do fungo Botryosphaeria rodhina
MAMB-05 e apo6s o cultivo do fungo, removeu-se os micélios e recuperou-se o
sobrenadante através da centrifugacao (1250 g/15 min), em seguida realizou-se a
dialise por 48 h. Precipitou-se o dialisado da solug&o adicionando trés volumes de
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isopropanol e armazenou-se a 4 °C durante a noite. Entdo, o precipitado foi
recuperado apoés centrifugacdo, sendo o mesmo dissolvido em agua destilada e
dialisado com trocas frequentes de agua durante 48 h. A solugdo de BOT foi
liofilizada e armazenada a -2 °C até seu uso. Sua concentragdo, de 0,78 mg mL™",

foi determinada pelo método fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956).
2.4 PREPARAGAO DO SENSOR

Inicialmente, foi preparado uma dispersdo de 2 mg de CB para 1 mL
de DMF, sendo sonicada durante 1 h a temperatura ambiente. A propor¢cédo de CB
em DMF foi posteriormente estudada (segao 3.2.2).

Antes da modificagcdo da superficie do eletrodo, o ECV foi
cuidadosamente polido com um papel abrasivo metalografico (n°® 6) e com
suspensdes de alumina 0,3 e 0,05 pL para a obtengao de uma superficie espelhada.
Em seguida, foi lavado com agua ultrapura, sonicado com etanol absoluto e agua
deionizada por cerca de 1 min, respectivamente. Entdo, com o auxilio de uma
micropipeta foram gotejados 3 pL de CB (em solu¢do de DMF, na concentragao de
2,0 mg mL") e BOT (0,78 mg mL™") simultaneamente e deixou-se secar por 3 h em
temperatura ambiente. A Figura 1 ilustra o procedimento de preparo da dispersao de
CB em DMF e sua utilizagcdo juntamente com BOT para modificar a superficie do
ECV e obter o sensor CB-BOT/ECV.

Figura 1 — Representagao esquematica do preparo do sensor CB-BOT/ECV.

-1

Dispersao
- 3uL CB + 3 uL BOT
&
CB-BOT/ECV Y

Fonte: préprio autor.
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2.5 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

As medidas voltamétricas foram realizadas em uma célula
eletroquimica contendo 10 mL de eletrdlito suporte, cuja cada aliquota adicionada da
solugéo padrao do analito eram analisadas em triplicata. A técnica de VC foi utilizada
para a caracterizagao eletroquimica dos sensores e no estudo do comportamento
voltamétrico da CIC.

A curva analitica foi construida em ftriplicata utilizando a técnica de
VOQ, onde foram feitas sucessivas adicdes de CIC na célula eletroquimica contendo
10 mL de NaCl 0,1 mol L-'. O LD foi calculado de acordo com as recomendagdes da
IUPAC, usando a Equagéo 1 (LONG, G. L.; WINEFORDNER, 1983):

LD—SS Eq.1
=— (Eq.1)

em que s € o desvio padrao relativo (DPR) da média aritmética de 10 voltamogramas
do branco, obtidas das correntes medidas no mesmo potencial do pico de oxidacao
da CIC e o m é o valor do coeficiente angular da curva analitica.

Para os estudos de resistividade do ECV e dos diferentes sensores,
BOT/ECV, CB/ECV e CB-BOT/ECV foi utilizado a técnica de EIE. As medidas foram
realizadas no potencial do pico de oxidagédo do par redox [Fe(CN)e]*’* de 0,1 Hz a
100 kHz (10 pontos por década) e com perturbacédo de 10 mV (rms), para 10,0 mmol
L-! de K3[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)es] em solugdo 0,5 mol L' de KCI.

2.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

Para o preparo das amostras de medicamentos, foram pesados 10
comprimidos, de diferentes marcas, contendo CIC, os quais foram macerados com o
auxilio de um almofariz e pistilo. Apds a homogeneizacdo, pesou-se a massa
referente a um comprimido, sendo dissolvido no eletrélito suporte (NaCl 0,1 mol L)
e transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de 25 mL, sendo o
volume completado com o mesmo eletrdlito suporte. Em seguida, 200 pyL dessa
solucao foi transferida para célula eletroquimica contendo 10 mL de NaCl 0,1 mol L

e os voltamogramas foram obtidos.
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A concentracdo de CIC em cada amostra foi determinada
diretamente utilizando a curva analitica previamente obtida com solugdes de
referéncia de CIC. As medidas foram feitas em triplicata para cada amostra.

As amostras de agua de rio foram coletadas no Ribeirdo Cambé
(Paranda, Brasil), e de agua da torneira da Universidade Estadual de Londrina
(Parana, Brasil). Ambas foram filtradas e 0,5 mL foram transferidos para a célula
eletroquimica contendo 9,5 mL do eletrolito suporte (solugdo de NaCl 0,10 mol L).
Estas solugcdes foram dopadas com a solugdo padrao de CIC com concentracao

conhecida e; para avaliar a precisao do método foi utilizada o teste de recuperacgao.

2.7 METODO DE COMPARATIVO

O método utilizado para comparagao dos resultados foi o
espectrofotométrico descrito por Niguib e colaboradores, com pequenas alteragdes
(NAGUIB et al.,, 2016). Foi construida uma curva analitica no intervalo de
concentragéo de 7,26 a 58,1 umol L', sendo o padrdao e a amostra dissolvidos em

metanol. As medidas foram realizadas no maximo de absorgédo, em 217 nm.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ELETROQUIMICA DO CB-BOT/ECV

A Figura 2 apresenta os resultados obtidos da caracterizagéao
morfolégica do ECV apos modificagdo de sua superficie com CB (2,0 mg mL") e
BOT (0,78 mg mL™). E possivel observar que o CB esta disperso de maneira
homogénea sobre a superficie do ECV (Figura 2A). Nao se observa diferenca
morfoldgica significativa da superficie do ECV quando modificada apenas com CB e
daquela modificada simultaneamente com CB e BOT (Figura 2B). Entretanto, vale
ressaltar que a BOT é importante nesse caso, pois a mesma promove uma melhora
na resposta eletroquimica do eletrodo, em termos de estabilidade e maior tempo de
uso do mesmo (maior quantidade de medidas), o que nao foi observado no ECV
modificado apenas com CB em solugdo de DMF (secdo 3.2.2). Quando modificado

somente com CB, houve perda de CB para a solugdo durante as medidas em

solugdo contendo o par redox [Fe(CN)e]*>/*- ou do farmaco CIC.

A caracterizagao eletroquimica e o calculo da area eletroativa do
ECV néo modificado; ECV modificado com a BOT (BOT/ECV), ECV modificado CB
(CB/ECV) e ECV modificado simultaneamente com CB e BOT (CB-BOT/ECV) foram
realizadas empregando as técnicas de VC e EIE. As medidas para a estimativa da
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area eletroativa dos sensores foram realizadas na presenca do par redox [Fe(CN)s]*
/4-'0,01 mol L' em solugdo de KCI 0,5 mol L. A caracterizagdo eletroquimica
empregando a EIE além de ter sido realizada com o par redox [Fe(CN)s]*/#-, também
foi realizada em solugédo de KCI 0,1 mol L' na auséncia e na presenca de CIC na
concentragéo de 50 ymol L.

A equacdo de Randles-Sevéik (Eq. 2) (BARD, Allen J.; FAULKNER,
2001) juntamente com os voltamogramas ciclicos obtidos para cada um dos

sensores (Figura 3) foram empregados para estimar a area eletroativa:

}1 = 2,69 x 1054n/2cD YV2v Y2 (Eq.2)

em que / é a corrente do pico (A), A a area eletroativa (cm?) do eletrodo estudado, n
o numero de elétrons envolvidos na reagdo, C a concentragédo do analito (mol cm3),
D o coeficiente de difuséo, de 7,6 x 10 cm? s' (GOSSER, 1993), v a velocidade de

varredura (V s™).

Figura 3 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s') obtidos na presenca do par redox
[Fe(CN)e]*># 0,010 mol L' em solugdo de KCI 0,5 mol L', empregando como
eletrodo de trabalho o ECV sem modificagdo (—), BOT/ECV (—), CB/ECV (—) e
BOT-CB/ECV (—).

|/ A

06 -03 00 03 06 09
E /V vs (Ag/AgCI (3,0 mol L))

O estudo de velocidade de varredura foi realizado no intervalo de 5 a
100 mVs™', sendo que para cada eletrodo plotou-se um grafico da / vs v .. A partir

desses estudos, os seguintes valores de area eletroativa para ECV, BOT/ECV,
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CB/ECV e CB-BOT/ECV foram estimados, respectivamente como 0,0136, 0,0138,
0,0219 e 0,0255 cm?. Foi possivel observar um aumento significativo na intensidade
de corrente obtida pelo eletrodo sem modificacdo (ECV) e o CB-BOT/ECV. Este
aumento de 87% na resposta pode ser justificado pela natureza do CB, um
nanomaterial com o tamanho de particula médio de 10 nm. A BOT, mesmo sendo
uma macromolécula, ajuda a manter o CB imobilizado na superficie do ECV,
fornecendo maior area eletroativa, o que n&o ocorre com o CB/ECV, em que foi
observado perdas de CB para a solugdo durante as medidas, promovendo
instabilidade do sensor, na qual apresentou DPR de 65% (N = 5).

A Figura 4 mostra o grafico de Nyquist obtido a partir dos estudos de
EIE com o ECV, BOT/ECV e CB-BOT/ECV. E possivel observar um aumento
significativo do semicirculo para o espectro do eletrodo de BOT/ECV (Rt = 1011,4
Q) em relacéo ao eletrodo de ECV (R« = 326,3 Q). Esse aumento da resisténcia de
transferéncia de carga (R«) ocorre em virtude da presenga da macromolécula de
BOT, que proporciona bloqueio parcial da superficie do eletrodo (ORAZEM,;
PEBERE; TRIBOLLET, 2006; TEIXEIRA; BARSAN; BRETT, 2016)(BAGAL-
KESTWAL et al., 2010). Em contrapartida, a presenga do material nanoestruturado
CB na superficie do ECV, mesmo na presenca da BOT, ocasiona uma diminuigao da
Rt para o valor de 46,2 Q, garantindo um aumento da area superficial desse
eletrodo e consequente melhora na transferéncia eletrénica do eletrodo base
(IBANEZ-REDIN et al., 2018). Esses dados corroboram com os voltamogramas
ciclicos obtidos para cada um dos sensores (Figura 3), em que o BOT/ECV possui
uma maior diferenga no potencial de pico (AEp = Epa — Epc) € maior Ry (calculado

pelo EIE); enquanto, o CB-BOT/ECV possui menor AEp, € menor Ryc.
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Figura 4 — Diagramas de Nyquist para espectroscopias de impedancia na presenca
de [Fe(CN)s]*# 0,010 mol L' em KCI 0,5 mol L' para (e) GCE, (e) BOT/GCE, (e)
CB-BOT/GCE. Inserido: ampliagdes das areas de altas frequéncias do (A) ECV e (B)
CB-BOT/GCE.

xl

As representacdes de BODE obtidas para os sensores em solucao
de KCI 0,10 mol L' na presenga de CIC 50 umol L' no potencial de +1,0 V, estdo
representados na Figura 5. Através da analise dos respectivos graficos de BODE
para cada sensor, € possivel verificar a presenga de dois elementos de constante de
fase (CPE, do inglés constant phase elements) para o ECV e o BOT/ECV, pois
ambos apresentaram dois picos, um localizado nas regides de média frequéncia (f1)
e outro nas regides de baixa frequéncia (f2), com valores para o anglo de fase (8)
abaixo de 90° (Figura 5A e 5B) (HUANG, Jun et al., 2016). Entretanto, quando o
sensor apresentava CB na composigao fiime (CB-BOT/ECV), uma mudanga pode
ser observada no formato do grafico de BODE (Figura 5C), sendo o f2 deslocado
para altas frequéncias e o valor do anglo de fase caiu drasticamente.
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Figura 5 — Grafico de BODE para (A) ECV, (B) BOT/ECV e (C) CB-BOT/ECV na
presenca de 50 umol L' de CIC em solugéo de KCI 0,10 mol L-'. Potencial aplicado:
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Os valores de frequéncia maxima (wmax) estdo relacionados com os

valores do tempo de relaxagdo (T) (LASIA, 2005). O tempo de relaxagdo é

diretamente relacionado com o tempo necessario para o sistema retornar ao

equilibrio depois de uma perturbacdo. Neste caso, o tempo de relaxagdo esta

relacionado com a capacidade eletrooxidativa da CIC pelo ECV, bem como para os

sensores BOT/ECV e CB-BOT/ECV. Por aproximacgao, cada pico de frequéncia pode

ser considerado um circuito paralelo do tipo RC (onde R é a resisténcia e C a

capacitancia), as Equacgdes 3 e 4 podem ser relacionadas e utilizadas para comparar

as respostas entre os sensores. A Tabela 1 apresenta os valores obtidos, como CB-

BOT/ECV nao apresentou um segundo pico definido, ndo foi possivel calcular o t1.

Porém, quando comparamos o t2, podemos observar uma diminui¢c&o significativa no

tempo de relaxagao na presenca de CB.
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Wmax = (Eq. 3)

r=RC (Eq. 4)

Tabela 1. Valores calculados do tempo de relaxagcdo para os diferentes sensores
produzidos

Sensores eletroquimicos 71 (S) 12 (S)
ECV 2.7 x 102 1.34

BOT/ECV 1.0 x 1073 1.35
CB-BOT/ECV - 0.15

T — Tempo de relaxacgéo.

Na Figura 6 € possivel observar o grafico de Nyquist para os trés
diferentes sensores e seus respectivos modelos de circuito proposto baseado nos
ajustes matematicos para obter os parametros interfaciais. Para os presentes
sensores dois modelos foram utilizados: (i) modelo de adsor¢cao (Figura 6D)
(MACDONALD; ANDREAS, 2014) para o ECV sem modificagao e o BOT/ECYV; (ii) o
modelo com dois RC em série (Figura 6E) para o CB-BOT/ECV. Os elementos
capacitivos foram substituidos por CPE, para melhores ajustes matematicos, sendo
este interpretado como um capacitor ndo ideal (CORDOBA-TORRES, 2015;
HUANG, Jun et al., 2016). Alpha pode apresentar valores entre 0 e 1, sendo um
capacitor ideal quando alpha tiver o valor de 1. Como os modelos apresentaram um
chi-square < 103, 0 modelo para o ECV e BOT/ECV (Figura 6D) apresentaram trés
elementos resistivos: resisténcia da solugdo (Ra) (KCI 0,10 mol L' na presencga de
50 umol L' de CIC); resisténcia da transferéncia de carga (R1) relacionado om os
grupos oxigenados presentes da superficie do ECV (BRETT; ALVES; FUNGARO,
2001; FAN et al., 2011); resisténcia da adsorgéo (Rz2). Além dos trés elementos
resistivos, o modelo apresentou dois elementos capacitivos: capacitancia da dupla
camada elétrica (CPEa) e capacitdncia da adsor¢ao (CPE2). O modelo obtido esta
em concordancia com o ja descrito anteriormente na literatura para a modificagcao da

superficie de ECV com CB utilizando Nafion® como agente dispersante (BRETT;
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ALVES; FUNGARO, 2001). Tanto para o ECV sem modificagcdo, quanto para o

BOT/ECV nao foi observado resisténcia associado com a oxidacao da CIC.

Figura 6 — Grafico de Nyquist para (A) ECV, (B) BOT/ECV e (C) CB-BOT/ECV na
presenca de CIC 50 ymol L-' em solugdo KCI 0,10 mol L-'. Os equivalentes modelos
de circuitos propostos para (D) ECV e BOT/ECV e (E) CB-BOT/ECV.
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A Figura 7 apresenta uma comparagao dos graficos de Nyquist
obtidos para ECV e BOT/ECV na presenca e na auséncia de CIC e na Tabela 2
temos os parametros obtidos através deste grafico. Na Tabela 2 é possivel observar
um aumento nos valores de resisténcia para ambos R 1 € R 2. O aumento nos valores

Rct na presenga da CIC ndo é compativel com processo faradaico, sendo assim &
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possivel confirmar que as reagdes de oxidagdo dos grupos oxigenados presente na

superficie do carbono vitreo foram prejudicadas pela presenga da CIC.

Figura 7 — Grafico de Nyquist para (A) BOT/ECV e (B) ECV, na auséncia e na
presenca de CIC na concentragédo de 50 umol L-' em solugdo de KCI 0,10 mol L-".
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Tabela 2. Parametros determinados a partir do fitting do espectro de espectroscopia
de impedancia eletroquimica na presenca e auséncia de CIC. O fitting foi baseado
no circuito R(RC(RC)). Os erros apresentados para os ajustes foram menores de 2%

CiC R R2 CPEual adi CPE:2 a2
Sensores
(umol L'y (kQcm?)  (UF cm2so) (UF cm2 s7)
.y 50 0,13 394 23,7 0,90 65,7 0,70
0 0,12 15,5 251 0,89 3,40 0,69
2,40 87,6 32,7 0,85 1,92 0,61
BOT/ECV
1,79 15,2 34,2 0,87 32,3 0,64

Ja para o sensor contendo CB (Figura 6E) tem-se: uma resisténcia
faradaica (R2) para a oxidagdo da CIC; uma resisténcia da solugéo (KCI 0,1 mol L")
(Ra); um resisténcia na transferéncia de carga relacionada a interface CB/ECV (R1);
uma capacitancia da dupla camada e capacitancia eletroquimica (CPE2) (FAN et al.,
2011). Comparando os trés diferentes sensores, foi observado uma menor R2 para o
CB-BOT/ECV, provavelmente devido a maior homogeneidade na distribuicdo do CB
sobre a superficie do carbono vitreo proporcionado pela BOT. Além disso, os valores

de aqi € a2 indicaram uma distribuigao uniforme do CB sobre a superficie do eletrodo.
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Todos os parametros obtidos a partir do fitting da espectroscopia de impedancia

eletroquimica estao apresentados no Tabela 3.

Tabela 3. Parametros obtidos a partir do fitting do grafico de espectroscopia de
impedancia eletroquimica na Figura 7. Os erros apresentados para o ajustes foram
menores de 2%

R1 R CPEa adl CPE:2 o2
Sensores
(kQ cm?) (UF cm2 so1) (UF cm2 so1)
ECV 0,13 394 23,7 0,90 65,7 0,70
BOT/ECV 240 87,6 32,7 0,85 1,92 0,61
CB-BOT/ECV 0,68 124 66,8 0,84 38,1 0,68

3.2 ESTUDOS ELETROQUIMICOS DA CICLOBENZAPRINA NO ELETRODO DESENVOLVIDO

3.2.1 Comportamento Voltamétrico da CIC em Diferentes Eletrodos

As respostas voltamétricas da CIC nas diferentes superficies: ECV,
BOT/ECV, CB/ECV, CB-BOT/ECV foram investigadas (Figura 8). Pode-se observar
que para todos os eletrodos a CIC apresentou um pico de oxidacado em potencial
proximo a 1,0 V, com exce¢ao do BOT/ECV, em que, nessas condigdes nao foi
observado processo de oxidagcdo. Além disso, em nenhum dos sensores foi
observado processo de redugao, indicando reagado irreversivel do processo de
eletrooxidagao da CIC sobre a superficie dos respectivos sensores.

Para o BOT/ECV nao foi observado resposta analitica, pois a BOT
€ uma macromolécula e pode ocorrer o bloqueio da superficie do eletrodo,
diminuindo a transferéncia de elétrons e proporcionado menor resposta analitica
para a CIC, ou no caso, nenhuma. Todavia, no CB-BOT/ECV a CIC apresentou
maior intensidade de corrente e menor potencial de oxidacao em relagdo aos demais
eletrodos. O material nanoestruturado CB presente na matriz do filme proporciona
esse efeito eletrocatalitico, devido ao aumento da area superficial do sensor. No
CB/ECV nado ha BOT bloqueando a superficie, porém ha perda de material
nanoestruturado para a solugcdo com o aumento do numero de medidas. Além de

inviabilizar a utilizacdo do sensor, fez com que o eletrodo apresentasse menor
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resposta e potencial de oxidagao ligeiramente deslocado para valores mais positivos.
Cabe ressaltar que a quantidade de CB utilizada na composigao do filme foi de 2,0
mg mL-", concentragdo bem maior que aquela usada por Deroco e colaboradores ao
modificar o ECV com CB em filme de DMF para a determinacdo do pesticida
mesotriona (DEROCO, P. B.; LOURENCAO; FATIBELLO-FILHO, 2017). Assim, foi
constatado que a BOT ajuda a manter a estabilidade do ECV modificado com CB,

podendo-se utilizar maior quantidade de CB na modificagao.

Figura 8 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s*') na presencga de 50 umol L' de CIC
em KCI 0,1 mol L, utilizando como eletrodo de trabalho: ECV (—), BOT/ECV (—),
CB/ECV (—) e BOT-CB/ECV (—). Concentragdes de CB e BOT iguais a 2,0 mg mL""
e 0,78 mg mL-', respectivamente.
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A repetibilidade de medidas de corrente obtidas entre o CB/ECV e
o CB-BOT/ECV foram realizadas com VC na velocidade de 50 mV s', na presenca
de CIC 20 ymol L' em solugdo de KCI 0,1 mol L-'. Apés 30 medidas houve um
desprendimento do filme de CB imobilizado na superficie do ECV sem BOT, com um
DPR de 11,5%. Por outro lado, para o CB imobilizado com BOT ndo houve
desprendimento do filme da superficie do ECV, com um DPR de 5,9% (N = 30).
Esse estudo mostra a importancia da BOT na imobilizagdo do CB na superficie do
ECV. Selecionou-se entdo o CB-BOT/ECV para dar continuidade ao trabalho.
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3.2.2 Estudo da Composig¢ao do Filme de CB e BOT

As concentragdes de CB em solugdo de DMF foram avaliadas para a
formacgao do filme na superficie do ECV. Os valores selecionados foram 1,0 mg mL-
1, 2,0 mg mL' e 3,0 mg mL"", cujos resultados estdo mostrados na Figura 9. Nesse
estudo, a quantidade de BOT foi mantida constante, sendo utilizada uma aliquota de
3 uL de BOT (de concentragdo 0,78 mg mL™"). Pela Figura 9, observa-se que maior
intensidade de corrente e menor potencial de oxidagao foram obtidos quando o ECV
foi modificado com CB na concentragédo de 3,0 mg mL™', devido a maior quantidade
de material nanoestruturado, que proporcionou uma melhora na transferéncia de
elétrons e melhora nas propriedades eletrocataliticas do eletrodo. Contudo,
empegando-se maior quantidade de CB no filme, observa-se menor repetibilidade
entre as medidas de corrente (DPR = 10,26%) quando comparado com aquelas
medidas realizadas com o ECV modificado com 2,0 mg mL-' de CB (DPR = 1,64%),
sendo entao selecionado esta ultima concentragao de material nanoestruturado para

a modificacdo do ECV.

Figura 9 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s*') para o BOT-CB/ECV empregando
CB nas concentragoes de (—) 1,0 mg mL™", (—) 2,0 mg mL-' e (—) 3,0 mg mL™", na
presenca de 50 umol L' de CIC em KCI 0,1 mol L.
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A proporgdo de CB e BOT para a formagdo do filme sobre a
superficie do ECV também foi estudada. Para esse estudo, variou-se as aliquotas da

dispersdo de CB (2,0 mg mL™") e da solugdo de BOT (0,78 mg mL™") usadas na
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modificagdo do ECV. As proporgdes de CB:BOT (v:v) foram de 2:4, 3:3 e 4:2. Os
voltamogramas ciclicos estdo apresentados na Figura 10, no qual € possivel
observar uma maior intensidade de corrente para a proporgao de 3:3, sendo esta

escolhida para a determinacao de CIC.

Figura 10 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s') do BOT-CB/ECV em KCI 0,1 mol L™’
na presenga de 50 umol L' de CIC, obtidos para as diferentes proporgdes de
aliquotas de CB e BOT na formacao do filme: (—) 2:4, (—) 3:3 e (—) 4:2 (vlv,
CB:BOT).
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3.2.3 Estudo do Eletrdlito Suporte

As solugdes de KCI, NaCl, BaClz, KaSO4 e Na2S0s4, todas na
concentragdo de 0,1 mol L', foram avaliadas como eletrolito suporte, por VC (50 mV
s!), na resposta de corrente anddica na presenga de CIC 50 umol L' empregando-
se 0 CB-BOT/ECV (Figura 11). As solugbes de KCI, NaCl e BaCl2 proporcionaram
melhor definicdo do pico de oxidagao para a CIC, apresentando DPR de 1,15; 0,62;
4,25%, respectivamente. Nas solugdes de KoSOs4 e Na2SOs4 a intensidade de
corrente para CIC foi bem menor. Isto ocorre, possivelmente, pelo fato do cloreto
apresentar menor tamanho quando comparado ao tamanho do sulfato como contra-
ion, e consequentemente, maior mobilidade, facilitando a transferéncia eletronica.
Dessa forma, o NaCl foi selecionado como eletrdlito suporte uma vez que foram

obtidos menor DPR entre as medidas e maior intensidade de corrente.
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Figura 11 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes eletrolitos suportes: (—)
KCI, (—) NaCl, (—) BaClz, (—) K2SOa4 e (—) Na2S0s na concentragdo de 0,1 mol L,
na presenca de CIC 50 ymol L', utilizando o CB-BOT/ECV.

07 08 09 10 11
E /V vs (Ag/AgCI (3,0 mol L")

Apos selecionado a solugdo de NaCl a ser utilizada para eletrdlito
suporte, foi estudado sua concentragéo, variando a mesma de 0,05 a 0,2 mol L'. As
melhores respostas voltamétricas, em termos de maior magnitude da corrente
anddica e melhor definicdo de perfil voltamétrico foram obtidos empregando-se a
concentragdo de 0,1 mol L-'. Assim, a solucdo de NaCl, na concentracdo de 0,1 mol
L1, foi utilizada no desenvolvimento do procedimento analitico para a determinacao
de CIC empregando o CB-BOT/ECV.

3.2.4 Estudo do Efeito da Velocidade de Varredura

O efeito da velocidade de varredura do potencial do pico de
oxidagao foi estudado na resposta eletroquimica da CIC empregando o CB-
BOT/ECV no intervalo de 5 a 250 mV s™'. A Figura 12 apresenta os voltamogramas
ciclicos da CIC em solugédo de NaCl 0,1 mol L. Pode-se observar um aumento na
intensidade de corrente de pico com o aumento da velocidade de varredura e um
deslocamento do potencial de oxidacao para valores mais positivos, evidenciando
desse modo, um comportamento caracteristico de sistemas irreversiveis (GOSSER,
1993).
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Figura 12 — VVoltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura:
(1 —8)5 - 250 mV s, em NaCl 0,1 mol L' na presenga de CIC 50 pymol L,
empregando o no CB-BOT/ECV.
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A Figura 13(A) mostra o grafico da | vs v, em que a corrente de pico
varia linearmente com a velocidade de varredura no intervalo de 5 a 250 mV s (r =
0,999). Esse comportamento € um indicativo que o processo redox na superficie do
eletrodo de trabalho €& controlado preferencialmente por adsor¢do do analito
(GOSSER, 1993). Na Figura 13(B) tem-se o grafico do logaritmo da intensidade de
corrente de pico em fungdo do logaritmo da velocidade de varredura. Como é
possivel observar, esse grafico apresenta um comportamento linear com a
inclinagdo de 0,95, préximo ao valor previsto pela literatura para sistemas
controlados por adsorcdo de espécies (1,0), confirmando que o processo de
oxidagao na superficie do eletrodo desenvolvido é controlado preferencialmente por
adsorcao (GOSSER, 1993). A BOT possui uma pequena carga que provavelmente
repele a CIC que estd protonada (pKa 8,47) (PUBCHEM: OPEN CHEMISTRY
DATABASE, 2013) em solugdo de NaCl 0,1 mol L', assim torna mais dificultada a
troca de elétron sobre a superficie do eletrodo; desse modo, essa € a etapa mais
lenta do processo.
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Figura 13 — (A) Grafico da variacdo da corrente de pico com a velocidade de
varredura e (B) Grafico do logaritmo da variagédo da intensidade de corrente de pico
com o logaritmo da velocidade de varredura.

75] A) 21](®B)
60 - 1.8
_ 15.
45 . T
< ™ 1.2
— 30 —1 009
15 4 06
0. 031

0 50 100 150 200 250 05 10 15 20 25 30
v/mvs' Logu

A partir do voltamograma ciclico a 50 mV s™', na presenca de CIC 50
umol L' em solugdo de NaCl 0,1 mol L' (Figura 13), é possivel estimar o nimero de
elétrons (n) envolvidos na reagao, por meio da equagao a seguir (Eq. 5) (BARD,
Allen J.; FAULKNER, 2001):

47,7
Epa — Epa/2 = (Eq.5)

em que, a é o coeficiente de transferéncia eletrénica, Epa € 0 potencial de pico
anddico e Epa2 € o potencial de meia onda. Sendo, Epa € Epa2: 0,98 e 0,91 V,
respectivamente, e considerando o valor de o como 0,5 (usualmente empregado
para sistemas irreversiveis (LI, C., 2007)), tem-se que n é igual a 1 elétron para a
eletrooxidacao da CIC. Na Figura 14 tem-se a reacao proposta para a oxidacado da
CIC, em que a oxidagao pode ocorrer na amina terciaria presente na estrutura da

molécula deste farmaco.
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Figura 14 — Representagdo esquematica proposta para a reagdo de oxidagao da
CIC no CB-BOT/ECV.
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Fonte: préprio autor.

3.3 DESENVOLVIMENTO DO PROCEDIMENTO ANALITICO PARA A DETERMINACAO DE
CICLOBENZAPRINA

3.3.1 Selecao dos Parametros Instrumentais das Técnicas Voltamétricas de Pulso e

Curva Analitica

Para o desenvolvimento do procedimento voltamétrico para a
determinacdo de CIC utilizando o CB-BOT/ECV, as técnicas VOQ e VPD foram
empregadas. Inicialmente, os parametros instrumentais de ambas as técnicas foram
investigados na presenga de CIC na concentragdo de 50 umol L' em solugdo de
NaCl 0,1 mol L. A Tabela 4 apresenta os intervalos em que cada parametro foi
estudado e seus respectivos valores selecionados, sendo utilizada como critério de
escolha a maior intensidade de corrente.
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Tabela 4 — Parametros das técnicas de VOQ e VPD, intervalo estudado e valores
selecionados para a determinagao de CIC

Técnica Parametro Intervalo Selecionado
Amplitude (a; mV) 10a70 50
vVOQ Incremento (AEs; mV) 1a8 7
Frequéncia (f; Hz) 10a 30 20
Amplitude (a; mV) 50 a 200 150
VPD Velocidade de varredura (v; mV s) 5a20 15
Tempo de modulagao (tm; ms) 10a 25 20

Depois de selecionado os melhores valores para os parametros
instrumentais das técnicas de VOQ e VPD, construiu-se curvas analiticas utilizando
ambas as técnicas. Para a construcdo das curvas analitica foram realizadas
sucessivas adi¢gdes de pequenas aliquotas da solugdo estoque de CIC (1 mmol L)
no eletrélito suporte (NaCl 0,1 mol L'). As Figuras 15 e 16 mostram os
voltamogramas e suas respectivas curvas analiticas obtidas pelas técnicas de VOQ

e VPD, respectivamente.
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Figura 15 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para as seguintes
concentragdes de CIC: (1) 0, (2) 2,0, (3) 2,99, (4) 4,98, (5) 6,95, (6) 9,9, (7) 12,8, (8)
16,7 e (9) 20,6 umol L' em solugdo de NaCl 0,1 mol L™, utilizando o CB-BOT/ECV;
(B) respectiva curva analitica. Parametros da VOQ: a =50 mV, AEs =7 ms e f= 20
Hz.
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Figura 16 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para as seguintes
concentragdes de CIC: (1) 0, (2) 16,0, (3) 17,7, (4) 20,6, (5) 25,3, (6) 34,7, (7) 49,4,
(8) 71,5 e (9) 102,3 ymol L' em solugdo de NaCl 0,1 mol L, utilizando o CB-
BOT/ECV; (B) respectiva curva analitica. Parametros da DPV: a = 150 mV, v = 15
mV s e tm = 20 ms.
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A Tabela 5 apresenta os parametros analiticos obtidos utilizando as
técnicas VOQ e VPD com o CB-BOT/ECV. E possivel observar que, empregando a
VOQ, obteve-se um menor valor de LD, maior sensibilidade e uma melhor faixa
linear, com concentragbes menores. Ja na VPD, os valores obtidos n&o
responderam de maneira linear. Assim, para estudos posteriores de determinacao
de CIC foi utilizada a técnica de VOQ.
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Tabela 5 — Parametros analiticos obtidos para a determinagédo de CIC utilizando as
técnicas de VOQ e VPD em solucédo de NaCl 0,1 mol L™’

Técnicas
Parametros
voQ VPD
Faixa linear (umol L") 2,0a20,6 16,0 a 102,3
Sensibilidade (A mol-' L) 0,805 0,101
Coeficiente de correlagao (r) 0,998 0,989
LD (umol L) 0,028 0,171

3.3.2 Comparacdo com Outros Métodos Analiticos para Determinacdo de

Ciclobenzaprina

A Tabela 6 sumariza a comparagao entre os parametros analiticos
obtidos para a determinagao voltamétrica de CIC empregando o CB-BOT/ECV com
aqueles obtidos com outros métodos analiticos previamente descritos na literatura.
Pode-se observar que o CB-BOT/ECV apresentou menor valor de LD quando
comparado com as técnicas de espectrofotometria e potenciometria. Porém possui
faixa linear menor quando comparado as técnicas cromatograficas, contudo sao
técnicas que utilizam grandes quantidades de solventes organicos, longo tempo de
preparo de amostra e elevado custo instrumental, sendo a simplicidade, rapidez de

analise e baixo custo instrumental, vantagens da voltametria.



91

Tabela 6 — Comparagao dos parametros analiticos obtidos por cromatografia, espectrofotometria e potenciometria em comparagao

com método voltamétrico desenvolvido para a determinagao de CIC

Técnica Faixa linear (umol L") LD (umol L") Caracteristica do método

Referéncia

— Uso de solventes orgéanicos

CLAE-RIA 0,45-0,26 x 103 0,36 x 103
— Demorado preparo de
amostra
— Uso de solventes organicos
CLAE-MS/MS 0,36 — 181 x 10 —
— Alto tempo de analise
— Uso de solventes organicos
CLAE-UV 1,82 -181x 103 —
— Alto tempo de analise
— Uso de solventes orgéanicos
LC-ESI-MS/MS 0,18 -108 x 103 —

— Demorado preparo de

amostra

Espectrofotometria 7,26 — 36,31 0,18 — Método complexo, com

(FISHER; BAYNE;
MUSSON, 1989)

(CONSTANZER, M.;

CHAVEZ; MATUSZEWSKI,

1995)

(CONSTANZER, M.;

CHAVEZ; MATUSZEWSKI,

1995)

(XIANG et al., 2012)

(KASSEM; GUESMI, 2016)
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Espectrofotometria

Potenciometria

Voltametria

7,26 — 58,09
10 - 10000
2-20,6

0,73

6,5

0,028

varias etapas

Altas concentragoes

Uso de solvente organico
Tratamento matematico

Alto tempo de preparo do

sensor
Ampla faixa linear
Uso de solvente organico

Preparo de amostra simples

e rapido

Livre de solventes

organicos

Baixo custo

(NAGUIB et al., 2016)

(RAMADAN et al., 2017)

Este trabalho
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Abreviacbes: CLAE-RIA: cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao eletroquimica coulométrica; CLAE-MS/MS: cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detec¢do por massas; CLAE-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo ultravioleta; LC-ESI-

MS/MS: cromatografia liquida com detec¢ao por massas.
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3.3.3 Estudo da Estabilidade e Repetibilidade do CB-BOT/ECV

A estabilidade do filme de CB-BOT sobre o ECV e as repetibilidades
intra- e inter-dia do procedimento voltamétrico empregando o eletrodo modificado
foram estudadas.

Inicialmente, testou-se a reprodutibilidade do filme CB-BOT sobre a
superficie do ECV. Trés diferentes dispersdes de CB em DMF foram preparadas,
sendo o mesmo ECV adequadamente modificado com essas dispersbdes. As
medidas foram realizadas na presenga de 20 umol L' de CIC em solugdo de NaCl
0,1 mol L utilizando a VOQ. Obteve-se nesse estudo um DPR de 3,72%, indicando
excelente reprodutibilidade no processo de modificacdo do ECV. Nessas mesmas
condigbes, foram realizadas repetitivas medidas de corrente a fim de investigar a
estabilidade de eletrodo modificado. Apdés 60 medidas empregando a técnica de
VOQ e os parametros instrumentais selecionados, a intensidade de corrente do sinal
analitico da CIC teve uma diminui¢cdo da resposta analitica (intensidade de corrente),
menor que 5,0%. Sendo assim, pode-se concluir que o eletrodo modificado
apresenta excelente repetibilidade no preparo do mesmo e estabilidade do filme
formado.

Para o estudo da repetibilidade intra-dia foram realizadas 10
medidas sucessivas de uma solugdo contendo 20 ymol L' de CIC em solugéo de
NaCl 0,1 mol L', obtendo um DPR de 3,31%. Para o estudo da repetibilidade inter-
dia, foram realizadas medidas voltamétricas em 5 dias diferentes nas mesmas
condicbes experimentais, obtendo um DPR de 4,65%. Podendo-se assim, concluir
que o procedimento proposto utilizando o CB-BOT/ECV e a VOQ exibiu boa precisao

das medidas.
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3.4 APLICACAO ANALITICA

3.4.1 Estudo de Interferentes e Recuperagao

O efeito de eventuais interferentes em potencial foi investigado
adicionando alguns compostos na célula eletroquimica na presenca de CIC 20 ymol
L-" em solugdo de NaCl 0,1 mol L'. Os compostos estudados como possiveis
interferentes para as amostras farmacéuticas, plasma de rato, agua de rio e torneira
foram: celulose monocristalina, lactose monohidratada, talco, didxido titdnio, acido
ascorbico, glucose, acido Urico e ions inorganicos como Na*, Ca?* e NOs  nas
proporgdes 1:1, 1:10 e 10:1 (analito:interferente). As respostas voltamétricas obtidas
com e sem os concomitantes foram comparadas, ndo sendo observada diferencga
significativa no pico de oxidagao da CIC, isto é, DPR < 4%.

O estudo de adigdo e recuperacado foi realizado nas amostras
analisadas. Para esse estudo foi adicionado concentragdes conhecidas de CIC na
amostra, obtendo uma recuperacdo de 96,4 a 103%, indicando que nao houve
interferéncia significativa da amostra na determinagao de CIC empregando o método

voltameétrico.

3.4.2 Aplicagcdo do CB-BOT/ECV para a Determinacdo de CIC em Formulacbes

Farmacéuticas, Soro Sanguineo de Rato e Amostras de Agua

O CB-BOT/ECV foi aplicado na determinacdo de CIC em
formulagdes farmacéuticas por VOQ. A Tabela 7 apresenta as concentragdes de CIC
determinadas em formulagdes farmacéuticas pelo método desenvolvido,
empregando o CB-BOT/ECV, e comparativo (espectrofotométrico) (NAGUIB et al.,
2016). Os resultados obtidos foram analisados utilizando o test-t pareado para
verificar semelhanca estatistica entre os métodos. O valor de t calculado para a
determinacao de CIC foi de 0,12. Sendo o valor critico t tabelado de 4,30, conclui-se

que o procedimento proposto ndo € diferente do método espectrofotométrico, ao



96

nivel de confianga de 95% (ELLISON; BARWICK; FARRANT, 2009; MILLER;
MILLER, 2010; SKOOG et al., 2007).

Tabela 7. Determinacdo de CIC em formulagbes farmacéuticas utilizando o
procedimento voltamétrico proposto e comparativo

CIC? (mg/comprimido)

Amostra Rotulado Voltamétrico Espectrofotométrico Erro relativo® (%)

A 5 4,85 4,88 -0,61
B 10 10,47 9,82 6,62
C 10 10,51 10,12 3,85

aMédia aritmética de 3 medidas/amostra.
bErro relativo (%) = 100 x (método proposto — método referéncia/método referéncia).

Por fim, o CB-BOT/ECYV foi aplicado para a determinagao de CIC em
amostras reais de soro sanguineo de rato, agua de rio e torneira. Para isso, todas as
amostras foram dopadas com CIC em duas concentragdes diferentes: 3,0 e 6,0 umol
L-' para as amostras de agua de rio e torneira; 10 e 15 ymol L' para a amostra de
soro sanguineo de rato. As porcentagens de recuperacgao obtidas (em triplicata) para
CB-BOT/ECV foram satisfatérias em uma faixa de 94,0 a 103%. Além disso, os
valores da inclinagcdo da reta obtidos para a adicdo de padrao dos experimentos
realizados com as amostras de soro sanguineo de rato foram 0,685 e 0,708 A mol L-
' para 10 e 15 pymol L', respectivamente. Ambos os resultados se mostraram
préximo aos valores da curva analitica da CIC empregando o CB-BOT/ECV,
comprovando que ndo ha efeito de matriz mesmo na amostra mais complexa, o soro
sanguineo de rato. Desse modo, o sensor desenvolvido neste trabalho pode ser
aplicado para a determinagédo de CIC em amostras complexas como as analisadas

aqui.
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4.CONCLUSAO

O exopolissacarideo BOT obtido a partir do fungo ascomiceto
Botryosphaeria rhodina MAMB-05 foi aplicado com sucesso para garantir a
aderéncia de CB sobre a superficie do ECV. A BOT se demonstrou indispensavel
para a fabricagcdo deste sensor. A espectroscopia de impedancia eletroquimica
mostrou que o CB-BOT/ECV apresentou maior velocidade da transferéncia de
elétrons quando comparado aos demais eletrodos (BOT/ECV e ECV). O uso do
sensor desenvolvido melhorou a resposta analitica da ciclobenzaprina, na qual o
mesmo apresentou maiores intensidade de corrente e potencial de oxidagcdo menos
positivo. A determinacdo voltamétrica de CIC empregando o CB-BOT/ECV em
amostras reais farmacéuticas, bioldégica e ambiental foi um sucesso e apresentou
vantagens como: simplicidade no preparo de amostra, analise rapida e seletividade

para amostras de matrizes complexas.
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CAPITULO 2

“Eletrodo de carbono vitreo modificado com
compaosito de carbon black/poli (cloridrato de alilamina)

para a determinacado de multianalitos”
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RESUMO

Um sensor eletroquimico empregando eletrodo de carbono vitreo modificado com
CB em filme de hidrocloreto de polialilamina foi proposto neste trabalho. O novo
sensor foi caracterizado por microscopia eletrénica de varredura, espectroscopia de
impedancia eletroquimica e voltametria ciclica utilizando o par redox Fe(CN)e*/4. O
sensor foi aplicado para a determinagdo simultdnea de dopamina, paracetamol,
anlodipino e rosuvastatina. A quantificacdo de todos os quatro analitos foi realizada
empregando a voltametria de varredura linear e apresentou linearidade na faixa de
concentragéo de 1,0 — 22; 24 — 27; 12 — 90; 7,8 — 40 umol L', com limite de
detecgao de 0,55; 1,3; 5,7; 3,0 umol L' para dopamina, paracetamol, anlodipino e
rosuvastatina, respectivamente. O CB-PAH/ECV foi aplicado com sucesso para a
determinacao simultdnea do quarteto em amostras ambientais, farmacéuticas e

bioldgicas.

Palavra-chave: determinacdo simultanea, eletrodo modificado, voltametria,

polimero, amostras complexas.
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1. INTRODUGAO

Sensores eletroquimicos oferecem simplicidade e rapidez nas
analises, portabilidade, alta sensibilidade e excelente seletividade para a deteccao
dos analitos de interesse. A modificagdo desses sensores vem com a possibilidade
de controlar a interacéo superficie/solugao e resolver adversidades como baixa taxa
de transferéncia de elétrons e sobreposi¢cao de picos de processos de oxirredugao
(LAWRENCE et al., 2002; LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

O carbon black (CB) € um nanomaterial que possui carbonos
amorfos em sua estrutura e tem atraido grande atencao devido as suas excelentes
propriedades como: alta area superficial, excelente condutividade, estabilidade fisica
e quimica e um relativo baixo custo quando comparado aos demais materiais de
matriz carbonacea (CINTI, Stefano et al., 2015). De acordo com Vicentini e
colaboradores, o CB do tipo Vulcan XC-72R tem proporcionado um melhor
desempenho eletroquimico e um melhor recobrimento da superficie do eletrodo
quando comparado aos demais tipos de CB disponiveis no mercado (VICENTINI et
al., 2015).

Para a imobilizagdo do CB sobre a superficie do ECV existem
diversos materiais descritos na literatura, como o Nafion® (MEI et al., 2016),
diexadecil hidrogenofosfato (DHP) (BATISTA DEROCO; CAMPANHA VICENTINI;
FATIBELLO-FILHO, 2015) e polissacarideo botriosferana carboximetilada (EISELE
et al., 2019). Um material inovador que pode ser utilizado para a imobilizagado de CB
€ o hidrocloreto de poliallamina (PAH), porém nao ha trabalhos na literatura
empregando o PAH para esse propdsito. O PAH é um polieletrdlito catiénico fraco,
que possui muitos grupos amino em sua estrutura. Desse modo, € um composto que
em meio acido ou neutro esta completamente protonado, enquanto em solucéo
basica esta parcialmente desprotonado (SARTORI; VICENTINI; FATIBELLO-FILHO,
2011).

A rosuvastatina calcica (RSV) é um membro da familia das
estatinas, utilizada para o tratamento do colesterol alto. A RSV é um inibidor seletivo
e competitivo da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), a enzima
responsavel pelo controle da produgao de colesterol. O colesterol alto € uma doenca

perigosa, pois pode ocasionar o aumento das lipoproteinas de baixa densidade
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(LDL, do inglés lon-density lipoproteins) nas artérias, resultando na restricao de fluxo
sanguineo (DAVIDSON, 2002; WHITE, 2002). Grande parte dos pacientes que
possuem hipercolesterolemia também tém problemas com hipertensdo, entido é
comum o uso combinado de anti-hipertensivos e anti-hiperlipidémico (OZKAN et al.,
2016).

O besilato de anlodipino (AML) € um bloqueador do canal de caélcio e
€ geralmente prescrito para o controle da pressdo sanguinea (KANG; VEROTTA;
SCHWARTZ, 2006). Ambos os farmacos sao administrados de forma combinada
para o tratamento da hipertensdo e do colesterol alto. Estudos recentes mostram
que o pré-existéncia do hipertensdo pode ser um fator e risco para o diagnostico da
doenca de Parkinson (OZKAN et al.,, 2016), na qual os niveis de dopamina no
sangue sao baixos. Dopamina (DA) € um neurotransmissor no tecido cerebral que
desempenha um papel fisioldgico importante no funcionamento do sistema nervoso
central, renal, hormonal e cardiovascular como um mensageiro quimico extracelular
(DAMIER et al., 1999). Paracetamol (PAR) ou acetaminofeno esta entre os
medicamentos mais utilizados no mundo e é utilizado para o alivio de dores e febre
(KHORSHED; KHAIRY; BANKS, 2019). Além disso, 40-80% dos pacientes
diagnosticados com a doenga de Parkinson queixam-se de dores no corpo (is pain a
symptom of parkinson’s disease?, [s. d.]), assim € comum prescrever PAR para o
alivio das dores crdnicas causadas pela perda da fungdao motora. Trabalhos recentes
sugerem que baixas concentragbes de PAR diminuem significativamente a
neurodegeneracdo de DA, enquanto altas concentragbes de PAR néo protegem a
DA da neurodegeneracgéo (is pain a symptom of parkinson’s disease?, [s. d.]).

Desse modo, a determinacao de farmacos de diferentes classes
terapéuticas é de grande importancia para saude humana, para monitoramento de
suas concentragbes na corrente sanguinea e para prevengcado ambiental, devido a
possiveis descartes inadequados. Diversos artigos descrevem métodos para a
determinagao individual e simultdnea de DA, PAR, AML e RSV, entre eles métodos
cromatograficos (ALTUN, 1994; BANERJEE; VASAVA, 2013; NALEWAJKO;
WISZOWATA; KOJLO, 2007; REDDY et al., 2011; YASUDA; TANAKA; IBA, 1996) e
espectrofotometro (BERNARD; MATHEW,; SENTHILKUMAR, 2011; CRIADO et al.,
2000; SHPIGUN; RYABENKO, 2012). Porém, essas técnicas apresentam algumas

desvantagens como: relativo alto custo de instrumentagao, alto tempo de analise e
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longo tempo de preparo de amostras. Neste cenario, as técnicas eletroanaliticas
veem como uma alternativa. Elas sdo simples, rapidas, portaveis, possuem alta
sensibilidade e seletividade e sdo ambientalmente amigaveis. Na literatura ha
trabalhos para a determinacdo de DA, PAR, AML e RSV (ANEESH et al., 2014;
EISELE et al., 2019; ERDOGAN et al., 2011; GOYAL; BISHNOI, 2010; SADOK;
TYSZCZUK-ROTKO; NOSAL-WIERCINSKA, 2016; YILMAZ; YILMAZ, 2018);
entretanto, ndo ha trabalhos para a determinagao quaternaria desses analitos.

Em vista do exposto aqui, este trabalho descreve pela primeira vez o
desenvolvimento de uma nova plataforma eletroquimica baseada na imobilizagao do
CB sobre a superficie do ECV empregando a PAH como agente dispersante. O novo
sensor foi aplicado para a determinacao quaternaria de DA, PAR, AML e RSV em

formulacdes farmacéuticas, soro sanguineo sintético, agua de rio e torneira.



112

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes utilizados para o preparo das solugdes empregadas
neste trabalho foram todos de grau analitico e preparados com &agua ultrapura
(resistividade >18 MQ cm) proveniente do sistema Milli-Q (Millipore®). DA, PAR, ANL
e RSV foram obtida da Sigma-Aldrich, o hexaaminoruténio Ru(NHs)s e PAH foram
obtidos da Sigma-Aldrich. O CB VXC72R foi gentilmente cedido pela Cabot
Corporation.

Os reagentes utilizados para o preparo dos eletrdlitos suporte,
cloreto de potassio, cloreto de sddio, cloreto de bario, sulfato de potassio e sulfato
de sodio foram obtidos da Anidrol.

Os reagentes usados para o preparo do sérum bovino simulado
utilizado para a determinagcdo de DA e PAR: albumina de sérum bovino, creatina,
creatinina, glicina, lisina, acido urico e glicose foram obtidos da Sigma-Aldrich. As
amostras de medicamentos (DA, PAR, ANL e RSV) foram obtidas em uma farmacia
local, localizada na cidade de Londrina, Parana, Brasil.

As solugdes padrao de DA, PAR, ANL e RSV foram preparadas na
concentragdo de 10 mmol L' no dia de andlise. DA, PAR e ANL foram dissolvidas no
eletrélito suporte (tampao fosfato pH 3,0). Ja a RSV foi dissolvida em acetona.

A solugdo de cloreto de hexaaminruténio (Ill), na ordem de
concentragdo de 10 mmol L', foi preparada a cada dia de trabalho a partir da

dissolugdo do sal em solugéo de KCI 0,5 mol L.

2.2 INSTRUMENTACAO

As medidas voltamétricas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT101 (Metrohm Autolab B.V., Holanda)
controlado pelo programa NOVA 2.1.3, enquanto as medidas impedimétricas foram
realizadas em um potenciostato/galvanostato FRAIl yAUTOLAB tipo 1l (Metrohm
Autolab B.V., Holanda) controlado pelo programa NOVA 1.0. Ambos os

equipamentos foram acoplados a uma célula eletroquimica de vidro com a
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capacidade para 15 mL, contendo tampa de Teflon® com encaixe para os eletrodos e
um orificio para adi¢do do analito. Foi utilizado um CB-PAH/ECV como eletrodo de
trabalho, uma placa de platina como eletrodo auxiliar e todos os potenciais foram
medidos em relagdo a um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (3,0 mol L' KCI). O
ECV foi obtido da Tokay Carbon Co., Japao (diametro 3 mm).

Para auxiliar na dispersdo do CB e PAH utilizou-se uma lavadora
ultrassénica da Eco-Sonics, modelo Q3.8/37A. As pesagens foram realizadas
através de uma balanga analitica Shimadzu, modelo AY220, com precisao de + 0,1
mg.

A caracterizagdo morfologica dos diferentes sensores foi realizada
empregando um MEV, utilizando o modelo FEI Quanta 200 FEG operado a 5 kV. As
amostras foram preparadas em uma placa de carbono vitreo, deixado secar a
temperatura ambiente.

A determinacgao individual de DA, PAR, ANL e RSV foi conduzida por
um espectrofotdbmetro da PerkinElmer 40 UV-Vis, com célula de quartzo (caminho

otico de 1 cm).

2.3PREPARACAO DO CB-PAH/ECV

O preparo do CB-PAH/ECV foi realizado seguindo as etapas
ilustradas na Figura 1. Inicialmente, o ECV sem modificacéo foi cuidadosamente
polido com spray de diamante com o tamanho da particula de 1-um e em seguida
com uma particula de tamanho de “-uym (Kemet, Reino Unido) sobre um papel
abrasivo metalografico (n° 6). Posteriormente, a dispersao de CB(PAH) foi preparada
pesando 2 mg de CB e 1 mg de PAH, sendo adicionado a este, 1 mL de agua
ultrapura. Essa mistura foi deixada por 30 min em banho ultrassénico, para
dispersao do CB. O ECV foi modificado com CB(PAH) utilizando a técnica de drop-
casting, em que 8 pL da dispersao de CB(PAH) foi imobilizada sobre a superficie do

ECV polido. O eletrodo foi deixado secar em temperatura ambiente por 1 hora.
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Figura 1 — Representacdo esquematica das etapas envolvidas no preparo do CB-
PAH/ECV.
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2.4 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

As medidas voltamétricas foram realizadas em uma célula
eletroquimica contendo 10 mL de eletrdlito suporte, sendo que cada aliquota
adicionada da solugcdo padrao do analito foi analisada em triplicata. Para a
caracterizagcao eletroquimica dos sensores e o0 estudo do comportamento
voltamétrico da DA, PAR, ANL e RSV foi utilizado a técnica de voltametria ciclica
(VC).

A curva analitica foi construida em triplicata utilizando a técnica de
voltametria de varredura linear, na qual foram feitas sucessivas adi¢gdes de DA, PAR,
ANL e RSV simultaneamente na célula eletroquimica contendo 10 mL do eletrdlito
suporte. O LD foi calculado de acordo com as recomendac¢des da IUPAC, usando a
Equacao 1 (LONG, G. L.; WINEFORDNER, 1983):

D=2 (EqD)
_m q_

em que s € o desvio padrao relativo (DPR) da média aritmética de 10 voltamogramas
do branco, obtidas das correntes medidas no mesmo potencial do pico de oxidacao

dos analitos e 0 m é o valor do coeficiente angular da curva analitica de cada analito.
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2 .5PREPARO DAS AMOSTRAS

2.5.1Preparo das Amostras Farmacéuticas de DA, PAR, ANL e RSV

As amostras farmacéuticas foram preparadas em diferentes
concentragdes. Para isso, foram nomeadas 4 amostras em amostra A, amostra B,
amostra C e amostra D, e cada uma possuia diferentes concentragcdes de DA-

injetavel, e comprimidos de PAR, ANL e RSV, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Amostras farmacéuticas e as respectivas concentracoées de cada analito

Concentracdo (mg mL-")

DA PAR ANL RSV
Amostra A 5,00 500 3,48 5,20
Amostra B 5,00 500 6,93 10,4
Amostra C 5,00 500 13,9 20,8
Amostra D 5,00 500 13,9 5,20

Amostra de DA: uma aliquota de DA-injetavel foi transferida para um
baldo volumétrico de 20 mL e completado com a solugédo de tampéo fosfato (pH 2,0).
Em seguida, uma aliquota dessa solucao (120 uL) foi transferida para a célula
eletroquimica contendo o eletrdlito suporte (solugao de tampéo fosfato em pH 2,0).

Amostras de PAR, ANL e RSV em comprimido: inicialmente foi
pesado 10 comprimidos de cada farmaco e entdo reduzido a um p6 homogéneo em
um almofariz com o auxilio de um pistilo. Na sequéncia, uma quantidade referente a
um comprimido foi pesada e transferida para um baldao volumétrico. O PAR foi
transferido para um baldao volumétrico de 25 mL e completado o volume com solucao
tampao fosfato (pH 2,0), o ANL para um bal&do volumétrico de 5 mL e completado o
volume com alcool etilico, e a RSV para um balao volumétrico de 5 mL e preenchido
o volume com propano. Em seguida, uma aliquota de cada uma dessas solugdes foi

diretamente transferida para a célula eletroquimica contendo o eletrdlito suporte
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(solugdo de tampéo fosfato a pH 2,0). O esquema de preparo das amostras dos

farmacos esta representado de forma resumida na Figura 2.
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Figura 2 — Representacdo esquematica do preparo das amostras farmacéutica de
DA, PAR, ANL e RSV e subsequente adigdo a célula eletroquimica para obtengao

da resposta eletroquimica.
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Apos adicdo dos analitos na célula eletroquimica, o voltamograma
simultaneo foi obtido. Entdo, a concentracdo de cada analito foi determinada
diretamente pela interpolagdo na curva analitica obtida previamente. Estas medidas

foram realizadas em triplicata e o DPR foi calculado.
2.5.2 Preparo das amostras biolégicas para a determinagdo de DA e PAR

A amostra de soro sanguineo simulado de boi foi preparada de
acordo com procedimento descrito por Krebs (KREBS, 1950), misturando os
seguintes reagentes: acido ascorbico (10 mg L), albumina bovina (40 mg L), acido
citrico (25 mg L"), creatina (10,7 mg L"), creatinina (4,2 mg L"), glicina (17,7 mg L
"), glicose (200 mg L), lisina (29,5 mg L ') e acido urico (10 mg L') em solugdo
tamp3o fosfato 0,1 mol L' (pH 7,4). Em seguida, esta solugdo foi dopada com
solugcdo padrao de DA e PAR e entdo uma aliquota de 0,5 mL dessa solucao foi
transferida para a célula eletroquimica contendo 9,5 mL do eletrdlito suporte
(solugao tampéao fosfato no pH 2,0). O teste de recuperacgao foi realizado para avaliar

a precisao do método.
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2.5.3Preparo das Amostras Ambientais para a Determinagdo de DA, PAR, ANL e
RSV

As amostras de agua proveniente de rio e da torneira foram filtradas
e dopadas com solugdo padrao de DA, PAR, ANL e RSV de concentragéo
conhecida. Na sequéncia 1 mL dessa solugdo foi transferida para a célula
eletroquimica contendo 9 mL da solugdo de tampéo fosfato (pH 2,0). Testes de

recuperacao foram realizados para avaliar a precisdo do método.

2.5.4 Métodos comparativo e de referéncia

Foi necessario o emprego de 4 diferentes métodos para realizar a
comparagao dos resultados obtidos com o método voltamétrico desenvolvido neste
trabalho. Para a determinagdo de DA, PAR e AML foram empregados métodos de
referéncia descritos na Farmacopeia Britdnica, com algumas alteragdes (BRITISH
PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2009). Para a quantificagdo de RSV nao ha
métodos de referéncia na literatura, entdo foi utilizado um método
espectrofotométrico comparativo desenvolvido por Gupta e colaboradores com
algumas adaptacdes, sendo elas as concentragdes utilizadas para a construgcéo da
curva analitica (GUPTA; MISHRA; SHAH, 2009).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1EsTuDO ELETROQUIMICO DO CB-PAH/ECV E SUA APLICAGAO ELETROANALITICA

3.1.1 Caracterizagado Morfoldgica

A superficie do ECV sem modificagcédo e do CB-PAH/ECV foram
estudadas pela técnica de microscopia de varredura eletronica. Na Figura 3B, é
possivel observar a superficie do carbono vitreo modificado com o filme de CB em
PAH, em que o CB recobre totalmente a superficie do carbono vitreo quando
comparado com a superficie sem nenhuma modificacdo (Figura 3A). Indicando

assim, a homogeneidade do filme de CB quando disperso no polimero PAH.

Figura 3 — Imagens do MEV para as superficies de (A) carbono vitreo e (B) carbono

vitreo modificado com CB-PAH.

5,0 pm

Devido o CB possuir particulas produzidas a partir da combustao
incompleta ou decomposi¢cao térmica de hidrocarbonetos no estado liquido e
gasoso, apresenta caracteristica de nanomaterial apolar, sua solubilidade na agua é
desfavoravel. Por outro lado, o PAH é um polieletrélito catidbnico baseado em uma
cadeia hidrofébica com grupos amina ionizaveis ao longo de sua estrutura. Assim, o

composito CB-PAH se baseia na interagao hidrofébica entre os carbonos do CB e a
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cadeia carbbnica do PAH. O grau de ionizagcdo do PAH em solugdo com pH 7,0
(condicdo experimental do presente trabalho) é aproximadamente 95% para os
grupos aminas (SARTORI; VICENTINI; FATIBELLO-FILHO, 2011). Desse modo, a
interacao dipolo-dipolo entre os grupos aminas ionizadas e o dipolo das moléculas
da agua favorece a miscibilidade do CB em meio aquoso, o0 que proporciona uma
dispersdo mais estavel e homogénea do CB em agua, como pode-se observar na
Figura 3B.

3.1.2 Caracterizagao Eletroquimica Por Voltametria Ciclica e Espectroscopia de

Impedancia Eletroquimica

Os experimentos de caracterizacédo eletroquimica foram realizados
em solucdo de KCI 0,1 mol L' na presenca do par redox cloreto de
hexaaminoruténio (Ill) na concentragdo de 1,0 mmol L' empregando o ECV sem
modificagdo, o ECV modificado somente com PAH (PAH/ECV) e o sensor
desenvolvido (CB-PAH/ECV). E possivel observar na Figura 4 os voltamogramas
ciclicos obtidos a velocidade de 50 mV s' empregando o ECV, PAH/ECV e CB-
PAH/ECV, em que cada sensor apresentou uma separacgao de pico (AEp = Epa — Epc)
de 0,070, 0,080 e 0,057 V, respectivamente. Esta diminuicdo do AEp na presenca de
CB se deve, possivelmente, a 6tima condutividade do CB, proporcionado pelos
carbonos sp? e sp® presente na sua composicdo que ocasiona um aumento na

transferéncia de elétrons sobre a superficie do eletrodo.

Figura 4 — Voltamogramas ciclicos (50 mV s') empregando o (—) ECV, e os
sensores: (—) PAH/ECV e (—) CB-PAH/ECV em solugdo 0,1 mol L' de KCI e 50
pumol L' de cloreto de hexaaminoruténio (Ill).
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A area eletroativa dos eletrodos de trabalho foi calculada
empregando a equacdo de Randles-Sevéik (BARD, Allen J.; FAULKNER, 2001).
Neste estudo o par redox empregado foi o cloreto de hexaaminoruténio (lll), o valor
do coeficiente de difusdo utilizado foi 9,1 x 10% cm? s?2 (BANKS et al., 2004)
juntamente com os voltamogramas ciclicos a 50 mV s-' (Figura 4). A area eletroativa
do ECV sem modificacdo, PAH/ECV e CB-PAH/ECV foi estimado como 0,057;
0,044; 0,133 cm?, respectivamente. O aumento na area eletroativa do CB-PAH/ECV
€ devido as escalas nanométricas do CB.

O comportamento eletroquimico da superficie dos trés diferentes
eletrodos foi estudado empregando o método de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE). Para esse estudo o cloreto de hexaaminruténio (ll) foi utilizado
como par redox, por ter seu comportamento eletroquimico ja conhecido. Fazendo
uso do modelo de circuito equivalente, foi proposto o circuito para o sensor
desenvolvido (Figura 5A). Em que este apresenta uma resisténcia para a solugao
(KCI 0,10 mol L' na presenca de cloreto de hexaaminoruténio (Ill)) (Re), resisténcia
da transferéncia de carga (R1), capacitor de dubla camada (CPE) e o elemento de
difuséo (W).
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Figura 5 — Diagrama de Nyquist obtido empregando o (e) ECV, (m) PAH/ECV e (A)
CB-PAH/ECV em solugdo de KCI 0,1 mol L' na presenga de cloreto de
hexaaminorutenio (lIl) na concentragdo de 1,0 mmol L', na amplitude de 10 mV e
uma faixa de frequéncia de 10 Hz a 100 kHz. (A) a o circuito proposto para o CB-
PAH/ECV. Inserido: Ampliagdo na regido da alta-frequéncia do espectro do ECV.
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um semicirculo e o didmetro representa a resisténcia de transferéncia de carga (em
frequéncias mais altas), enquanto a linha reta em um angulo de 45° com o eixo real
em frequéncias mais baixas representa o processo de difusdo (controle de
transferéncia de massa). Na Figura 5 pode-se observar que a presenga de PAH
sobre a superficie do ECV ocasionou um aumento na Ri (1,2 kQ) quando
comparado ao eletrodo sem modificagao (R1 = 0,32 kQ). Esse comportamento ja é
esperado, pois o PAH é uma macromolécula organica e pode estar bloqueando a
difusdo das espécies eletroativas sobre a superficie do eletrodo. Por outro lado, a
com a adigao de CB no filme de PAH obtém-se uma linha reta; esse comportamento
€ devido a excelente condutividade do CB que facilita a transferéncia de elétrons
sobre a superficie do eletrodo. Os resultados obtidos por EIE corroboram com

aqueles obtidos pela VC (Figura 4).
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3.1.3 Aplicagado do CB-PAH/ECYV para a determinagao simultdnea de multianalitos

Inicialmente foi estudado o comportamento eletroquimico simultdneo
da DA, PAR, ANL e RSV empregando-se a técnica de VC (50 mV s') e os diferentes
sensores (ECV, PAH-ECV e CB-PAH/ECV) como eletrodo de trabalho em solugéo
de tampao BR (pH 3,0) contendo todos os analitos na concentragdo de 0,4 mmol L.
Na Figura 6, é possivel observar quatro picos de oxidagao distintos e bem definidos
nos potenciais de 0,44, 0,63, 0,90 e 1,32 V, respectivamente, para DA, PAR, ANL e
RSV. DA e PAR apresentaram um pico de redugao na varredura reversa, em que se
caracteriza a ocorréncia de um processo quasi-reversivel. Outra caracteristica que
pode ser observada em sistemas quasi-reversiveis € o aumento crescente entre Ep,
e Epc na medida em que se aumenta a velocidade de varredura, caracteristica
observada para ambos os analitos (seccdao 2.1.4). Ja para as respostas
voltamétricas da ANL e RSV nenhum processo de reducdo foi observado na
varredura reversa, indicando que o processo de oxidagao € irreversivel para estes
analitos. Quando comparado a resposta eletroquimica dos analitos nas diferentes
superficies, foi observado uma maior intensidade de corrente para o CB-PAH/ECV
em relagdo ao ECV e PAH/ECV, devido ao CB ser um nanomaterial com excelente
condutividade, que proporciona um aumento na area eletroativa e na velocidade de
transferéncia de elétrons, como mencionado e comprovado anteriormente na sessao

de caracterizacao eletroquimica do sensor.
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Figura 6 — Voltamogramas ciclico (50 mV s™') obtidos em solugdo tampao BR (pH
3,0) contendo 0,4 mmol L-' de DA, PAR, ANL e RSV empregando como eletrodo de
trabalho: (—) ECV sem modificacédo, (—) PAH/ECV e (—) CB-PAH/ECV. Inserido:
ampliagdes dos voltamogramas ciclico do ECV e PAH/ECV.
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A proporcao de CB e PAH no filme CB-PAH foi estudado com base
na resposta voltamétrica dos analitos utilizando VC em solugédo de tampéao BR (pH
3,0) na presenca de DA, PAR, ANL e RSV na concentragédo de 0,4 mmol L. Dentre
as proporgdes estudadas, sendo elas: 1:1, 1:2, 2.1 e 3:1 (m/m; CB:PAH); a
dispersado de 2:1 (m/m; CB:PAH) apresentou uma maior intensidade de corrente e
melhor repetibilidade. Por esse motivo, esta dispersao foi escolhida para o preparo
do CB-PAH/ECV.

A reprodutibilidade da fabricagdo do CB-PAH/ECV foi estudada
utilizando trés diferentes sensores, na qual eles foram preparados utilizando a
mesma dispersao e trés diferentes dispersdes de CB-PAH (2:1; m/m). As medidas
foram realizadas em empregando a técnica de VC (50 mV s') na presencga de DA,
PAR, ANL e RSV a 0,4 mmol L' em solugdo de tampédo BR (pH 3,0). Quando
utilizado a mesma dispersao, foi obtido um DPR de 1,99%, 1,33%, 1,78% e 1,49%
para DA, PAR, ANL e RSV, respectivamente. Para as trés dispersdes diferente, o
DPR obtido foi 2,55%, 0,78%, 1,37% e 0,85% para DA, PAR, ANL e RSV,
respectivamente. Os valores do DPR obtidos revelaram uma viabilidade e alta
reprodutibilidade na producdo do CB-PAH/ECV. Nas mesmas condigdes
experimentais, a estabilidade do CB-PAH/ECV foi estudada e depois de 35 medidas,
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a corrente caiu somente 5,0% do valor inicial, indicando uma boa estabilidade do
filme CB-PAH formado sobre a superficie do ECV.

3.1.4Estudo do pH, eletrélito suporte e efeito da velocidade de varredura sobre a
resposta analitica da DA, PAR, ANL e RSV

O pH do eletrdlito suporte foi estudada utilizando solugao de tampao
BR com o pH variando de 2,0 a 5,0 (Figura 11). Acima do pH 6,0, ndo foi observado
pico de oxidacdo da RSV, dessa forma, valores de pH acima de 6,0 ndo foram
estudados. E possivel observar na Figura 7 um deslocamento do pico de oxidagdo
da DA, PAR e ANL para valores menos positivos de potencial e para o PAR e ANL
ndo houve mudanca significativa na intensidade de corrente. Devido a maior
magnitude de corrente e melhor repetibilidade, o pH 2,0 foi escolhido para a
determinacao simultanea de DA, PAR, AML e RSV. Na sequéncia, foi estudado os
tampdes BR e fosfato, ambos no pH 2,0 (0,1 mol L"), com a finalidade de escolher o
melhor eletrdlito suporte. A solugdo tampao fosfato (pH 2,0) apresentou melhor
repetibilidade e maior intensidade de corrente, sendo esta escolhida para o

desenvolvimento do método.

Figura 7 — Voltamogramas ciclico (50 mV s') em tamp&o BR na presencga de DA,
PAR, ANL e RSV a 40 mmol L', nos pH (—) 2,0, (—)3,0, (—) 4,0, (—) 5,0 e (—) 6,0.
CB-PAH/ECV empregado como eletrodo de trabalho.
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O efeito da velocidade de varredura sobre o pico de oxidagao da
ANL, RSV e sobre o pico de oxidagao e reducdo da DA e PAR foi investigado na
solugéo de tampéo fosfato (pH 2,0) na presenga dos analitos na concentragao de 0,3
mmol L' empregando o CB-PAH/ECV por VC variando a velocidade de 5 a 350 mV
s'. A Figura 12 apresenta os voltamogramas ciclicos para cada analito e seus
respectivos graficos do log /ap vs. log v. Como pode-se observar nas equagdes a
seqguir, para todos os analitos o grafico do log /ap vs. log v apresentou uma resposta
linear com o coeficiente angular da reta proximo do valor teérico (1,0), caracteristica

de sistemas predominantemente controlado por adsorgao.

DA (pico de oxidag&o): log lpa = =1,19 + 1,22 log v (r = 0,994) (Eq. 2)
DA (pico de reducao): log Ipc = -1,44 + 1,30 log v (r = 0,994) (Eq. 3)
PAR (pico de oxidag&o): log lpa = -0,61 + 1,16 log v (r = 0,996) (Eq. 4)
PAR (pico de redugéo): log Ipc = -2,11 + 1,77 log v (r = 0,992) (Eq. 5)
ANL: log lpa = — 0,26 + 0,97 log v (r = 0,999) (Eq. 6)
RSV: log Ipa=- 0,16 + 0,85 log v (r = 0,995) (Eq. 7)

A partir dos voltamogramas ciclicos (Figura 8) também foi plotado
um grafico da corrente (lap) vs. velocidade de varredura (v) e observado um
comportamento linear para a DA, PAR, ANL e RSV, reafirmando que o processo que
ocorre na superficie do eletrodo é predominantemente controlado pela adsor¢ao de
especies. Nos voltamogramas é possivel observar, para os quatros analitos, um
deslocamento do pico de oxidagdo com o aumento da velocidade para potenciais
mais positivos, que € uma caracteristica de processos quasi-reversivel (DA e PAR) e

processos irreversiveis (ANL e RSV).
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Figura 8 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades (1-9: 5-350
mV s1) para DA, PAR, AML e RSV na concentragédo de 0,3 mmol L-! em solugdo de
tampao fosfato (pH 2,0). Inserido: graficos de (1) log lpa vs. log v e (ll) Ipa vs. v.
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O numero de elétrons envolvidos na reacdo de oxidacao
eletroquimica da DA, PAR, ANL e RSV foram estimados com base na VC obtida na
velocidade de 50 mV s™' em conjunto com a equagao: Eap — Eap2 = 0,047/an (BARD,
A. J.; FAULKNER, 2001). Em que, os valores de Eap € Eap2 foram respectivamente,
para a DA 0,495 e 0,457 V; para o PARA 0,715 e 0,676 V; para a ANL 0,962 e 0,906
V e para a RSV 1,257 e 1,188 V. Adotando o valor de a como 0,5 (usualmente
empregado (BARD, A. J.; FAULKNER, 2001)), o numero de elétrons envolvidos na
oxidagao eletroquimica da DA, PAR e ANL foram 2, enquanto para a RSV foi 1
elétron. Os valores obtidos estdo em concordancia com aqueles reportados
previamente na literatura (EISELE et al., 2019; YAO et al., 2019). Para a molécula de

DA a eletrooxidagdo ocorre nos dois grupos fendis em que ha a liberagdo de 2
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elétrons e 2 protons para o meio (YAO et al., 2019). A oxidagao do PAR ocorre nos
grupos fenol e amina com a liberagdo de 2 elétrons e 2 H* (YAO et al., 2019). Foi
também estimado o numero de elétrons envolvidos no processo de redugao da DA e
PAR. Para isso, o pico de reducédo de ambos foi estudado por VC na velocidade de
50 mV s e aplicado a mesma equagao utilizada para o pico de oxidagdo; desse
modo, foi possivel estimar que a quantidade de elétrons envolvidos na reducao
eletroquimica das moléculas de DA e PAR foi de 2 elétrons para ambas as
moléculas. Sendo que o processo de redugdo ocorre nos mesmos grupos dos
processos de oxidagao para ambas as moléculas, ou seja, nos grupos fendis para a
DA e nos grupos fenol e amina para o PAR (BANKS et al., 2004). Para o ANL a
oxidagao ocorre nos grupos amina e liberam 2 elétrons e a eletrooxidagdo da RSV
ocorre no grupo alcool com a liberagao de 1 elétron (GUPTA; MISHRA; SHAH, 2009;
KARADAS-BAKIRHAN et al., 2016).

3.1.5Aplicacao do CB-PAH/ECV para a determinacéo simultdnea de DA, PAR, ANL
e RSV

Inicialmente, a influéncia da velocidade de varredura sobre a
sensibilidade da técnica de voltametria linear foi investigada. Para esse estudo,
foram construidas 4 diferentes curvas analitica variando a velocidade de varredura
entre 10 a 100 mV s™'. A Tabela 2 apresenta os parametros analiticos (faixa linear,
coeficiente de correlagao e coeficiente angular) de cada um dos analitos obtido em
diferentes velocidades de varredura, empregando a técnica de voltametria linear. E
possivel observar que a velocidade de 75 mV s apresentou uma melhor relagdo
linear com os coeficientes de correlagdo proximos de 1, indicando um
comportamento linear entre as medidas. Para as velocidades de 10; 50 e 100 mV s’
esse comportamento ndo foi observado. Além de coeficientes de correlagdo mais
proximos de 1, a velocidade de 75 mV s™' apresentou maior sensibilidade para os
analitos quando comparada as demais velocidades. Por esses motivos, a velocidade

de 75 mV s foi escolhida para a construgéo da curva analitica dos quatro analitos.
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Tabela 2. Parametros analiticos das curvas analiticas obtidas para a DA, PAR, ANL
e RSV, empregando a voltametria de varredura linear em diferentes velocidades de
varredura (10; 50; 75; 100 mV s™') utilizando como eletrodo de trabalho o CB-
PAH/ECV em solucéo de tampao fosfato (pH 2,0)

Parametros analiticos

Velocidade Faixa Coeficiente
de Analitos Potencial linear Coeficientg de angular
varredura de pico (V) (umol L") correlagéo linear (WA pmol L)
DA 0,50 3,0-11 0,960 0,01
10 mV s PAR 0,69 3,0 - 11 0,939 0,01
ANL 0,80 6,0-15 0,949 0,02
RSV 1,18 6,0 - 15 0,834 0,02
DA 0,50 2,5-46 0,992 0,06
50 mV s-1 PAR 0,68 2,4 -27 0,979 0,13
ANL 0,88 12 — 48 0,974 0,27
RSV 1,25 7,8 -40 0,967 0,24
DA 0,47 1,0-22 0,999 0,38
75 mV s-1 PAR 0,66 24-27 0,999 0,18
ANL 0,90 12-90 0,992 0,27
RSV 1,27 7,8-40 0,998 0,54
DA 0,50 1,0-34 0,988 0,08
100 mV s PAR 0,69 1,0-27 0,964 0,31
ANL 0,90 12 — 48 0,953 0,75
RSV 1,29 7,8 —40 0,875 0,40

Sob as condigdes escolhidas, foi construida uma curva analitica para
cada um dos analitos na presencga dos trés outros analitos restantes. A concentragao
do analito em analise foi variada, enquanto a concentragdao dos outros trés analitos
foi mantida constante. Todos os resultados obtidos, valores de DPR e os parametros
analiticos da curva analitica estdo apresentados na Tabela 3. Como podemos
observar, em todos os casos obtivemos uma respostar linear entre as concentragdes
dos analitos na curva analitica, enquanto os outros trés analitos mantiveram uma
resposta constante com um DPR > 8,65%. Com isso, esse estudo indica que nédo ha

influéncia significativa na resposta voltamétrica entre os analitos.
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Tabela 3. Valores de DPR, coeficiente angular e das curvas analiticas obtidos
quando empregado a voltametria de varredura linear em conjunto com o CB-
PAH/ECV para a determinagdo de um analito na presenga de uma mistura ternaria
dos outros analitos, sendo os analitos DA, PAR, ANL e RSV

Coeficiente Coeficiente de DPR /%
Analito angular correlagao DA PAR ANL RSV
(uA pmol L)
Dopamina 0,362 0,999 — 3,96 8,65 4,61
Paracetamol 0,205 0,999 2,43 490 1,94
Amlodipina 1,302 0,995 573 449 — 5,12
Rosuvastatina 0,471 0,997 3,86 492 7,07 —

Na sequéncia, a curva analitica para os quatro analitos, foi
construida simultaneamente pela adigdo sucessiva de solugédo padrao de DA, PAR,
ANL e RSV, as medidas foram realizadas pela técnica de voltametria de varredura
linear empregando o CB-PAH/ECV, em solugédo tampao fosfato (pH 2,0). Na Figura
9, é possivel observar os voltamogramas linear obtidos em solugao com diferentes
concentragcbes de DA, PAR, ANL e RSV (Figura 9A) e inserido suas respectivas
curvas analiticas. Para a constru¢do das curvas analiticas foi feito ajuste da corregéo
de linha de base em cada medida. Este ajuste foi feito automaticamente pelo
programa NOVA 2.1 no modo “moving average” com uma janela de tamanho 1. Na
Tabela 4, tem-se os parametros analiticos obtidos para a determinagao simultanea
dos quatro analitos e os parametros estatisticos obtidos por analise de regressdo em
um nivel de confianca de 95%. Como pode-se observar, os valores obtidos para o
Freg foram maiores do que o Fus (4,49), enquanto para p, os valores obtidos foram
maiores do que o valor tabelado (0,05), ambos os resultados nos indicam que as

curvas analiticas obtidas apresentaram um comportamento linear.



132

Figura 9 — (A) Voltamogramas de varredura linear obtidos empregando o CB-
PAH/ECV para variagao da concentragéo de (2 — 7) DA (1,0 — 22 umol L"), PAR (2,4
— 27 umol L"), ANL (12 — 90 pmol L") e RSV (7,8 — 40 umol L') em solugédo de
tampéo fosfato (pH 2,0). Respectivas curvas analiticas para (B) DA, (C) PAR, (D)
ANL e (E) RSV.
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Tabela 4. Parametros analiticos para determinacao simultanea de DA, PAR, ANL e
RSV por voltametria de varredura linear em solugcao de tampéo fosfato (pH 2,0)
empregando o CB-PAH/ECV

Paréametros analiticos Analitos

DA PAR ANL RSV
Potencial de pico (V) 0,47 0,66 0,90 1,27
Faixa linear (umol L) 1,0-22 2,4 -27 12-90 7,8-40
Coeficiente de correlacao linear 0,999 0,999 0,992 0,998
Coeficiente angular (uA pmol L) 0,38 0,18 0,27 0,54
LD (umol L) 0,55 1,3 57 3,0
Freg 1108 2153 4531 1379
p value < 0,001 < 0,001 <0,001 <0,001

A repetibilidade e reprodutibilidade foram estudadas utilizando uma
solugédo tampao fosfato (pH 2,0) na presenga de DA e PAR a 15 umol L', ANL e
RSV a 30 pumol L', empregando o CB-PAH/ECV como eletrodo de trabalho. O
estudo da repetibilidade foi realizado através de sucessivas medidas (N = 10), e os
valores de DPR obtido foram 1,99; 1,86; 4,07; 1,82% para DA, PAR, ANL e RSV,
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respectivamente. O estudo da reprodutibilidade foi realizado coletando a intensidade
de corrente do pico de oxidacdo de cada analito durante 5 dias, nas mesmas
condi¢cbes experimentais que a repetibilidade, os valores do DPR obtidos foram
5,03% (DA), 4,82% (PAR), 3,36% (AML) e 5,16% (RSV). Estes valores indicam que
o0 método proposto para a determinagao simultanea dos quatro analitos empregando
o CB-PAH/ECV, apresentou uma boa repetibilidade e reprodutibilidade.

A Tabela 5 apresenta uma comparagao da faixa linear obtida para
DA PAR, AML e RSV empregando o CB-PAH/ECV com os valores da literatura
obtidos com diferentes sensores e técnicas. E possivel observar que apesar de
alguns sensores da literatura apresentarem uma melhor faixa linear, com
concentragbes mais baixas, nenhum trabalho anterior demonstrou a determinagao
voltamétrica simultanea para DA, PAR, AML e RSV, consequentemente, o CB-
PAH/ECV possui esta vantagem frente aos demais sensores da literatura, a
capacidade de determinagdo simultaneamente esses quatro analitos. Além disso, o
CB-PAH/ECV demonstrou ser de facil preparo e o PAH comprovou ser um agente

dispersante de grande importancia para a dispersdo de CB em meio aquoso.
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Tabela 5. Comparagao das faixas lineares e limite de detecgdo para a determinagdo voltamétrica da DA, PAR, ANL e RSV
empregando diferentes sensores

Faixa linear (umol L) LD (umol L) Referéncia
Sensor Técnica
DA PAR ANL RSV DA PAR ANL RSV
Platina YILMAZ e
VPD — — 9,0-70 5,0-40 - - 0,70 0,80 YILMAZ,
2018
Bi/Nafion/BDDE SADOK et
VPD — 0,2 - 500 - — - 0,001 - —
al., 2016
RGO-GCE ANEESH
VPD 0,1-100 — - — 0,008 — — —
etal., 2014
MOFs/MWCNT-Au@Ag/GCE YAO et al.,
VPD 0,6 -70 1,0-40 - — 0,08 0,23 - —
2019
CB(PAH)ECV Este

VVL 1,0-22 24 -27 12-90 7,8—-40 0,55 1,3 5,7 3,0
trabalho

Abreviacbes: Bi/Nafion/BDDE: eletrodo de diamante dopado com boro coberto com Nafion e particulas de bismuto; RGO-GCE: eletrodo de carbono
vitreo modificado com o6xido de grafeno reduzido; MOFs/MWCNT-Au@Ag/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com metal organico,
nanotubos de carbono e nanoparticulas no formato conchas formadas de ouro e platina.
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3.2 APLICACAO ANALITICA

3.2.1 Estudo dos interferentes

O estudo de interferentes foi realizado com os compostos
comumente utilizados na industria farmacéutica para a produ¢ao de medicamentos,
além dos compostos presentes no sangue de rato e na agua de torneira e rio. Os
componentes selecionados foram: bisulfito de sédio, talco, celulose microcristalina,
dioxido de silicio, creatina, creatinina, glucose, e ions inorganicos como Na*, Fe?*,
Zn?*, Ca?*, NOs" e SO4?%. Estas espécies quimicas foram investigadas em relagédo ao
pico de oxidagdo da DA, PAR, ANL e RSV na concentragido de 15 pmol L' e na
auséncia dos mesmos. A propor¢cao estudada entre os analitos e os possiveis
interferentes foi de 1:1 e 1:10 (concentracdo do analito:concentracdo das espécies
quimicas). Os resultados mostraram que ndao houve uma mudancga significativa na
intensidade de corrente dos quatros analitos na presenca e sem dos possiveis
interferentes, com um DPR menor que 7%.

Assim, foi possivel empregar o CB-PAH/ECV para a determinacgao
simultanea da DA, PAR, AML e RSV em amostras farmacéuticas em diferentes
concentragbes (como descrito na seg¢do 2.5.1, Tabela 1). A Tabela 6 apresenta os
resultados obtidos através do método voltamétrico e o método espectrofotométrico
(comparativo e referéncia) (BRITISH PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2009;
GUPTA; MISHRA; SHAH, 2009). Como podemos observar, nao ha diferenca
significativa nos valores obtidos utilizando o método proposto e o comparativo. O
teste-t pareado foi utilizado para comparar os resultados entre os dois métodos e
comprovar que nao ha diferenga significativa, em um nivel de confianga de 95%. Os
valores do fexperimental Calculado para todos os analitos foi de 0,81 a 2,71, sendo estes
valores menor do que o valor do feitico (3,18). Adicionalmente, o teste-F foi realizado
para comprovar a precisdo de ambos os métodos. Os valores calculados para F
foram menores do que o valor do Feritco (19,0); em um intervalo de confianca de
95%. Desse modo, podemos concluir que nao ha diferenga estatistica entre os dois

métodos.
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Tabela 6. Resultados obtidos para a determinagdo voltamétrica simultdnea de DA, PAR, AML e RSV comparado com a
determinacao espectrofotométrica individual

Amostra Analito  Valor rotulado Método voltamétrico Método espectrofotométrico E(%)°>  Feac®
A DA 5 mg mL"’! 4,97 +0,13 5,02+0,12 -0,99 1,17
PAR 500 mg comprimido™" 490 +5 495 + 6 -1,02 0,66
AML 3,47 mg comprimido-’ 3,42+0,13 3,58 £ 0,11 -468 1,40
RSV 5,20 mg comprimido’ 5,04 £ 0,10 5,15+ 0,08 -2,18 1,56
B DA 5 mg mL"’! 5,15+0,12 5,06 £ 0,10 1,78 1,44
PAR 500 mg comprimido’ 514+ 6 401 +7 4,47 0,64
AML 6,93 mg comprimido’ 6,71+ 0,21 7,15+0,18 -6,70 1,36
RSV 10,4 mg comprimido™ 10,2+ 0,2 9,98 + 0,27 2,07 0,55
C DA 5 mg mL"’ 4,90+ 0,10 512+ 0,11 -429 0,83
PAR 500 mg comprimido’ 508 +5 516 + 6 -1,57 0,70
AML 13,87 mg comprimido’ 13,55 + 0,67 13,84 + 0,34 -2,14 3,88
RSV 20,8 mg comprimido-! 211+0,4 20,5+0/4 2,84 0,63
D DA 5 mg mL"’! 5,11+0,13 4,99 + 0,15 2,40 0,75
PAR 500 mg comprimido’ 492 +5 507 +4 -3,05 1,23
AML 13,87 mg comprimido’ 13,95 + 0,56 13,66 = 0,26 2,07 4,64
RSV 5,20 mg comprimido™! 5,15+ 0,08 5,40+0,14 -3,30 0,33
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O sensor desenvolvido também foi aplicado para a determinagao
voltamétrica simultdnea de DA, PAR, AML e RSV em amostras ambientais (agua de
torneira e rio) e para a determinagcdo simultdnea de DA e PAR em amostra bioldgica
(soro sanguineo simulado). As amostras ambientais foram dopadas com duas
diferentes concentragées de cada analito, sendo: 2,00 e 5,00 umol L' para a DA,
5,00 e 10,0 umol L' para PAR; 20,0 e 30,0 umol L' para a AML; 10,0 e 20,0 pmol L
para RSV. Como apresentado na Tabela 7, foram obtidos excelentes porcentagem
de recuperagao, demonstrando a aplicabilidade do CB-PAH/ECV para a
determinacao destes analitos em amostras ambientais.

Para as amostras simuladas de soro sanguineo, as mesmas foram
dopadas com duas diferentes concentracbes de cada analito, sendo, 2,00 e 5,00
umol L' para a DA e 5,00 e 10,0 umol L' para o PAR. As porcentagens de
recuperacao obtidas foram na faixa de 97,1 a 101% e 98,3 a 102% para a DA a 2,00
e 5,00 umol L', respectivamente, e para o PAR entre 99,6 a 103% e 98,6 a 102% a
5,00 e 10,0 umol L, respectivamente. Esses valores indicam que ndo ha efeito de
matriz nas amostras de soro sanguineo simulado. Os excelentes valores de
porcentagem indicam que o CB-PAH/ECV pode ser aplicado com sucesso na

determinacao simultanea de DA e PAR em amostras bioldgicas.
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Analitos Agua de rio Agua de torneira
Adicionado Recuperado Recuperacao Adicionado Recuperado Recuperacao
(umol L) (umol L") (%) (umol L) (umol L") (%)
DA 2,00 1,95+ 0,33 97,5 2,00 1,97 + 0,41 98,5
5,00 4,98 + 0,25 99,6 5,00 5,04 + 0,35 100,8
PAR 5,00 4,91+ 0,60 98,2 5,00 4,93 + 0,60 98,6
10,0 10,1+0,5 100,8 10,0 9,96 + 0,43 99,6
AML 20,0 21,0+0,9 105,0 20,0 21,0+0,8 105,2
30,0 29,0 +1,1 96,6 30,0 30,9 +1,1 102,9
RSV 10,0 9,9+0,7 99,2 10,0 9,88+0,9 98,8
20,0 20,5+0,9 102,6 20,0 19,85+ 0,8 99,25

@ média de 3 medidas.

b porcentagem = (recuperado/adicionado) x 100.
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4. CONCLUSAO

O sensor eletroquimico CB-PAH/ECV apresentou um bom
desempenho analitico para a determinacao simultdnea de DA, PAR, ANL e RSV,
fornecendo altas sensibilidades e baixos LD. Os resultados promissores podem ser
atribuidos ao nanomaterial utilizado para a modificagdo da superficie do ECV, na
qual aumentou a superficie da area eletroativa e facilitou a transferéncia eletrénica
na interface eletrodo/solugdo, como comprovado pelos dados pela EIE. O emprego
do CB-PAH/ECV para determinacao voltamétrica simultanea de DA, PAR, ANL e
RSV em medicamentos, agua de rio e torneira nao apresentou interferéncia
significativa. Adicionalmente, o sensor também foi aplicado para a determinagao
simultédnea de DA e PAR em amostras bioldgicas (soro sanguineo simulado). A nova
plataforma eletroquimica apresenta um amplo campo de aplicagdes, principalmente
em matrizes complexas, para a determinagdo de multianalitos, com uma resposta

rapida, de baixo custo para a fabricagao.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os sensores eletroquimicos foram caracterizados
eletroquimicamente empregando as técnicas de espectroscopia de impedéancia
eletroquimica, que confirmou em todos os casos houve uma melhora na taxa de
transferéncia de elétrons quando o ECV modificado com CB em comparagdo com o
ECV sem modificacdo. Essa situagao foi reafirmada através da voltametria ciclica,
em que foi observado novamente que o CB ocasionou essa melhora na taxa de
condutividade. Essa melhora foi proporcionada devido a excelente condutividade
elétrica do CB.

O CB-BOT/ECV foi empregado para a determinagao voltamétrica de
ciclobenzaprina. Foi entdo comparado a resposta eletroquimica da CIC em relacéo
ao ECV sem modificagdo, o BOT/ECV e o CB-BOT/ECV, foi observado um aumento
na intensidade de corrente para o pico anddico da CIC quando modificado com CB o
eletrodo, sendo explicado pela excelente condutividade elétrica do CB e sua escala
nanomeétrica. Por outro lado, o ECV modificado somente com BOT n&o apresentou
resposta eletroquimica nas condigcbes que foram realizados os experimentos. Na
sequéncia foi estudado a melhor composicao do filme CB e DMF, e a sua proporgao
com a solugdo de BOT. Visando maior intensidade corrente e potenciais menos
positivos, a composicao do filme de CB em DMF foi de 2,0 mg mL, e na proporgao
de 3:3 (v:v). Apds otimizado a constru¢do do CB-BOT/ECV, foi analisado as
condi¢cbes experimentais, como: eletrdlito suporte, concentragao do eletrdlito suporte
e técnica voltamétrica utilizada, sendo escolhido como eletrolito suporte a solugao de
NaCl 0,1 mol L' e a técnica VOQ para a construgdo da curva analitica.

Apo6s todos os estudos a curva analitica foi construida sendo
observado uma resposta linear entre a concentragcao de CIC e a intensidade de
corrente do pico anddico entre 2,0 a 20,6 umol L' em solugdo de NaCl 0,1 mol L,
com um limite de deteccdo de 0,028 umol L'. O CB-BOT/ECV foi aplicado na
determinacao de ciclobenzaprina em formulagées farmacéuticas, soro sanguineo de
rato e agua de origem de rio e tubulagdo. Os resultados obtidos foram
estatisticamente semelhante aos resultados obtidos utilizando a espectrofotometria,
com 95% de confianga.

A aplicagdo analitica do CB-PAH/ECV foi feita para um grupo

quaternario de analitos, sendo a DA, PAR, ANL e RSV. Inicialmente, a proporgao
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entre o CB e o PAH no filme foi estudada, sendo a propor¢ao de 2:1 (m:m) foi
selecionado por fornecer uma maior estabilidade e repetibilidade ao sensor. Na
sequéncia, foi comparada a resposta eletroquimica da DA, PAR, ANL e RSV
empregando o sensor desenvolvido, o ECV modificado somente com PAH e o ECV
sem modificagcdo. O CB-PAH/ECV se destacou por apresentar maior intensidade de
corrente, separagao de todos os picos de oxidagao e resposta analitica para todos
os analitos. Esse resultado foi possivel devido as excelentes caracteristicas
eletroquimicas do CB. Em seguida, foi estudado o eletrdlito suporte e o pH da
solugdo, sendo selecionado o tampao fosfato (pH 2,0) por apresentar maior
repetibilidade entre as medidas. Por fim, foi empregado a voltametria de varredura
linear para a construgao de 4 curvas analiticas em diferentes velocidades 10, 50, 75
e 100 mV s, como a velocidade de 75 apresentou melhor resposta linear para o
grupo quaternario este foi utilizado para a construgdo da curva analitica onde foi
obtido uma resposta linear na faixa de concentragédo de 1,0 — 22 umol L para a DA;
2,4 — 27 umol L' para o PAR; 12 — 90 umol L' para o ANL; 7,8 — 40 umol L™ para a
RSV com limite de detecgdo de 0,55; 1,3; 5,7; 3,0 umol L, respectivamente. O
sensor foi aplicado com sucesso para a determinacdo em amostras reais de

medicamento e agua de torneira e rio.



